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Esquema representativo da parada meiética. A parada meidtica &
controlada pelo GMPc e AMPc. A concentragao intracelular do GMPc
aumenta nas células do cumulus e da granulosa através do estimulo
do NPR2, que por sua vez ¢é ativado pelo NPPC. A manutencéo dos
niveis de AMPc intraoocitaria provoca a inibicdo da lise da vesicula
germinativa (GVBD), este evento ocorre logo apdés a passagem do
GMPc, através das jungdes “gap” até o odcito, impedindo que a
PDE3A transforme o AMPCem 5’AMP ...,

Esquema representativo da retomada meiodtica. A producao de GMPc
nas células murais da granulosa é reduzida devido a uma sequéncia
de eventos in vivo, no qual o LHR, ativado durante o pico do horménio
luteinizante, ira desencadear a desfosforilagdo do NPR2, inativando-
0. O NPR2 esta diretamente ligado a reducdo do GMPc. As células
murais e células do cumulus possuem receptores EGFR, os quais sao
ativados e, ao se unirem ao EGF-like, provocam sua autofosforilagao,
ativando a via ERK1/2. Esta via por sua vez, induzem a liberagao de
prostaglandinas e expressao de EGF-like, amplificando sua ativagao
nas células murais e células do cumulus, impedindo o transporte de
GMPc e AMPc intraoocitario com o fechamento das jungdes “gap”. In
vitro, a expressado do EGF-like ocorre pela ativacao do FSRH pelo
FSH. Para a retomada da meiose, é necessario a lise da vesicula
germinativa que ira ocorrer pelos eventos citados acima, bem como
pela sintese de AMPc nos odcitos. O MPF sera ativado para fosforilar
proteinas do envoltério nuclear, através a hidrélise do AMPc em 5'-
AMP pela PDE3A, que irda prejudicar a atividade da PKA. A via
SMADZ2/3 ira regular o metabolismo celular, desencadear o processo
de luteinizagao, sintese esteroidal e expressao génica para expanséo
do

o101 0 0] [ 1 RSP

Estrutura quimica do Anetol. A figura acima descreve a estrutura
quimica do Anetol existe como isébmeros cis e trans, envolvendo a
ligagédo dupla fora do anel. Mas o isémero abundante, e o preferido
para uso, é o isébmero trans ou E. O anetol (trans-1-metoxi-4-(1-
propenil)-benzeno) é o principal componente do 6leo de erva-doce e
canfora mas também pode ser obtido da Croton zehntneri Pax et
Hoffm, uma planta subarbustiva e caducifélia nativa do Nordeste
brasileiro, conhecida popularmente como “canelinha” ou “canela de
(o1 0[] o = LSRR
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Delineamento experimental para investigar os efeitos da adigao
do anetol no meio MIV. Os foliculos de ovarios provenientes de
frigorifico foram aspirados e os CCOs foram selecionados e
maturados durante 24 horas em meio suplementado com 0
(MC), 300 (M300) ou 3000 (M3000) ug/ml de anetol. Foram
realizadas cinco réplicas com 20-25 odcitos por grupo em cada
replicata. Os odcitos foram desnudos mecanicamente e a
configuracdo da cromatina foi avaliada apds coloragdo com
Hoechst. As células do cumulus foram destinadas a analise de
RT-gPCR. CCOs: complexos cumulus-oécitos; GV: vesicula
germinativa; GVBD: ruptura da vesicula germinativa; MI:
metafase |; MIl: metafase Il; DEG: degenerado............ccccceeenne

Figura.2. Delineamento experimental para investigar os efeitos
da adicdo do anetol durante a MIV e CIV. CCOs foram
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fertilizados e cultivados em 4 grupos distintos, sendo: MC-CC
(meios MIV e CIV sem adi¢ao de anetol); MC-C300 (meio MIV
sem anetol e meio CIV com 300 pg/ml de anetol); M300-CC
(meio MIV com 300 ug/ml de anetol e meio CIV sem anetol);
M300-C300 (meios MIV e CIV com 300 ug/ml de anetol. No D3
foi avaliada a taxa de clivagem e no D8, a taxa de blastocistos.
Assim, os embrides foram destinados a contagem do numero
total de células embrionarias e pools de 3 blastocistos
expandidos (BX) de cada grupo foram armazenados para a
avaliagdo de RT-gPCR. O meio de cultivo embrionario foi
destinado a quantificacdo dos niveis de espécies reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS)..........uuiiiiii e

Efeitos da adigao de anetol durante a MIV sobre a maturacao
nuclear de odcitos bovinos. CCOs foram submetidos a MIV em
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(M3000) de anetol durante 24 horas (P < 0,05). Os dados estao
representados por média + EPM de 5 réplicas biologicas com
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Efeitos da adicdo de anetol durante a MIV e CIV sobre a
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ndo de 300 pg/ml de anetol (MC-C300: MIV sem anetol e CIV
com anetol; M300-CC: MIV com anetol e CIV sem anetol; M300-
C300: MIV e CIV com anetol) durante 24 horas maturagao e 7
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anetol; M300-CC: MIV com anetol e CIV sem anetol; M300-
C300: MIV e CIV com anetol) durante 24 horas maturagéao e 7
dias de cultivo. Ao final de 7 dias do cultivo (D8), a taxa de
blastocistos foi avaliada em relagdo ao total de oécitos (P >
0,05). Os dados estéo representados por média + EPM de 5
réplicas bioldgicas com 20-25 00citos por grupo.........ccccceeeeennnns

Efeitos da adicdo de anetol durante a MIV e CIV sobre a
qualidade embrionaria. CCOs foram submetidos a MIV e CIV em
meios controles (MC-CC: MIV e CIV sem anetol) acrescidos ou
nao de 300 pg/ml de anetol (MC-C300: MIV sem anetol e CIV
com anetol; M300-CC: MIV com anetol e CIV sem anetol; M300-
C300: MIV e CIV com anetol) durante 24 horas maturagao e 7
dias de cultivo. Ao final de 7 dias do cultivo (D8), o niumero total
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RESUMO

JANINI, L. C. Z. Efeitos da suplementagao com anetol durante a MIV e CIV
na maturagao oocitaria e na produgao e qualidade de embriées bovinos.
2021. 57 f.Dissertagédo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Botucatu, 2021.

A producdo in vitro de embrides (PIV) vem apresentando um crescimento
significativo, representando 73,7% dos embridesproduzidos mundialmente em
2019. Apesar de sua viabilidade comercial, a PIV necessita de aprimoramento
para expandir ainda mais seu potencial. Desta forma, o aumento nas taxas de
produgdo e qualidade embrionaria proporcionaria ganhos substanciais na
pecuaria. Objetivou-se avaliar o efeito do anetol na MIV, nas doses de 300 e
3000ug/mL (Experimento 1) e avaliar o efeito do anetol na MIV e/ou CIV, na dose
de 300ug/mL, na produgao e qualidade de embrides bovinos (Experimento 2).
Foram coletados ovarios provenientes de frigorificos utilizados nos dois
experimentos. Foliculos de 2 a 8mm foram puncionados e submetidos a
maturagdo com meio maturacéo in vitro (MIV) suplementado com SFB 10%. No
experimento 1, foram divididos em 3 grupos experimentais, sendo o Grupo
Controle composto por (meio base); Grupo M300 (meio base suplementado com
300 pug/ml de anetol) e Grupo M3000 (3000 ug/ml). Apdés a MIV, a maturagéo
nuclear foi avaliada por meio da técnica de analise da configuragao da cromatina
para obtencdo dos resultados de metafase Il. No experimento 2, a MIV foi
realizada com meio base (Grupo Controle) ou suplementado com (300 ug/ml de
anetol). Posteriormente, os odcitos foram submetidos a fecundacéo in vitro (FIV)
e cultivo in vitro (CIV), sendo divididos em 04 grupos: Grupo Controle M0-CO
maturados e cultivados em meio sem adicdo de anetol, Grupo MO0-C300
maturados sem anetol e cultivados em meio com 300 pg/ml, Grupo M300-CO
pg/ml maturados com 300 ug/ml de anetol e cultivados sem anetol e o Grupo
M300-C300 com meio contendo 300 pg/ml de anetol na maturagéo e no cultivo.
No 3° dia do cultivo (D3), apos a FIV foi avaliado a clivagem, no 7° dia apds a
FIV (D7), foi avaliado a produgao de blastocistos e no 8° dia (D8) foi avaliado e
classificado o0s Dblastocistos por meio de analise morfolégica em

estereomicroscopico. Como analise estatistica foi utilizado a analise de



variancia, com on way ANOVA, utilizando o software GraphPad Prism versao 6.0
(GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA), e testes de Tukey (dados
paramétricos). Observou-se que 300 pg/mL de anetol no meio MIV né&o
promoveu diferengca nas taxas de MIl quando comparado ao grupo controle.
Entretanto, a adicdo de 3000 pg/mL de anetol reduziusignificativamente a
porcentagem de CCOs que chegaram a metéafase Il em relagdo aos demais
grupos (P<0,05). Em relag&o ao indice de clivagem, observamos que a adigéo
de 300 pg/ml de anetol durante a MIV e a CIV aumentou a porcentagem de
embrides clivados quando comparado aos demais grupos experimentais (P<
0,05). Entretanto, nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos quanto a
produ¢cdo embrionaria, avaliada pela taxa de formacao de blastocistos no D8
(P>0,05), nem sobre a qualidade embrionaria,obtida por meio da contagem do
numero total de células embrionarias (P>0,05). Apesar das evidencias dos efeitos
antioxidantes do anetol, encontradas na literatura, neste estudo o teste de
TBARS realizado no meio de producao de embrides n&o apresentou significancia
estatistica. Os genes SOD 1, CAT e GSTrelacionados a resisténcia ao estresse
oxidativo, apresentaram aumento em suaabundancia nas células da granulosa
quando foi utilizado o anetol. Alem disso,0s genes COX2 e HAS também se
apresentaram elevados, ressaltando o efeito benéfico do anetol sobre o
metabolismo das CCs. Os embrides produzidos com 6écitos maturados em
presenca de anetol também apresentaram elevacdo de transcritos do gene
GPX1 que esta envolvido na metabolizacdo do perdoxido de hidrogenio. A
elevacdo da abundancia destes transcritos demonstra a contribuicdo do anetol
para a neutralizacado do efeito das EROS. Por outro lado,apesar do alto numero
de embrides produzido no grupo maturado e cultivado com anetol, os genes
IFNT2 e HASPA1A se encontravam diminuidos. Conclui se que a adicao de 300
pg/mL de anetol durante a MIV e a CIV melhoraa clivagem embrionaria sem

comprometer o desenvolvimento posterior do blastocisto.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, Espécies Reativas de Oxigénio (EROS),

Anetol, PIV, Desenvolvimento Embrionario, Bovino.



ABSTRACT

JANINI, L. C. Z. Effects of anethole supplementation during IVM and IVC on
oocyte maturation and on production and quality of bovine embryos. 2021.
57 f. Dissertation (Master’s Degree) — School of Veterinary Medicine and Animal
Science, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu,
2021.

INTRODUCTION: In vitro embryo production (IVP) has shown significant rise,
reaching 68.7% of the embryos produced worldwide in 2018. Despite its
commercial viability, IVP needs improvement to further expand its potential.
Thus, livestock would benefit with substantial gains from increased production
rates and embryo quality. OBJECTIVE: The objective was to evaluate the effect
of anethole on in vitro maturation (IVM) at doses of 300 ug/mL and 3,000 ug/mL
(Experiment 1) and to evaluate the effect of anethole on IVM and/or in vitro culture
(IVC) at a dose of 300 ug/mL on the production and quality of bovine embryos
(Experiment 2). MATERIAL AND METHODS: A total of 700 oocytes from ovaries
from slaughterhouses were collected to be used in the two experiments. The 2 to
8 mm follicles were punctured and submitted to maturation with IVM medium
supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS). In Experiment 1, a total of
300 oocytes were used and divided into 3 experimental groups: the Control
Group, composed of basal medium; Group M300 (basal medium supplemented
with 300 ug/ml anethole); and Group M3000 (basal medium supplemented with
3,000 pg/ml). After IVM, nuclear maturation was evaluated using chromatin
configuration analysis technique to obtain the results of metaphase Il (MIl) with
the best concentration, which was used in Experiment 2. In Experiment 2, IVM
was performed either with basal medium only (Control Group) or with
supplementation (Group M300 — 300 ug/ml anethole). Subsequently, 400 oocytes
were subjected to in vitro fertilization (IVF) and IVC, and then divided into four
groups: Control Group M0-CO: matured and cultivated in medium without addition
of anethole; Group M0-C300: matured without anethole and cultivated in medium
with 300 pg/ml anethole; Group M300-CO: matured with 300 ug/ml anethole and
cultivated without anethole; and Group M300-C300: matured and cultivated in
medium containing 300 ug/ml anethole. On the 3rd day of culture (D3), cleavage
was evaluated after IVF; on the 7th day after IVF (D7), blastocyst production was
evaluated; and on the 8th day (D8), blastocysts were evaluated and classified



through morphological analysis in a stereomicroscope. Statistical analysis was
carried out by using the one-way analysis of variance (one-way ANOVA), as well
as Tukey tests for parametric data. RESULTS: When 300 pg/mL anethole were
added to the MIV medium, there was no difference in Mll rates in comparison to
the control group. However, the addition of 3,000 ug/mL anethole significantly
reduced the percentage of cumulus-oocyte complex (COC) that reached Ml in
relation to the other groups (P < 0.05). Regarding the cleavage index, the addition
of 300 pg/ml anethole during IVM and IVC was observed to increase the
percentage of cleaved embryos when compared to the other experimental groups
(P = 0.05). Nevertheless, no difference was found between the groups regarding
embryo production, which was assessed by blastocyst formation rate on D8 (P >
0.05), nor related to embryo quality, which was obtained by counting the total
number of embryonic cells (P > 0.05). In spite of the evidence of antioxidant
effects of anethole pointed out in the literature, the TBARS test performed in this
study in the embryo production medium did not show any statistical significance.
The SOD1, CAT, and GST genes related to resistance to oxidative stress
presented increased abundance in granulosa cells when anethole was used. In
addition, the COX2 and HAS genes were also elevated, highlighting the beneficial
effect of anethole on the metabolism of COCs. Similar to in embryos produced
with cells matured in the presence of anethole, a rise was detected in transcripts
of the GPX1 gene, which is involved in the metabolization of hydrogen peroxide.
The increased abundance of these transcripts demonstrates the role of anethole
in neutralizing the effect of ROS. On the other hand, regardless of the large
number of embryos produced in the group matured and cultivated with anethole,
the IFNT2 and HASPA1A genes were decreased. CONCLUSION: The addition
of 300 pg/mL anethole during IVM and IVC improves embryonic cleavage without
compromising blastocyst development.

Keywords: Oxidative stress, Reactive Oxygen Species (ROS), Anethole, IVP,
Embryonic Development, Bovine.



SUMARIO

07\ 1 U1 1@ 31 TR 1
TINTRODUGAO ...ttt 1
2 REVISAO DE LITERATURA ...t 2
2.1 Interaga@o cUMUIUS-0OCITO ........ccouuniiiii e 2
A \Y F= 118 = Tor=To T @ To Yo | - o F- T 3
2.1.1 Maturagao NUCIEAT .........cooeeiiiii e 7
2.1.2 Maturagao CitoplasmatiCa..........cceeeviiiiiiiiiccie e 9
2.1.3 Maturaga@o MOIECUIAr............uuiiiieiie e 11
2.2 Desenvolvimento EMDBFIONANIO .........coovvviiiiiiiiie e 13
2.3 Espécie Reativa de Oxigénio — pontos positivos e negativos .................... 15
2.4 ANEEON ... 18
2.5 HIPOIESE ... 21
P2 I @ o] 11 117 1 S 21
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 21
07\ 11 U110 21 1 OO TORRPR 33
N I 33
PR (e o 18 oo 34
2. Material de MELOdOS........cooiiiiiiii e 35

2.2 Obtencgao dos complexos cumulus -oécitos (CCOs) post mortem e maturagao
INVIIFO (MIV) . 36
2.3.1 Delineamento Experimento 1: Efeito da suplementacdo com anetol durante
a maturacao oocitaria in Vitro (MIV) .............uuuueeiiiiiiiiiiiiiiees 36

2.3.2 Experimento 2: Efeito da suplementagdo com anetol durante a maturagao

in vitro (MIV) e Cultivo in vitro (CIV) sobre a produgéo embrionaria ................ 37
2.4 Avaliagao da Viabilidade do oécito e configuragdo da cromatina............... 39
2.5 Fecundacao in vitro (FIV) e Cultivo in Vitro (CIV) ... 39
2.6. Contagem do numero de células dos blastocistos .............cccceevviiveeeeen.n. 40
2.8. Quantificagcao dos niveis de estresse oxidativo.............c.ccoooiiiiiiiiiiennnn. 42
2.9. Analise Estatistica.........ccoovviiiiiiiie e 43
3. RESUIAUOS ... e 43

. DS CUSSAD. . e e e 48



5. Concluséo ..

6. Referéncias



CAPITULO |

1 INTRODUGAO

O nascimento do primeiro bezerro produzido in vitro em 1982 (BRACKETT et
al., 1982; MELLO et al., 2016) demonstrou as vantagens, de tal biotecnologia, que
tém permitido o avango genético e o crescimento exponencial do rebanho bovino,
impactando tanto na produgdo quanto na agregacdo de valor no agronegdcio
brasileiro. Entretanto, os embrides resultantes de producgao in vitro (PIV) sao mais
sensiveis ao estresse oxidativo do que aqueles produzidos in vivo sendo, portanto,
menos tolerantes & criopreservagdo (CASTRO et al., 2016, SA et al., 2017;
TORRES-OSORIO et al., 2019).

No processo de produgédo de embrides, o crescimento e a sobrevivéncia dos
odcitos sao influenciados pelo ambiente, pois em situagdes in vitro ha maior
producado de espécies reativas de oxigénio (EROS). Estudiosos afirmam que altos
niveis de EROS produzidos durante a PIV podem impactar na maturacéo oocitaria,
assim como na estrutura molecular e celular dos embrides produzidos. Devido a
esse fendbmeno, uma gama de antioxidantes tem sido adicionada ao meio de cultivo
na tentativa de minimizar tais danos (SA et al., 2017; SA et al., 2018).

O anetol é o principal produto do 6leo essencial extraido da Croton zehntneri,
planta nativa do nordeste brasileiro capaz de diminuir as concentragées de EROS,
nao so6 in vivo, mas também in vitro, além de apresentar outros beneficios como
acdes anti-inflamatdrias, anestésica e até anticarcinogénica (SA et al., 2017; SA et
al., 2018).

Sa et al. (2018) demonstraram que o anetol melhorou o numero de odcitos
meioticamente competentes para a fertilizacao apos ser adicionado a maturagao in
vitro de foliculos caprinos. Recentemente, o uso de anetol durante a MIV e CIV foi
testado em bovinos melhorando a atividade mitocondrial dos odcitos e a producao
embrionaria (SA et al., 2019). Porém, até o momento ndo existem estudos que
associem a sua utilizacao tanto na MIV como na CIV.

Nesse sentido, objetivou-se avaliar o efeito do anetol na MIV, nas doses de
300 e 3000ug/mL (Experimento 1) e avaliar o efeito do anetol na MIV e/ou CIV, na
dose de 300ug/mL (Experimento 2). Foram avaliados os parametros de produgao,

qualidade e expresséo genica nos embrides produzidos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Interagao cumulus-oécito

Durante a foliculogénese e a ovogénese, a interagdo do odécito com as
células da granulosa é fundamental, ja que estas fornecem os nutrientes
necessarios para o desenvolvimento do odcito permitindo a aquisicdo da
competéncia meidtica, crescimento e mudanga do metabolismo que
caracterizam a maturacdo oocitaria (ABBASSI et al.,, 2021; CROCOMO;
LANDIM-ALVARENGA; BICUDO, 2019). Sendo assim, a presenga dessas
células durante a maturacédo in vitro, € necessaria para a formacdo de um
ambiente bioquimico e metabdlico adequado em torno do oécito (RICHANI et al.,
2021).

As CCs e o odcito estéo interligados por jungdes comunicantes conhecidas
como gap junctions (GJ), localizadas nas proje¢des transzonais, que s&o
processos citoplasmicos que se estendem das células da corona radiata, a
camada mais interna do cumulus, atravessam a zona pelucida e invadem a
membrana plasmatica do odcito (ABBASSI et al., 2021; FONTANA et al., 2020).

Essas jung¢des possuem fungdes mediadas por diversos fatores secretados
pelo odcito (FSO) que participam da regulagao do desenvolvimento das CCs e
do odcito (GILCHRIST; LANE; THOMPSON, 2008), dentre elas, fornecimento de
suporte nutricional, transmissao de sinais elétricos e transporte de moléculas
mensageiras das células foliculares ao odcito. Dentre os FSO secretados
destacam-se GDF9 e BMP15 que, além de participarem da regulagcdo da
maturacgao oocitaria, sdo fundamentais para o desenvolvimento de foliculos pré-
antrais e antrais por atuarem, juntamente com fator de crescimento de
fibroblastos (FGFs), na diferenciagdo das células da granulosa em CCs
(JUENGEL; MCNATTY, 2005; RICHANI et al., 2021). As moléculas mensageiras
como AMPc, GMPc e mRNAs que passam através das GJ do odcito para as
células do cumulus e vice-versa sao responsivas a sinais induzidos por estimulos
hormonais (BUCCIONE et al., 1990; HAGHIGHAT; VAN WINKLE, 1990;
MACAULAY et al., 2014). Dessa forma, a sinalizacdo de FSO ativa a via

SMAD2/3 e estimula tanto a expressdo de receptor do fator de crescimento



epidermal (EGFR) como a produgdo de acido hialurdnico, influenciando a
maturagado oocitaria e também a expansdo das CCs (MERAN et al., 2011;
SIMPSON et al., 2010).

A interacdo das CCs com o odcito desempenha um importante papel antes
da ovulacao, durante o crescimento, desenvolvimento e maturacdo oocitario.
Apods a ovulagao, apesar das jungdes entre o odcito e as CCs se romperem,
estas células participam dos complexos mecanismos que controlam a interagao
do espermatozoide com o odécito (ANCIOTO et al., 2004; CAMPOS et al., 2011;
LANDIM-ALVARENGA; MAZIERO, 2014; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).
Frente ao exposto, fica claro que a presenga no odcito de CCs é de suma
importancia para obter bons resultados na produgéo in vitro de embrides bovinos
(PIV) (ANCIOTO et al., 2004; CAMPOS et al., 2011).

Durante o processo chamado de maturagao oocitaria in vitro, a maturagao
do citoplasma e do nucleo pode ocorrer de forma independente. Odcitos, mesmo
que contidos em foliculos imaturos, quando removidos do ambiente folicular e
cultivados in vitro, conseguem retomar o processo meiotico, mas ndo adquirem
capacidade de desenvolvimento, ou competéncia, reduzindo assim as taxas de
producao embrionaria (HUANG et al., 1999).

Fatores de crescimento presentes no fluido folicular como o ativina A,
inibina A, fator de crescimento endotelial (VGF), fator neurotrépico (NF), fator de
crescimento alfa (TGF-a), entre outros, atuam melhorando a competéncia
oocitaria, permitindo a finalizagao do processo meiético (CAMPOS et al., 2011).
Sendo assim, pode se afirmar que a capacitagcao dos odcitos para a fertilizacao
ira depender da interagao das células do cumulus-oécito e da sincronia que
exista entre eles.

A competéncia dos odécitos também esta relacionada a fatores extrinsecos
como temperatura, meio de cultivo, efeitos deletérios ambientais e auséncia de
fatores fisiolégicos, o que pode reduzir ainda mais a qualidade dos odcitos
maturados in vitro (NORRIS et al., 2009; VACCARI et al., 2009).

2.2 Maturacgao Oocitaria

A maturacéo in vitro (MIV) é realizada de maneira artificial, onde um odcito

é removido do ambiente folicular, sai do estagio de vesicula germinativa e atinge



a metafase Il e, dessa maneira, os odécitos tornam-se competentes para a
fecundacao e inicio da embriogénese (FRANTZ et al., 2006; SMITZ et al., 2004).

O inicio da meiose € estabelecido ainda na fase fetal, havendo uma parada
no inicio da primeira divisdo meidtica, que persiste até a puberdade. A cada ciclo,
apo6s o pico do horménio luteinizante (LH), ocorre o estimulo para retomada da
meiose, e esta progride atingindo o estagio de metafase Il no qual o odcito
adquire a competéncia para ser fecundado (BILODEAU-GOESEELS;
KASTELIC, 2003).

Ao longo do processo da foliculogénese e oogénese, o crescimento e
maturacao do odcitos depende da interacdo entre o odcito e as células do
cumulus oophorus (RYBSKA et al., 2018). Esta interacdo é feita através de
juncdes Gap que propiciam a comunicagao entre as células da granulosa e o
oocito conferindo condicdbes para que ocorra a maturacdo nuclear e
citoplasmatica (CARABATSOS et al., 2000; DEDIEU et al., 1996). Durante o
processo de crescimento folicular e oocitario, qualquer mudanca no ambiente
folicular ira afetar as etapas de maturacao, fecundacdo e consequentemente o
desenvolvimento do embrido (TROUNSON; ANDERIESZ; JONES, 2001).

Nos foliculos pré ovulatérios, os odécitos bloqueados na fase da profase | e
com seu desenvolvimento completo, estdo aptos para retomada da meiose que
sera estimulada pelo pico pré ovulatério de LH. No entanto, antes que ocorra o
estimulo para a retomada da meiose, o fator inibidor da maturacédo (OMI), um
polipeptideo presente no fluido folicular, sintetizado e secretado pelas células da
granulosa, provoca a manutengédo do bloqueio da meiose nos odcitos inclusos
nos foliculos ovarianos (HASHIMOTO et al., 2002; SIRARD; RICHARD; MAYES,
1998).

E conhecido que o segundo mensageiro monofosfato ciclico de adenosina
(cCAMP) desempenha um papel critico na manutengédo do bloqueio da meiose,
sendo que a presenca de altos niveis de Camp, dentro o odcito € essencial para
manter o estagio de nucleo dictiado, enquanto que uma queda na concentragao
intra odcitaria de cAMP permite a retomada da meiose (CONTI et al., 2012;
SELA-ABRAMOVICH et al., 2006). As células da granulosa desempenham um
papel importante na elevacido do AMPc em odécitos através da transferéncia de
um inibidor da fosfodiesterase 3 (PDE3), o monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) (ZHANG et al., 2010). O GMPc é produzido pelas células dos cumulos



através do estimulo de precursores do peptidio natriurético (NPPC) sintetizados
pelas células da granulosa mural (HOLT; LANE; JONES, 2013), e transportado
para o odcito através das jung¢des Gap, sustentando assim o bloqueio meidtico
(DEKEL, 2005; SELA-ABRAMOVICH et al., 2006).

Os altos niveis de AMPc presentes no odcito suprimem a atividade do fator
promotor da maturacdo (MPF) através de um mecanismo dependente da
proteina kinase A (PKA) (BORNSLAEGER; MATTEI; SCHULTZ, 1986; MALLER,;
KREBS, 1980;). O MPF € uma proteina composta por uma subunidade catalitica,
a quinase dependente da ciclina 1 (CDK1) e uma subunidade reguladora, a
ciclina B, sendo regulado pela fosforilagao de residuos de treonina 14 e tirosina
15 da CDK1 (BILODEAU-GOESEELS, 2012; DOWNS, 1993; TAIEB; THIBIER;
JESSUS, 1997). Esta fosforilagédo inibitoria € catalisada pela kinase Wee1B,
enquanto que a desfosforilacdo € dependente da fosfatase Cdc25 (LEW;
KORNBLUTH, 1996).

A inibicdo da fosfodiesterase 3, causada pelo GMPc, eleva os niveis de
cAMP tornando a proteina quinase (PKA) ativa. A PKA regula diretamente a
atividade tanto da Wee1B como da Cdc25. Em odcitos bloqueados na profase
meidtica a PKA media a fosforilagdo da Cdc25 regulando negativamente sua
funcdo através de seu sequestro para o citoplasma (PIRINO; WESCOTT,;
DONOVAN, 2009; ZHANG et al., 2008). Por outro lado, a fosforilagdo da Wee1
estimula sua acao levando a inibicdo do MPF.

Em resposta ao LH, a expressao dos receptores para NPPC nas CCs e,
consequentemente, a transferéncia de GMPc para o odcito diminui (ROBINSON
et al., 2012). Concomitantemente, ocorre a dissolucdo das jungdes
comunicantes entre o odcito e CC, a qual é mediada por fatores da familia do
EGF como a epirregulina, ampirregulina e betacelulina (NORRIS et al., 2009;
VACCARI et al., 2009). Como resultado da queda do GMPc ocorre um aumento
da atividade da PDE3 a qual promove um rapido declinio nos niveis de AMPc no
odcito resultando no reinicio da meiose (HOLT; LANE; JONES, 2013).

Com a diminuigédo dos niveis de AMPc a atividade da PKA diminui (Dekel,
2005). Com isso, a Cdc25 é transferida para o nucleo se tornando ativa (OH;
HAN; CONTI, 2010). O acumulo da fosfatase Cdc25 no nucleo promove a

ativacdo do MPF e o transporte da Wee1B para o citoplasma. No momento da



retomada da meiose, a Wee1B ¢ inativada ao mesmo tempo em que a Cdc25 é
ativada levando a elevagéao da atividade da CDK1 (CONTI et al., 2012).

Apds a remogao mecanica das células do cumulus oophorus, realizado
durante o processo de maturagao in vitro, também ocorre o rompimento das
juncgdes Gap, que resulta na diminuicdo de AMPc intracelular no oécito com

consequente retomada da meiose (BILODEAU-GOESEELS, 2003; EYERS et
al., 2005).
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Figura 1. Esquema representativo da parada meiotica. A parada meidtica € controlada pelo
GMPc e AMPc. A concentracdo intracelular do GMPc aumenta nas células do cumulus e da
granulosa através do estimulo do NPR2, que por sua vez é ativado pelo NPPC. A manutengao
dos niveis de AMPc intraoocitaria provoca a inibicdo da lise da vesicula germinativa (GVBD),
este evento ocorre logo apds a passagem do GMPc, através das jungdes “gap” até o odcito,
impedindo que a PDE3A transforme o AMPc em 5’AMP.. Fonte: adaptado de Gilchrist et al.

(2016).
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Figura 2. Esquema representativo da retomada meidtica. A producdo de GMPc nas células
murais da granulosa é reduzida devido a uma sequéncia de eventos in vivo, no qual o LHR,
ativado durante o pico do hormdnio luteinizante, ira desencadear a desfosforilagdo do NPR2,
inativando-o. O NPR2 esta diretamente ligado a redugao do GMPc. As células murais e células
do cumulus possuem receptores EGFR, os quais séo ativados e, ao se unirem ao EGF-like,
provocam sua autofosforilagao, ativando a via ERK1/2. Esta via por sua vez, induzem a liberagéo
de prostaglandinas e expressdo de EGF-like, amplificando sua ativagao nas células murais e
células do cumulus, impedindo o transporte de GMPc e AMPc intraoocitario com o fechamento
das jungbes “gap”. In vitro, a expressdo do EGF-like ocorre pela ativagdo do FSRH pelo FSH.
Para a retomada da meiose, é necessario a lise da vesicula germinativa que ira ocorrer pelos
eventos citados acima, bem como pela sintese de AMPc nos odcitos. O MPF sera ativado para
fosforilar proteinas do envoltério nuclear, através a hidrolise do AMPc em 5’-AMP pela PDE3A,
que ird prejudicar a atividade da PKA. A via SMAD2/3 ira regular o metabolismo celular,
desencadear o processo de luteinizagdo, sintese esteroidal e expressdo génica para expansao
do cumulus. Fonte: adaptado de Gilchrist et al. (2016).

2.1.1 Maturacao Nuclear

Ainda nao estdo bem elucidados os mecanismos que controlam a
maturagao nuclear. Observa-se que, quando a meiose € retomada no estagio de
dipléteno, ocorre sinalizagdo para condensagcdao cromossOmica e quebra da
vesicula germinativa (GVBD). Este evento representa a retomada do primeiro

bloqueio meidtico, que vai desde o estagio VG até metafase Il (Mll) quando se



inicia o segundo bloqueio meidtico. O odbcito, apés a quebra da vesicula
germinativa, passa pelas seguintes fases: metafase | (Ml), Anafase | (Al) e
telofase | (T1), terminando assim a primeira divisdo meiotica. O segundo bloqueio
ird ocorrer quando o odcito passar pela metafase Il (KUBELKA et al., 2000;
SELA-ABRAMOVICH et al., 2006) e a meiose so sera finalizada no momento da
fecundacao.

Na primeira divisdo meidtica, no odcito, ocorre uma divisdo assimétrica do
citoplasma, gerando duas células diferentes: o corpusculo polar e o odcito
secundario. Nesse momento se inicia a segunda divisdo meidtica, e o odcito
permanece no estagio de MIl até que ocorra a fertilizagdo ou ativacao
partenogenética (QUETGLAS et al., 2010).

Através da observagao da configuragdo dos cromossomos nos diferentes
estagios da meiose, podemos classificar o estagio de maturacéo nuclear dos
oocitos. A vesicula germinativa (VG) possui uma cromatina filamentosa e
envelope nuclear intacto, com presencga de nucleo esférico; quando ocorre a
quebra da vesicula germinativa (GVBD), observa-se a auséncia de membrana
nuclear visivel e cromatina condensada. Durante a metafase | (MI), os
cromossomos estdo localizados perifericamente no ooplasma, dispostos na
placa metafasica, ja na metafase Il (MIl) os cromossomos migram para a periferia
do ooplasma, na qual observa-se a presenca da placa metafasica e extrusédo do
primeiro corpusculo polar (PB), sendo representado por um grupo compacto de
cromossomos (LANDIM-ALVARENGA, 1999).

Proteinas denominadas lamininas, mantém a integridade da membrana
nuclear, incluindo a VG. A fosforilagdo dessas proteinas e a desorganizagao do
envelope nuclear é proporcionado pelo CDK1, durante a quebra da vesicula
germinativa (GVBD). Durante a transicao da metafase para anafase, ocorre a
degradacao da proteina laminina, sendo controlada pelo complexo promotor da
anafase (APC), o qual é encarregado da ubiquitinagdo de varios substratos
proteicos (SULLIVAN; MORGAN, 2007). O CDC20 ou FZR1 confere
especificidade a enzima, sendo que a principal agdo da APC ¢é a ligacdo de um
coativador de proteina; sendo que o que permite que a anafase da mitose ou
meiose continue pela degradagao da ciclina B1 € a ligagao do APC ao CDC20

(JONES, 2011). A condensagao dos cromossomos e organizagdo da placa



metafasica ocorrem ao mesmo tempo em que acontece a desintegragado do
envelope nuclear (ADHIKARI; LIU, 2014).

O fuso da metafase se organiza para que ocorra a divisdo assimétrica do
citoplasma, resultando na expulsdo do primeiro corpusculo polar nos odécitos. A
diminui¢cdo da atividade do MPF ocorre paralelamente a expulséo do PB; mas,
logo em seguida sua concentracdo é aumentada novamente induzindo a
organizagdo do fuso metafasico para a segunda divisdo meidtica, sem que
ocorra descondensagao cromossOmica, replicagdo de DNA ou formacao do
envelope nuclear (LANDIM-ALVARENGA, MAZIERO, 2018).

Para a manutengcdo dos odécitos em MIl, sdo necessarias altas
concentracdes de MPF, o qual é estabilizado pela acdo da MAPK. A ativacao
partenogenética ou a fertilizagdo causam uma queda brusca intra-oocitaria da
MAPK e, consequentemente, desestabilizagdo e queda do MPF, o que propicia
a finalizagcao da meiose (CHOI et al., 1991; DEDIEU et al., 1996; HASHIMOTO;
KISHIMOTO, 1988; JELINKOVA et al., 1994; NAITO; TOYODA, 1991; OH et al.,
1998; TAIEB; THIBIER; JESSUS,1997; WU et al., 1997).

Apos a fertilizagao do odcito, inicia-se a organizacao do envelope nuclear
do pronucleo feminino com a extrusao do segundo corpusculo polar (2° PB),
separagao das cromatides e finalizacado da meiose. A fusdo dos pré-nucleos
feminino e masculino ocorre apds a extrusdo do 2°PB, marcando assim o inicio
do desenvolvimento embrionario. Durante o processo de maturacgéo e fertilizacao
do odcito sao necessarias alteragdes nucleares para um bom desenvolvimento
embrionario, estas alteragbes sdo acompanhadas por movimentos de organelas,
alterag¢des bioquimicas no citoplasma e movimentos do material genético (VAN
BLERKOM, 1991).

2.1.2 Maturagao Citoplasmatica

As mudancas estruturais e moleculares que acontecem no odcito a partir
do estagio de VG até o final da MIl, sao chamadas de maturagao citoplasmatica.
Podemos avaliar este processo indiretamente, através da capacidade do oécito
maturo em clivar e se desenvolver em blastocisto apés a ativagao
partenogenética ou fertilizagdo (LANDIM-ALVARENGA; MAZIERO, 2018).
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Diversas mudangas na organizagao citoplasmatica acontecem durante a
maturagcdo do oocito, como o rearranjo das mitocondrias, diminuigdo do
compartimento de Golgi, desenvolvimento continuo da reserva lipidica e o
alinhamento dos granulos corticais ao longo do oolema. A migragao destas
organelas leva a mudangas ultraestruturais no citoplasma. Na periferia do oécito
estdo localizadas as mitocéndrias e o complexo de Golgi, que se movimentam
para uma distribuicdo perinuclear em odcitos imaturos. O complexo de Golgi da
origem aos granulos corticais, localizados no centro do odcito, os quais se
redirecionam para periferia, e ancoram na membrana do oécito, sendo liberados
apos a fertilizagao durante o bloqueio a poliespermia (CRAN; MOOR, 1990). A
distribuicdo periférica dos granulos corticais tem sido utilizada como um critério
para avaliar a maturacdo citoplasmatica in vitro (BEZARD, 1997; LANDIM-
ALVARENGA; MAZIERO, 2018).

Nos estagios finais da maturacao oocitaria ocorre um aumento na
quantidade de goticulas de lipidios no citoplasma. Este aumento na
concentragcédo de granulos lipidicos representa a reserva energética do oodcito
para sustentar o desenvolvimento apos a fecundacéao até o estadio de blastocisto
(DIELEMAN et al., 2002).

As vias metabdlicas oocitarias sao ativadas por meio da sintese e
fosforilacdo de proteinas, sendo indispensavel para maturagao citoplasmatica.
Durante este processo, as mitocéndrias tém uma fungao relevante, pois sao
elementos essenciais ao metabolismo energético. Em periodos definidos do ciclo
celular, a transferéncia das mitocéndrias para areas de elevado consumo de
energia € essencial para odcitos e embrides (KRISHER; BAVISTER, 1998;
MEIRELLES et al., 2004).

Durante a maturacéo do odcito, as mitocondrias sintetizam a adenosina-tri-
fosfato (ATP) necessaria para produgéo de proteinas que serdo utilizadas
durante o desenvolvimento embrionario tardio (MEIRELLES et al., 2004). Apos
12 a 18 horas de cultivo, em odcitos bovinos submetidos a MIV, ocorre uma
mudanca na posi¢ao de suas mitocéndrias de mais periférica para mais dispersa
ao longo do citoplasma (HYTTEL et al., 1986). Isso significa que a distribuigao é
mais periférica antes do pico de LH, se dispersando apds a extrusdo do

corpusculo polar, que ocorre aproximadamente 19 horas apds o pico de LH, e
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se mantendo difusa durante a fase de metafase Il (HYTTEL et al., 1997; KRUIP
et al., 1983).

A reorganizacdo das mitocondrias em odcitos bovinos apos a MIV esta
relacionada aos niveis de ATP nos embrides. Os embrides que se desenvolvem
mais lentamente possuem menos ATP em seu citoplasma e, consequentemente,
tem menor numero de células (LIU; TRIMARCHI; KEEFE, 2000). Outro fator
importante € que apos 72 horas de cultivo embrionario ocorre a ativagdo do
genoma do embrido. Até este momento as mitocdndrias apresentam um nivel
mediano de atividade, o que explica a maior protegao contra as espécies reativas
de oxigénios (ROS) observada em embrides iniciais. A catalisacdo de moléculas,
como glutationa e peroxidases, ocorre no periodo de maturagédo oocitaria e
confere protegcdo ao embrido durante as primeiras clivagens (KRISHER,;
BAVISTER, 1998).

As necessidades do o6cito em cada estadio de desenvolvimento dependem
da localizagdo das organelas no citoplasma, e a agdo dos microtubulos e
microfilamentos do citoesqueleto possibilitam seu reposicionamento (LANDIM-
ALVARENGA; MAZIERO, 2018). A retomada da meiose € acompanhada por
uma ampla reorganizacdo dos microtubulos citoplasmaticos no odcito.
Microtubulos parcialmente estaveis e longos séo distribuidos no citoplasma
durante a interfase, ao passo que, os centros organizadores dos microtubulos
(MTOCs) sao fosforilados e aumentam sua atividade de organizagdo de
microtubulos durante a metafase (FAN; SUN, 2004). Desse modo, os granulos
corticais, o complexo de golgi, o reticulo endoplasmatico e as mitocondrias se
apresentam em diferentes posi¢cdes das observadas no estadio de VG
(FERREIRA et al., 2009).

2.1.3 Maturagao Molecular

A transcricdo, o armazenamento e o0 processamento do mMRNA,
correspondem as diversas etapas da maturagdo molecular. O mRNA influencia
diretamente nos eventos celulares subsequentes como a fertilizagcado, formacéao
do pro-nucleo e inicio da embriogénese, uma vez que o mesmo € utilizado na
sintese ribossémica das proteinas (CROCOMO et al., 2013).
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Durante a foliculogénese ocorre a transcricdo e o armazenamento do
MRNA, enquanto o nucleo esta dormente. Quando a meiose é retomada esse
processo € finalizado, logo apds a condensag¢ao dos cromossomos, uma vez que
a cromatina se torna inativa. No entanto, a competéncia de sintese de proteinas
e traducdo do mRNA se mantém ao longo da embriogénese e desenvolvimento
inicial do odcito (SIRARD, 2001).

Grande parte do mRNA do ooplasma esta armazenado em uma forma
inativa devido a sua cauda poli-A curta, o que mantém a molécula estavel. As
moléculas de mRNA que possuem caudas poli-A curtas ndo sao traduzidas,
portanto, a etapa inicial do seu processo de degradacédo é a exclusao desta
sequéncia (TOMEK et al., 2002).

A poliadenilagdo, que nada mais €, que o acréscimo de adeninas na
extremidade 3’ sob agéo da poli-A polimerase, ocorre devido a acado de sinais
gerados durante a maturagdo, fertilizacdo e inicio do desenvolvimento
embrionario. Assim, o inicio da tradugao acontece devido a poliadenilagcao, que
proporciona a liberagdo de moléculas repressoras acopladas ao segmento 5’ do
MmRNA (GOTTARDI; MINGOTI, 2009). A ativacao da tradugao leva a sintese de
proteinas utilizadas durante o inicio do desenvolvimento do embrido e a
deadenilagao gera degradacao desses mRNA devido ao alongamento da cauda
poli-A do citoplasma (FERREIRA et al., 2009).

A reativacdo de mRNAs e a eficacia do seu armazenamento sao
comandadas pela poliadenilagdo que determina a competéncia do odcito, para
sustentar posteriores estadios de desenvolvimento. Este processo desencadeia
uma cascata complexa e especifica de fosfo-desfosforilacdo de proteinas,
devido ao aumento pronunciado da atividade de proteinas cinase (GOTTARDI;
MINGOTI, 2009).

Ha relacdo entre a redugcédo do mecanismo de transcricdo com o baixo
potencial de desenvolvimento em odcitos na dependéncia do diametro folicular.
Donnison e Pfeffer (2004) sugerem que os foliculos antrais com didmetro abaixo
de 3 mm ndo possuem mRNA armazenados em quantidade suficiente para
sustentar o desenvolvimento embrionario apds a fertilizagéao.

Um requisito basico para o crescimento folicular normal e aquisicido da
competéncia, € a associagao intima entre as células do cumulus e o ovécito,

assim como a relagdo entre maturagcdo nuclear e citoplasmatica (CHANSON,
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2001). A maturagao e a competéncia oocitaria, associadas a qualidade do odcito,
podem ser elucidadas através do conhecimento das vias moleculares e
expressao de genes das células do cumulus (ASSIDI; DIELEMAN; SIRARD,
2010).

2.2 Desenvolvimento Embrionario

O inicio do ciclo de vida dos mamiferos ocorre a partir da fertilizacdo de dois
gametas haploides que ap6és a fusdo dos pronucleos, formam um zigoto dipldide,
que possui propriedade totipotente (SCHATTEN, 2018). O desenvolvimento
embrionario ocorre a partir de divisdes celulares do odcito fertilizado, onde uma
unica célula sofre mitoses sucessivas até formar o embrido.

O zigoto sofre mitoses sucessivas para a replicagdo do material genético e
formacgao de células-filha, chamadas de blastdémeros. O conjunto de divisdes
celulares que caracteriza os estagios iniciais do desenvolvimento do embrido &
chamado de clivagem, onde ocorre o aumento do numero de células, sem,
contudo, aumentar o volume total do embrido, que continua contido pela zona
pelucida. O processo de clivagem forma a moérula, que é caracterizada por um
conjunto de blastdmeros entre os quais ndo existem jungdes celulares
comunicantes. Nesta fase, os blastdmeros sao células totipotentes pois, se
promovermos a sua desagregacao, cada blastdbmero teria, hipoteticamente,
condigdes de formar um novo individuo (ROELEN, 2018).

Os blastdmeros encontram-se frouxamente organizados, até o estadio de
oito células, com os limites entre as células bem nitidos. Apds essa fase, ocorre
a compactagdo acompanhada de uma mudanga morfolégica no embrido. Na
morula compacta ocorre uma dificuldade de individualizagado dos blastémeros,
causando uma retragdo do embrido em relagdo a zona pelucida e aumento do
espaco perivitelinico (ALVES; CRUZ, 2002). Nesta fase ocorre um aumento do
contato celular entre os blastémeros periféricos através do aparecimento de
jungdes comunicantes e oclusivas (WATSON; BARCROFT, 2001), se
estabelecendo um epitélio de transporte na superficie externa da massa celular
(BIGGERS; BELL; BENOS, 1988; STRINGFELLOW:; SEIDEL, 1998). Ao mesmo
tempo, aparece na superficie dos blastdmeros votada para a zona pellcida,

bombas de Na* e K* e se estabelece um gradiente osmético que passa a puxar
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agua para o interior da massa celular (FLEMING; GHASSEMIFAR; SHETH,
2000).

No movimento de solutos para dentro e para fora da blastocele, o TE atua
como uma barreira seletiva, a enzima Na+ / K+ -ATPase, situadas como
basolateral ao TE e nas membranas apicais, transportam para o interior da
blastocele Na+, favorecendo por mecanismos osméticos a posterior entrada de
agua. Para a formacgéao do blastocisto, a Na+ / K+ -ATPase tem sido considerada
essencial por estabelecer e manter um gradiente ibnico através do TE que
promove o acumulo osmoético de agua no epitélio e para a formacao do
blastocisto (WATSON; BARCROFT, 2001).

O liquido que entra no embrido vai se depositando no espaco intercelular,
dando origem a blastocele, que € uma cavidade no interior do embrido. Esta fase
caracteriza o estadio de blastocisto inicial, e nela o embrido é formado por duas
populagdes celulares distintas: trofoblasto e massa celular interna
(GOPICHANDRAN; LEESE, 2003). O volume da blastocele vai aumento
ocupando gradativamente todo o espaco delimitado pela zona pelucida,
caracterizando a formacgao do blastocisto (RAMOS et al., 2008).

A partir da formacéao do blastocisto, o embrido passa a crescer formando o
blastocisto expandido. O aumento do tamanho do embri&o e a progressiva
reducdo na espessura da zona pelucia faz com que essa camada se rompa € 0
embrido eclode. Assim, o blastocisto eclodido é caracterizado pelo rompimento
da zona pelucida, e com isso 0 embrido acaba entrando em contato direto com
os tecidos maternos (GONCALVES; FIGUEREDO; FREITAS, 2008).

Diversos fatores transcricionais estdo envolvidos na formagdo da massa
celular interna (MCI) e trofectoderma (TE) que compde o blastocisto. Envolvidos
diretamente na formacéao do trofectoderma destacam-se: CDX2, GATA3, Eomes
e TEAD4. Ja os relacionados ao desenvolvimento da MCI, sdo o OCT4, Nanog
e 0 SOX2 (HOME et al., 2009). Para garantir, a implantagédo do blastocisto com
sucesso, 0 CDX2 exerce um papel fundamental na proliferacdo e fungao das
células do trofectoderma (OESTRUP et al, 2009). Influenciando o
desenvolvimento de embrides do estadio de moérula para blastocisto, o fator
transcricional GATA 3, sintetizado exclusivamente no trofectoderma, regula a

transcricdo do CDX2. No periodo pré e pds-implantagao, o CDX2 expresso no
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TE de embrides, atua como agente repressor da expressdo de OCT4 e Nanog
na MCI (SRITANAUDOMCHAI et al., 2009).

De acordo com Solter (2016), o desenvolvimento da ICM e do TE pode
ocorrer pela distribuigdo homogénea dos determinantes para orientagédo das
células na formacédo do zigoto ou pela resposta celular a fatores externos
interferindo nas interagdes celulares.

O periodo pré-implantacional em mamiferos pode ser caracterizado por
diversos eventos, sendo que um dos mais importantes € a ativagdo do genoma
embrionario. Quando os transcritos expressos a partir do genoma do
zigoto/embrido passam a ser substituidos pelos transcritos maternos, o genoma
embrionario é ativado (BARCROFT et al., 2003). Para que isso acontecga, sé&o
necessarias modificagdes citoplasmaticas e nucleares coordenadas.

As mudancgas na estrutura da cromatina de embrides em estadios iniciais
desempenham um papel relevante na ativagdo do genoma embrionario, uma vez
que o controle epigenético do DNA materno e paterno ira determinar o nivel de
transcricdo. Para o sucesso na transcricdo, mudancgas citoplasmaticas, com
aumento da atividade de fatores transcricionais, atuam em conjunto com as
alteragdes na cromatina (LATHAM; SCHULTZ, 2001). A ativacdo do genoma,
em ruminantes, ocorre por volta do estadio de 8-16 células, quando ocorrem as
principais alteracbes nos padroes da sintese protéica e na ultraestrutura do
nucléolo do blastémero (MEMILI; FIRST, 2000).

2.3 Espécie Reativa de Oxigénio — pontos positivos e negativos

Espécies quimicas que apresentam pelo menos um elétron livre na camada
de valéncia sdo denominadas como atomos ou moléculas. Quando estas
espécies sao reativas e formadas a partir do oxigénio, sdo chamadas de espécie
reativa de oxigénio (ERO) (SILVA et al., 2011).

As EROs incluem radicais e nao radicais derivados de oxigénio, sendo
capazes de reagir com qualquer molécula eletronicamente instavel como
nitrogénio, carbono ou enxofre (SILVA et al., 2011).

As mitocdndrias sdo as organelas celulares com maior capacidade de
producao de EROs, exercendo agao oxidante como receptores ou doadores de
elétrons (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005; BARJA, 2007).
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O processo da fosforilagdo oxidativa das células ocorre a partir de cinco
complexos enzimaticos, sendo responsavel pela produgcdo de energia no
organismo (BLIER; DUFRESNE; BURTON, 2001). Os complexos enzimaticos,
citados por Blier, Dufresne e Burton (2001), funcionam como transportadores de
elétrons por reagdes de reducao oxidativa (REDOX), havendo uma molécula de
oxigénio como destino final. O oxigénio (O2) por sua vez, € convertido em uma
molécula de agua (H20), e a energia final € armazenada para a produgao de
ATP (Adenosine TriPhosphate). No entanto, outra parte do O2, produzido pela
mitocdndria na fase inicial da fosforilagdo oxidativa, € convertido em EROs.
Downling e Simmons (2009) relataram, ainda, a produgcdo de EROS pelo
mecanismo de defesa das células frente a infecgbes patogénicas.

A fosforilagao oxidativa € um processo fundamental para o desenvolvimento
dos Eucarionthes, porém, também é responsavel pela produ¢cao de EROs. A
fosforilagao oxidativa é responsavel pelo transporte de elétrons no processo de
respiragao celular (DOWNLING; SIMMONS, 2009). No entanto, o excesso de
producdo das EROs ou, em casos de redugdo dos agentes oxidantes, essas
moléculas tornam-se prejudiciais ao organismo, devido ao estresse oxidativo
(BLIER; DUFRESNE; BURTON, 2001; BARJA, 2007).

O estresse oxidativo afeta negativamente as acdes fisioldgicas no sistema
reprodutivo de machos e fémeas. As EROs ocorrem nos processos de
maturacdo de odcitos, funcao luteal e esteoidogénese, e estdo presentes nos
embrides, ovarios e tuba uterina. Dentre os efeitos deletérios, podemos citar as
lesées no DNA em ambos os sexos, podendo ocasionar defeitos congénitos em
diversos sistemas, assim como infertilidade em machos. Alguns autores ainda
citam a infertiidade em fémeas, porém essa desordem ainda nao esta bem
esclarecida (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005).

Appasamy et al. (2007) acreditam que a produgdo de estrogeno e
progesterona esta relacionada a acdo enzimatica oxidante, e que dentro do
foliculo ocorra um estresse oxidativo do oécito. Os autores afirmam também que
os niveis elevados de estrogeno possuem acgao antioxidante, porém, o estresse
oxidativo causa variagdes na producao hormonal pelas células da granulosa. Ou
seja, o estresse oxidativo nas células desencadeia a redugdo da acéo
antioxidante. Observaram ainda que, a producéo de outras glicoproteinas pelas

células da granulosa, como a inibina A, a inibina B, a ativina A e o horménio anti



17

Muelleriano podem estar relacionados com os fenédmenos de peroxidagao
lipidica. Alguns autores sugerem, ainda, a participagcao de enzimas antioxidantes
no odcito, sendo elas armazenadas na forma de RNA mensageiro, garantindo
assim o desenvolvimento embrionario (LIVINGSTON et al., 2009).

As EROs sao as espécies de maior relevancia na producao in vitro (PIV),
pois sao produzidas fisiologicamente pelo metabolismo dos embrides (GUERIN;
MOUATASSIM; MENEZO, 2001; SILVA et al., 2011). Quando em baixas
concentragcbes a geragdo de EROs na producédo in vitro de embrides,
desempenha um papel fundamental para o desenvolvimento de embrides e na
competéncia de odcitos (BLONDIN; COENEN; SIRARD 1997; GUERIN;
MOUATASSIM; MENEZO, 2001). No entanto, a liberagdo excessiva de EROs
durante a producao in vitro pode desencadear um processo de estresse
oxidativo, ocasionando efeitos deletérios na funcdo celular e a niveis
intracelulares, produzindo apoptose (ANDRADE et al., 2010; GUERIN;
MOUATASSIM; MENEZO, 2001; YANG et al., 1998). Quando submetido a
estresse oxidativo, os embrides sao danificados devido as alteracdes de lipidios,
proteinas e acidos nucleicos, alterando consideravelmente as mitocéndrias e
bloqueando seu desenvolvimento (WANG et al., 2002).

Vale salientar que, o estresse oxidativo também pode gerar consequéncias
negativas nos processos de fecundagao e maturagéo de odcitos em processos
de PIV. Para corrigir este desequilibrio, € necessario diminuir a producao de
EROs ou aumentar os niveis de antioxidantes no meio de cultivo (ANDRADE et
al., 2010).

Wang et al. (2002) afirmam que ha a produc¢édo de substéncias antioxidantes
dentro dos foliculos e oviduto, o que parece proteger os embrides e oocitos do
estresse oxidativo. Porém, durante a PIV, esse mecanismo sofre alteragbes pela
diferente composig¢ao do meio, sugerindo, entédo, a adigdo de antioxidantes para
melhorar a eficiéncia na produgao de embrides. Assim, o uso de antioxidantes
na PIV tem a funcdo de balancear a formagédo de EROs, visando manter as
funcbes fisioldgicas dos odcitos (ANDRADE et al., 2010).
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2.4 Anetol

Visando reduzir a producdo de EROs e, consequentemente, o estresse
oxidativo durante os procedimentos de PIV e MIV, a suplementagdo dos meios
de maturacdo e e de cultivo tém sido recomendados para maior eficiéncia
(CROCOMO et al., 2012). Para tanto sao utilizados compostos de baixo peso
molecular como acido ascérbico, tocoferol, selénio, zinco e taurinas, bem como
compostos organossulfurados como cistina, cisteina, cisteamina e beta-
mercaptoetanol, vem sendo utilizados para essa finalidade (MATOS et al., 2002).

Recentemente, o anetol tem sido foco de diversas pesquisas, sendo
utilizado como antioxidante em processos de PIV e MIV (SA et al., 2017). Anetol
€ um tipo de composto aromatico amplamente encontrado na natureza em 6leos
essenciais. Contribui para os sabores distintos de erva-doce e erva-doce (ambos
da familia botanica Apiaceae), murta de erva-doce (Myrtaceae), alcaguz
(Fabaceae), canfora, flores de magndlia, anis estrelado (/lliciaceae) e muitas
outras plantas como o Croton zehntneri Pax et Hoffm. O anetol natural ocorre
em altas concentragdes no 6leo de anis (80-90%), 6leo de anis estrelado (mais
de 90%) e oOleo de erva-doce (80%) (MARINOV; VALCHEVA-KUZMANOVA,
2015).

O anetol (trans-1-metoxi-4-(1-propenil)-benzeno) €& o principal
componente do 6leo de erva-doce, 6leo de erva-doce e canfora, mas também
pode ser obtido da Croton zehntneri Pax et Hoffm, uma planta subarbustiva e
caducifélia nativa do Nordeste brasileiro, conhecida popularmente como
“canelinha” ou “canela de cunhd” (LEAL-CARDOSO; FONTELES, 1999;
MARINOV; VALCHEVA-KUZMANOVA, 2015).

Sua estrutura quimica é composta de isbmeros cis e trans, envolvendo a
ligacao dupla fora do anel. Mas, o isbmero abundante, e o preferido para uso, €
o isdmero trans ou E (MARINOV; VALCHEVA-KUZMANOVA, 2015).
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Figura 3. Estrutura quimica do Anetol. A figura acima descreve a estrutura quimica do Anetol
existe como isdmeros cis e trans, envolvendo a ligagdo dupla fora do anel. Mas o isdbmero
abundante, e o preferido para uso, & o isbmero trans ou E. O anetol (trans-1-metoxi-4-(1-
propenil)-benzeno) é o principal componente do 6leo de erva-doce e canfora mas também pode
ser obtido da Croton zehntneri Pax et Hoffm, uma planta subarbustiva e caducifélia nativa do
Nordeste brasileiro, conhecida popularmente como “canelinha” ou “canela de cunha” Fonte:
Marinov e Valcheva-Kuzmanova (2015).

O anetol € amplamente empregado como um aditivo aromatizante e
aroma em produtos da industria alimenticia, como doces, assados, mastigaveis,
goma de mascar, cigarros e outros (MARINOV; VALCHEVA-KUZMANOVA,
2015).

E um eficiente antioxidante, antigenotdxico, anticancerigeno e anti-
inflamatorio que age reduzindo a peroxidacao lipidica pela redugao de radicais
hidroxilas. O anetol e seu derivado, anetol ditoletiona (ADT), possui a capacidade
de aumentar os niveis das enzimas antioxidantes como a Superoxido Dismutase
e a catalase e Glutationa (GSH) e glutationa-S-transferase (GST) um
antioxidante endégeno, desempenha um papel fundamental na prote¢ao contra
danos de ROS (CHAINY et al., 2000).

Nos processos de respiracdo celular, o mecanismo de quebra das
moléculas organicas pode ser dividido em aerdbica e anaerdbica, na primeira
fase, a glicolise ao seu final gera moléculas de acido piruvico passam para o
interior das mitocéndrias para continuidade do processo. A participacao ativa
das mitocéndrias no Ciclos de Klebs no processo de respiragao celular por meio
da cadeia transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora de radicais
livres, e por sua vez formadora de EROS. Naturalmente, o organismo dispde de
um sistema de defesa contra o excesso de radicais livres e, consequentemente
EROs. Naturalmente, o organismo dispde de um sistema de defesa contra o
excesso de radicais livres, um desses sistema de defesa é a Glutationa
Peroxidase (GPx) uma enzima responsavel pela detoxificacdo de peroxidos
organicos e inorganicos. A acao do anetol como antioxidante esta diretamente

relacionada com as mitocéndria quando aumenta a Glutationa que cataliza a
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reducao do H202 a H20 e assim diminuir o niveis de radicais livres (ANJO et
al., 2019; BARBOSA et al., 2010; CAMPOS; LEME, 2018,).

O anetol e seus analogos estruturais também s&o inibidores potentes dos
efeitos divergentes induzidos pelo TNF e atuam em uma etapa inicial na cascata
de transducgao de sinal dependente do TNF (CHAINY et al., 2000). O anetol é
inibidor potente da ativacdo de NF-kB induzida por TNF (uma resposta precoce),
a fosforilagcdo e degradacao de IkBa e expressao do gene reporter NF-kB. A
supressdo da fosforilacdo de IkBa e da expressdo do gene repérter NF-kB
induzida por TRAF2 e NIK, sugere que o anetol atua na quinase IkBa (CHAINY
et al., 2000).

Muitos pesquisadores avaliaram a composi¢cao e utilizagbes dos tipos
quimicos presentes nesta planta, sendo citados efeitos anti-inflamatorios,
sedativo, estimulador de apetite, anticarcinogénio e antioxidante (AGRA et al.,
2008; CHAINY et al., 2000; DUVOIX et al., 2004; GHELARDINI; GALEOTTI,
MAZZANTI, 2001; MORAIS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2001; SA et al., 2017).

O estudo de Anjo et al., (2019) confirmou que a suplementagédo do meio MIV
com anetol melhorou as taxas de blastocistos, este sucesso foi associado a
presenca de anetol em meio IVP em vez de em meio MIV. Ao avaliar os niveis
de ROS se constatou também uma diminuicdo em IVP quando suplementado
com anetol confirmando seu potencial antioxidativo. Morais et al. (2006)
confrmaram a acdo antioxidante do anetol a partir da observacdo das
caracteristicas quimicas do composto na inibicado da peroxidagao lipidica. Sua
capacidade de reduzir o estresse oxidativo também foi observado por Sahpaz et
al. (2002), em experimentos in vitro e por Freire et al. (2005), in vivo. Sa et al.
(2017) relatam a melhora do numero de odcitos competentes durante cultivo de
foliculos secundarios in vitro de caprinos com a utilizagdo de anetol como
suplementagdo do meio de cultivo. Porém, Magalhdes-Padilha et al. (2013),
afirmam nao existir relatos dos efeitos in vitro do anetol em foliculos pré-antrais.

Recentemente, o uso de anetol durante a MIV e CIV foi relatado em
bovinos, melhorando a atividade mitocondrial dos odcitos e a producgao
embrionaria (SA et al., 2019). Entretanto, a forma como isso acontece ainda

precisa ser melhor estudada.
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2.5 Hipétese

A suplementagao dos meios de MIV e CIV com o anetol aumenta a produgéo

e qualidade de embrides de bovinos produzidos in vitro.

2.6 Objetivos

Objetiva-se avaliar o efeito do anetol, nas doses de 300 e 3000ug/mL, na
maturacao oocitaria (Experimento 1) e avaliar o efeito do anetol na MIV e/ou CIV,
na dose de 300ug/mL, na producdo e qualidade de embrides bovinos

(Experimento 2).
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1. Introducio

A produgdo in vitro de embrides (PIV) ¢ uma biotecnologia que vem se difundindo
exponencialmente ha varias décadas [1]. Na producdo in vivo de embrides bovinos,
aproximadamente 80% dos oocitos ovulados desenvolvem-se até blastocistos apos a
fertilizagdo, enquanto que na PIV, apenas 40% atingem este estagio [2]. Esta baixa
eficiéncia ¢ consequéncia da maturagdo oocitaria ineficiente, pois odcitos maturados in
vitro apresentam menor competéncia de desenvolvimento do que aqueles maturados in
vivo, além de serem menos resistentes a criopreservagao [3-5]. Dessa forma, a maturagao
in vitro (MIV) é uma etapa fundamental para a PIV, atuando diretamente na preparagao
do odcito para seu desenvolvimento apos a fertilizagao.

Para o sucesso na PIV, a obtengdo de oodcitos de boa qualidade, com boas
caracteristicas morfologicas e de desenvolvimento, torna-se imprescindivel. Essas
caracteristicas dependem do tamanho do foliculo de origem e da extensdo e integridade
das células do cumulus, que influenciam diretamente na competéncia oocitaria [6]. Nesse
sentido, a retirada do complexo cumulus-oocito (CCO) do ambiente folicular promove a
retomada espontdnea da meiose, pois interrompe a a¢cdo de inibidores meidticos das
c€lulas foliculares e do fluido folicular sobre o CCO, o que compromete o processo
adequado de maturagdo oocitaria [7].

Desequilibrios nutricionais, distirbios hormonais e estresse oxidativo podem
impactar no desenvolvimento de odcitos e embrides [8,9]. A cultura in vitro pode
estimular maior producao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e, em altos niveis, as
EROS provocam estresse oxidativo celular e interferem nas estruturas moleculares e
celulares do odcito alterando a competéncia oocitaria [10, 11]. Sob estresse oxidativo, os
odcitos e embrides sdo danificados devido as alteragdes de lipidios, proteinas, DNA e
RNA, o que modifica consideravelmente a atividade das mitocondrias, interferindo na
fertilizagdo e posterior desenvolvimento embriondrio [12,13]. Estudos anteriores
mostraram que a participacdo de enzimas enddgenas antioxidantes no metabolismo do
odcito, como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX),
peroxirredoxinas (Prx), glutationa (GSH), glutationa redutase (GR), auxiliam a
neutralizar as quantidades excessivas de EROS, além de prevenir danos celulares,
assegurando melhor desenvolvimento oocitario € embrionario [14-17].

Visando reduzir a producdo de EROs e consequentemente o estresse oxidativo durante

os procedimentos de MIV e cultivo in vitro (CIV), a suplementacdo dos meios de
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maturagdo e cultivo tem sido recomendada para melhorar a eficiéncia da produgdo
embriondria [18]. Compostos de baixo peso molecular como acido ascorbico, tocoferol,
selénio, zinco e taurinas, bem como compostos organossulfurados como cistina, cisteina,
cisteamina e beta-mercaptoetanol, vém sendo utilizados para essa finalidade [19]. Além
disso, uma gama de antioxidantes ¢ utilizada na tentativa de minimizar tais danos, como
a adicao de anetol em meios de maturagdo e CIV, a fim de melhorar a competéncia do
odcito e posterior desenvolvimento embrionario. O anetol € o principal produto do 6leo
essencial extraido da Croton zehntneri, planta nativa do nordeste brasileiro capaz de
diminuir as concentragdes de EROS nas células, tanto in vivo quanto in vitro, além de
apresentar outros beneficios como agdo antiinflamatdria, anestésica e até
anticarcinogénica [10,11].

Sa e colaboradores [11] demonstraram que a adi¢do de anetol durante a cultura in
vitro de foliculos secundarios de caprinos melhorou o nimero de odcitos meioticamente
competentes para a fertilizagao e reduziu os niveis de EROS destes foliculos. Além disso,
em bovinos, o uso de anetol durante a MIV e CIV melhorou a atividade mitocondrial dos
odcitos e a producdo embriondria [16]. Uma vez que o uso conjunto do anetol na MIV e
CIV ainda nao foi testado, hipotetizamos que a suplementacao dos meios de MIV e CIV
com o antioxidante natural anetol promoveria melhorias na qualidade e producao in vitro
de embrides bovinos. Com base no exposto, objetivou-se avaliar o efeito do anetol, na
dose de 300 e 3000pg/mL durante a MIV sobre a maturacao oocitéria (Experimento 1) e
avaliar o efeito de 300pug/mL de anetol durante a MIV e/ou CIV sobre a producao e

qualidade de embrides bovinos (Experimento 2).

2. Material de métodos

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram de alta pureza e obtidos da
Botupharma® (Botucatu, Sao Paulo, Brasil), a menos que esteja especificado.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de FEtica da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu,
Sao Paulo, Brasil; sob protocolo CEUA 0022/2020. O experimento foi conduzido no
Laboratorio de Fisiologia Molecular Ovariana, Departamento de Biologia Estrutural e
Funcional do Instituto de Biociéncias (IB), UNESP — Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Foram realizadas cinco réplicas do experimento I e seis do II, em replicatas

independentes. Para as analises em porcentagens (taxa de MII, clivagem, producao de



36

blastocistos, expressdo génica de células do cumulus e blastocistos, quantificagdo do
estresse oxidativo através da quantificagdo do TBARS), o odcito/embrido foi a unidade
experimental para cada replicata. Para a andlise do TBARS quantificagdo do estresse
oxidativo através da quantificacdo do TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbittrico)
de cada grupo experimental a unidade experimental foi o meio de cultivo. Para avaliar os
efeitos da adi¢cdo do anetol sobre a maturagdo oocitaria, durante a MIV e a CIV foram

realizados dois experimentos.

2.2 Obtencao dos complexos cumulus -oocitos (CCOs) post mortem e maturacio in

vitro (MIV)

Os CCOs imaturos foram coletados de ovarios bovinos obtidos de frigorificos
proximos ao laboratério. Os ovarios foram conduzidos ao laboratério imersos em solu¢do
salina (0,9% NaCl) a 37,5 °C e utilizados imediatamente. Ap6s higienizacdo dos mesmos,
os foliculos com didmetro de 2 a § mm foram aspirados com o uso de seringa de 10 mL
e agulha 19G. O fluido folicular obtido foi depositado em tubos cOnicos estéreis de 15
mL aquecidos a 37,5 °C até a formacao de um pellet.

Apo6s sedimentacao dos oocitos no liquido folicular, os CCOs foram recuperados e
classificados como: grau I, I ou III, de acordo com suas caracteristicas celulares [20], em
placa de Petri com o auxilio de estereomicroscopio. Somente CCOs com citoplasma
homogéneo e multiplas camadas de células do cumulus compactas foram utilizados (grau
I e IT). Os CCOs selecionados (20-25 CCOs/grupo) foram maturados em 500 pL de meio
comercial MIV® em placas de quatro pogos (NUNC®) e incubados a 38,5°C com umidade
saturada do ar e 5% de CO; durante 24 horas. Em seguida, os CCOs foram transferidos
para o meio FIV ou submetidos a andlise da maturagdo nuclear do odcito e expressao

génica das células do cumulus.

2.3.1 Delineamento Experimento 1: Efeito da suplementac¢io com anetol durante a

maturacio oocitaria in vitro (MIV)

Para avaliar o efeito do anetol no meio MIV sobre a maturagao nuclear oocitaria, trés
concentragdes foram adicionadas ao meio base MIV®: 0, 300 e 3000 pg/ml de anetol
(Trans-Anethole, Sigma-Aldrich - St. Louis, MO, EUA), caracterizando os grupos MC,
M300 e M300, respectivamente. O meio base MIV® foi composto por TCM199
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tamponado com bicarbonato, FSH recombinante, EGF, 17 estradiol, amicacina e
piruvato (conforme informado pelo fabricante) acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB). Cinco réplicas bioldgicas foram realizadas. Apds 24 horas de maturagdo, os
oocitos foram desnudos e o material genético foi avaliado em microscopio de
epifluorescéncia apos coloracdo com Hoechst 33342 (Invitrogen, Waltham, MA, EUA).

As células do cumulus foram armazenadas para analise de expressdo génica (Figura 1).

L .
¥ &
“% e
‘ .
o] .
i | -
S I
[ — . MC: meio base
Aspiragéo folicular O S2I
Qvarios suplementacgéo de
= = Selegdo de oécitos . anetol
; 7 MV | >—> . M300: Meio base
\\ / \ suplementado
(W '\.w.*' - com 300 pg/ml de
W o . . ‘ .. anetol
Células do cumulus = =
para expressao génica 24h 0 M3000: Meio base
. \ \ - suplementado
J com 3000 pg/ml
o de anetol
y o

+— +——1 38,5°Ce 5% CO;
Qécito desnudo
GVBD

Avaliagdo da configuracao da
cromatina

Figura. 1. Delineamento experimental para investigar os efeitos da adi¢do do anetol no meio MIV. Os foliculos de
ovarios provenientes de frigorifico foram aspirados e os CCOs foram selecionados e maturados durante 24 horas em
meio suplementado com 0 (MC), 300 (M300) ou 3000 (M3000) pg/ml de anetol. Foram realizadas cinco réplicas com
20-25 odcitos por grupo em cada replicata. Os odcitos foram desnudos mecanicamente e a configuragdo da cromatina
foi avaliada apds coloracdo com Hoechst. As células do cumulus foram destinadas a analise de RT-qPCR. CCOs:

complexos cumulus-oocitos; GV: vesicula germinativa; GVBD: ruptura da vesicula germinativa; MI: metafase I; MII:
metafase II; DEG: degenerado.

2.3.2 Experimento 2: Efeito da suplementacio com anetol durante a maturacao in

vitro (MIV) e Cultivo in vitro (CIV) sobre a producido embrionaria

O experimento 2 determinou os efeitos do anetol sobre o desenvolvimento
embrionario. Para isto, CCOs foram maturados durante 24 horas em meio base MIV®
(Grupo MC) ou em meio suplementado com 300 pg/ml de anetol (grupo M300 - melhor
concentracdo encontrada no experimento 1). Posteriormente, os oocitos foram
submetidos a fecundacao in vitro (FIV) durante 18 horas. Para a CIV, os CCOs foram
divididos em 04 grupos: MC-CC (meios MIV e CIV sem adicao de anetol); MC-C300
(meio MIV sem anetol e meio CIV com 300 pg/ml de anetol); M300-CC (meio MIV com
300 pg/ml de anetol e meio CIV sem anetol); M300-C300 (meios MIV e CIV com 300
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png/ml de anetol). Seis réplicas bioldgicas foram realizadas com 25-30 estruturas por
grupo em cada réplica. A taxa de clivagem (numero de provaveis zigotos clivados /
numero de odcitos cultivados x 100) foi avaliada no segundo dia de cultivo (D3) ¢ a taxa
de blastocistos (numero de blastocisto / nimero de odcitos cultivados x 100) apds sete
dias de cultivo (D8). Em seguida, os embrides foram destinados a contagem do numero
total de células embrionarias e andlise de expressdo génica. O meio de cultivo
embrionario foi destinado a quantificagdo dos niveis de espécies reativas ao acido

tiobarbitarico (TBARS).
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Figura.2. Delineamento experimental para investigar os efeitos da adi¢do do anetol durante a MIV e CIV. CCOs foram
maturados em meio suplementado de 0 (MC) ou 300 pg/ml de anetol (M300). Apds 24 horas de maturagdo, os CCOs
foram fertilizados e cultivados em 4 grupos distintos, sendo: MC-CC (meios MIV e CIV sem adic¢do de anetol); MC-
C300 (meio MIV sem anetol e meio CIV com 300 pg/ml de anetol); M300-CC (meio MIV com 300 pg/ml de anetol e
meio CIV sem anetol); M300-C300 (meios MIV e CIV com 300 pg/ml de anetol. No D3 foi avaliada a taxa de clivagem
e no D8, a taxa de blastocistos. Assim, os embrides foram destinados a contagem do numero total de células
embrionarias e pools de 3 blastocistos expandidos (BX) de cada grupo foram armazenados para a avaliagdo de RT-
gPCR. O meio de cultivo embrionario foi destinado a quantificacdo dos niveis de espécies reativas ao acido
tiobarbitrico (TBARS).
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2.4 Avaliacao da Viabilidade do odcito e configuracio da cromatina

Apos a MIV, os CCOs foram desnudos rapidamente por vortex e, em seguida,
mecanicamente por repetidas pipetagens. Os oocitos foram incubados por um periodo
minimo de 30 minutos em metanol 60%, lavados em PBS e transferidos para laminas com
10 pg/mL de Hoechst 33342 em glicerol. A configuragdo da cromatina foi avaliada por
microscopia de epifluorescéncia (Nikon eclipse 801). Os odcitos foram classificados de
acordo com Cadenas e colaboradores [21] como: vesicula germinativa (GV), ruptura da

vesicula germinativa (GVBD), metafase I (MI), metafase II (MII) ou degenerado (DEG).

2.5 Fecundacio in vitro (FIV) e Cultivo in vitro (CIV)

Para este experimento foram utilizados espermatozoides criopreservados de um tnico
touro (Bion Santa Nilsa, bos indicus, com partida tinica n°1687, fazenda Santa Nilsa). O
conteudo da palheta do sémen criopreservado foi descongelado a 37°C por 30 segundos
e os espermatozoides foram separados em gradiente descontinuo de Select Sperm®. Apds
contagem, os espermatozoides foram adicionados em cada po¢o com a concentragao final
de 2x10° espermatozoides/ml. CCOs foram lavados em meio FIV® e cultivados
juntamente com os espermatozoides em 400 pL de meio FIV em placas de quatro pogos
(NUNC®) durante 18 horas a 38.5°C em umidade saturada do ar com 5% de CO». Apds a
FIV, os provaveis zigotos foram lavados e as c€lulas do cumulus removidas por agitacao
em vortex. Em seguida, os provaveis zigotos foram incubados em 500 pL de meio CIV
(BotuFIV® BotuPharma, Botucatu, SP, Brazil) acrescido de 2,5% de SFB com os
respectivos tratamentos sob mistura gasosa de 5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N; a 38.5°
C em ar umidificado (Eve®, WTA, Cravinhos, Brazil), durante 7 dias completos. No
segundo dia de cultivo (D3), a taxa de clivagem (nimero de provaveis zigotos clivados /
nimero de odcitos cultivados x 100) foi avaliada e no final do periodo de cultivo (D8) foi
avaliada a producdo embrionaria (nimero de blastocisto / nimero de odcitos cultivados
x 100). Estas taxas foram calculadas a partir do niimero total de odcitos. Os blastocistos
foram morfologicamente classificados em blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto
expandido e blastocisto eclodido [22]. Pools de trés blastocistos expandidos de cada
grupo foram armazenados em Freezer -80° C (Thermo Scientific®) para posterior analise

da abundancia relativa dos genes e os demais foram utilizados para a contagem total dos
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nucleos celulares embrionarios [23]. O meio de cultivo embrionario foi destinado a

quantificagdo dos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

2.6. Contagem do numero de células dos blastocistos

Para a contagem total do nimero de células embriondrias, os blastocistos foram
fixados em metanol 60% por 30 minutos, lavados em PBS, corados com 10 pg/mL de
Hoechst 33342 (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) em glicerol e montados entre lamina e
laminula para a avalia¢do sob microscopio de fluorescéncia (Nikon eclipse 80i, Tokyo,

Japao). A emissdo de fluorescéncia foi captada a 352nm.

2.7 Expressao Génica

A investigagao dos padroes globais de expressao de mRNA dos embrides e das células
do cumulus foi realizada por RT-qPCR, utilizando o sistema Sybr Green™ PCR Master
Mix (Applied Biosystems™, Waltham, MA, EUA) no equipamento StepOnePlus™
System (Applied Biosystems™, Waltham, MA, EUA). Resumidamente, pools de 3
blastocistos expandidos e células do cumulus de 20 CCOs foram submetidos a extragao
do RNA total com o Arcturus PicoPure® RNA Isolation Kit (Applied Biosystems™,
Waltham, MA, EUA) conforme instrugdes do fabricante. As concentragdes de RNA total
foram mensuradas por NanoDrop™ 2000 Spectrophotometers (Thermo Scientific™,
Waltham, MA, EUA). Em seguida, o extraido foi tratado com DNAse I (Qiagen®,
XXXXXX) conforme protocolo do fabricante para eliminacdo de possivel contaminagao
com DNA gendmico e posteriormente foi realizada a transcri¢do reversa utilizando High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™, Waltham, MA,
EUA), conforme instrucdes do fabricante.

O volume final do mix para PCR foi de 20 puL, em duplicada, e as condi¢des para os
ciclos da PCR foram 95°C por 10 min (1 ciclo), desnaturagdo a 95°C por 15 s seguida de
anelamento a 60°C por 1 min (40 ciclos). Os dados brutos dos niveis de fluorescéncias
(dados sem correcdo da linha de base), obtidos ao final da PCR, foram submetidos ao
programa LinRegPCR [24] para correcao da linha de base e obtenc¢ao dos valores do ciclo
de threshold (Ct). A abundancia relativa dos genes alvos foi calculada pelo método 224,
e a média geométrica da expressdo dos genes CYCA e GAPDH foi utilizada como

referéncia para a normaliza¢ao dos dados, como descrito por PFAFFL [25].
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As tabelas a seguir descrevem o painel de genes utilizados para esta andlise nas células

do cumulus e embrides (Tabelas 1 e 2).

Table 1. Genes analyzed in CCOs (2 reference and 7 target genes).

A . . Temperatura Concentracao
Gene Sequéncia do primer (5’-3’) de am(e!z;nento final (um) Tamanho (bp)

GAPDH F:GGGTCATCATCTCTGCACCT 60 300 176
R:GGTCATAAGTCCCTCCACGA

CYCA F:GCCATGGAGCGCTTTGG 60 300 65
R: CCACAGTCAGCAATGGTGATCT

CASP3  F: AAGCCATGGTGAAGAAGGAA 60 300 134
R: GGCAGGCCTGAATAATGAAA

GREM1 F:.TGGTGCAAGGGCAAGAAGGATAGA 60 300 125
R:CACTGTGTTTGGAGGTTGGCCTTT

CAT F:CTGGGACCCAACTATCTCCA 60 300 148
R:GATGCTCGGGAGCACTAAAG

HAS2 F:GGATCTCCTTCCTCAGCAGTGT 60 300 106
R:ATTCCCAGAGGTCCGCTAATG

SOD1 F:AAGGCCGTCTGCGTGCTGAA 60 300 240
R:CAGGTCTCCAACATGCCTCT

COX2 F: AGCCTAGCACTTTGGGTGGAGAA 60 300 168
R:TCCAGAGTGGGAAGAGCTTGCATT

BGSTA1l F: GACCAGAGCCATTCTCAACTAC 60 300 X

R: CTTTTCTCGGATTAGGGTCAG

Table 2. Genes analyzed in Embryos (2 reference and 7 target genes).

Gene Sequéncia do primer (5°-3’) Temperatura Concentracio Tamanho  Genbank id n°
de final (um) (bp)
anelamento
(°c)
GAPDH F:GGGTCATCATCTCTGCACCT 60 300 176 NM_001034034
R:GGTCATAAGTCCCTCCACGA
CYCA F:GCCATGGAGCGCTTTGG 60 300 65 NM 178320
R: CCACAGTCAGCAATGGTGATCT
CASP3 F: AAGCCATGGTGAAGAAGGAA 60 300 134 BC123503
R: GGCAGGCCTGAATAATGAAA
EGFR F: AAAGTTTGCCAAGGGACAAG 60 500 253 XM_002696890.3
R: AAAGCACATTTCCTCGGATG
HSPA1A F: GGGGAGGACTTCGACAACAGG 60 200 245 NM_174550.1

R:CGGAACAGGTCGGAGCACAGC
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ELOVL6 F:GGAAGCCTTTAGTGCTCTGGTC 60 300 205 NM_001102155.1
R:ATTGTATCTCCTAGTTCGGGTGC

GPX1 F:GGGACTACACCCAGATGAATGA 60 300 172 NM_174076.3
R:GCATAAAGTTGGGCTCGAA

IFNT2A  F:GATCCTTCTGGAGCTGGYTG 60 300 182 NM_001015511

R:GCCCGAATGAACAGACTCYC

2.8. Quantificaciao dos niveis de estresse oxidativo

ApOs o procedimento de cultivo embrionario, os meios contidos nas placas foram
armazenados em tubos de 1,5 mL e congelados para posterior analise de estresse
oxidativo através da quantificagdo das espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)
de cada grupo experimental. Este método se baseia na reagao de duas moléculas de acido
tiobarbitirico com uma de malondialdeido (MDA), produzindo um complexo de
coloragdo résea que pode ser quantificado pela leitura em espectrofotdmetro em um
comprimento de onda de 532nm. O MDA ¢ uma das principais substancias que reagem
com o acido tiobarbiturio. Esta reagdo ocorre em pH éacido e em temperaturas entre 90 e
100°C [26].

Para isto, aliquotas de 200 pL do meio de cultivo embrionario e 400 uL de solucao
de acido tricloroacético (TCA) a 10% foram centrifugadas por 15 min a 15 °C e 18.000
g, para provocar a precipitacdo de proteinas. Em seguida, aliquotas de 250 pL do
sobrenadante foram colocadas em criotubos juntamente com 250 pL de TCA a 1%
dissolvido em &cido sulfurico 0.05N (H2S04), preparado instantes antes de ser utilizado.
Os criotubos contendo esta mistura foram incubados em banho fervente (95 °C) por 15
min e resfriados em gelo (0 °C). Apo6s o resfriamento, o MDA presente em cada amostra
foi quantificado em espectrofotdmetro Ultrospec 3300pro Amersham Pharmacia® em um
comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram comparados com uma curva
padrdo, feita previamente com MDA. O MDA ¢ uma das principais substancias que

reagem com o acido tiobarbitarico e sendo a concentracao final de MDA determinada em
UMol/L)

Foram coletados os meios de cinco replicadas bioldgicas e a peroxidagao lipidica do

meio de cultivo embriondrio estd expressa em nanogramas de MDA/mL de meio CIV.
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2.9. Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versao 6.0
(GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA). As porcentagens foram transformadas
utilizando arco seno e testados quanto a normalidade (Shapiro-Wilk). As médias foram
comparadas com os testes de Tukey (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados ndo
paramétricos). Os resultados estdo apresentados por média + erro padrao da média (EPM)

e a significancia foi considerada quando P < 0,05.

3. Resultados

A adi¢ao de anetol afetou a dinamica da matura¢ao oocitaria. Quando adicionamos
300 pg/mL de anetol no meio MIV nao houve diferenca nas taxas de MII quando
comparado ao grupo controle (P>0,05). Entretanto, a adicdo de 3000 ug/mL de anetol
reduziu significativamente a porcentagem de CCOs que chegaram a metafase II em

relacdo aos demais grupos (P<0,05; Fig. 3).
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Figura 3. Efeitos da adi¢@o de anetol durante a MIV sobre a maturagdo nuclear de odcitos bovinos. CCOs foram
submetidos a MIV em meio controle (MC) acrescido de 300 (M300) ou 3000 pg/ml (M3000) de anetol durante 24
horas (P <0,05). Os dados estdo representados por média + EPM de 5 réplicas bioldgicas com 20-25 odcitos por grupo.

Em relagdo a clivagem, observamos que a adi¢ao de 300 pg/ml de anetol durante a
MIV e a CIV (M300-C300) aumentou a porcentagem de embrides clivados quando

comparado aos demais grupos experimentais (P < 0,05; Figura. 4).
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Figura 4. Efeitos da adi¢do de anetol durante a MIV e CIV sobre a clivagem embrionaria. CCOs foram submetidos a
MIV e CIV em meios controles (MC-CC: MIV e CIV sem anetol) acrescidos ou ndo de 300 pg/ml de anetol (MC-
C300: MIV sem anetol e CIV com anetol; M300-CC: MIV com anetol ¢ CIV sem anetol; M300-C300: MIV e CIV
com anetol) durante 24 horas maturagdo e 7 dias de cultivo. Apds 72 horas da fertiliza¢do, a taxa de clivagem foi
avaliada em relagdo ao total de odcitos (P < 0,05). Os dados estdo representados por média = EPM de 5 réplicas
bioldgicas com 20-25 odcitos por grupo.

Sobre a produgdo embrionaria, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos (P >

0,05; Figura. 5)
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Figura 5. Efeitos da adigdo de anetol durante a MIV e CIV sobre a producéo embrionaria. CCOs foram submetidos a
MIV e CIV em meios controles (C-C: MIV e CIV sem anetol) acrescidos ou ndo de 300 pg/ml de anetol (MC-C300:
MIV sem anetol e CIV com anetol; M300-CC: MIV com anetol e CIV sem anetol; M300-C300: MIV e CIV com
anetol) durante 24 horas maturagéo ¢ 7 dias de cultivo. Ao final de 7 dias do cultivo (DS), a taxa de blastocistos foi
avaliada em relagdo ao total de oocitos (P > 0,05). Os dados estdo representados por média + EPM de 5 réplicas
bioldgicas com 20-25 odcitos por grupo.
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Além disso, ndo foi observado diferenga sobre a qualidade embrionéria, uma vez que
a contagem do numero total de células embrionarias ndo se alterou entre os grupos (P >

0,05; Figura. 6).
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Figura 6. Efeitos da adi¢ao de anetol durante a MIV e CIV sobre a qualidade embrionaria. CCOs foram submetidos a
MIV e CIV em meios controles (MC-CC: MIV e CIV sem anetol) acrescidos ou ndo de 300 pg/ml de anetol (MC-
C300: MIV sem anetol e CIV com anetol; M300-CC: MIV com anetol € CIV sem anetol; M300-C300: MIV e CIV
com anetol) durante 24 horas maturagdo e 7 dias de cultivo. Ao final de 7 dias do cultivo (D8), o nlimero total de células
embrionarias foi contato sob microscopio de fluorescéncia (P > 0,05). Os dados estio representados por média + EPM
de 5 réplicas bioldgicas com 20-25 odcitos por grupo.

O anetol ndo teve efeitos sobre o estresse oxidativo, pois ndo observamos diferengas

nas concentracdes de MDA entre os meios de cultivo embrionério (P > 0,05; Figura. 7).
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Figura 7. Concentracdo de malondialdeido (MDA) no meio de cultivo ao final de 7 dias de cultivo embrionario (DS),
para avaliar estresse oxidativo através da quantificacdo das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Foram
coletados os meios de cinco replicadas biologicas e a concentragdo final de MDA esta expresso em puMol/L (P > 0,05).
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Os resultados da expressdo dos genes HAS2, COX2, SODI1, GST, GREMI, CAT e
CASP3 nas células do cumulus encontram-se descritos na Figura 8. A abundancia relativa
de mRNA dos genes HAS2 e COX2 foi maior nos grupos de tratamento, tanto no grupo
M300 (300 pg/mL de anetol) quanto no grupo M3000 (3000 pg/mL de anetol; P <0,05).
SOD1 e CAT foram mais expressos no grupo M3000 quando comparado ao controle (P <
0,05) e os genes GST e GREM | apresentaram maior expressao no grupo tratado com 300
png/mL de anetol em comparacdo com o grupo controle (P < 0,05). Ja o gene CASP3 ndo

apresentou diferengas entres os grupos (P > 0,05).
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Figura 8. Efeitos do anetol durante a MIV sobre a expresséo de genes envolvidos na maturagdo oocitaria, apoptose ¢
estresse oxidativo em células do cumulus. CCOs foram submetidos a MIV em meio controle (MC) acrescidos de 300
(M300) ou 3000 pg/ml (M3000) de anetol durante 24 horas. Os dados representam a alteragdo nos niveis de expressao
dos genes alvos em relacdo aos genes de referéncia (CYCA e GAPDH) de cinco pools para cada grupo. Médias com
letras diferentes nas barras representam diferengas estatisticas (P < 0,05).

Os resultados da expressdo dos genes GPXI, IFNT2A, CASP3, HSPAIA, EGFR,
ELOVL6 ¢ PRDX3 nos blastocistos encontram-se descritos na Figura 9. A abundancia
relativa de mRNA do gene GPX!/ foi maior nos grupos cuja maturagdo oocitaria foi
realizada na presenca de 300 pg/mL de anetol (M300-CC e M300-C300; P<0,05). J& o
IFNT2A diminuiu sua expressao com os tratamentos de anetol durante a MIV e CIV (MC-
C300, M300-CC e M300-C300), diferindo do grupo controle (P<0,05). HSPAIA
apresentou menor expressao no grupo tratado com anetol somente na CIV (MC-C300)
comparado ao controle (P<0,05). Os genes CASP3, EGFR, ELOVL6 ¢ PRDX3 nao

apresentaram diferengas entre os grupos (P>0,05).
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Figura.9. Efeitos do anetol durante a MIV e CIV sobre a expressdo de genes envolvidos na qualidade embrionaria,
apoptose e estresse oxidativo em blastocistos. CCOs foram submetidos a MIV e CIV em meios controles (MC-CC:
MIV e CIV sem anetol) acrescidos ou ndo de 300 pg/ml de anetol (MC-C300: MIV sem anetol e CIV com anetol;
M300-CC: MIV com anetol ¢ CIV sem anetol; M300-C300: MIV e CIV com anetol) durante 24 horas maturagio ¢ 7
dias de cultivo. Os dados representam a alteragdo nos niveis de expressdo dos genes alvos em relagdo aos genes de
referéncia (CYCA e GAPDH) de cinco pools para cada grupo. Médias com letras diferentes nas barras representam
diferencas estatisticas (P < 0,05).

4. Discussao

Estudos recentes com anetol objetivam investigar o seu efeito sobre a maturacao
oocitaria, producao de blastocistos e qualidade embrionaria, além de avaliar seu efeito
sobre o estresse oxidativo. No presente estudo, a suplementagdo do anetol ao meio MIV
nas diferentes concentragdes (300 e 3000 pg/mL) ndo resultou em maior nimero de
odcitos que atingiram o estdgio de MII, porém a concentracdo 3000 pg/mL diminui o
nimero de odcitos que atingiram o estagio de MII. Corroborando com isso, Sa e
colaboradores [16], Chankitisakul e colaboradores [27] e Furnus e colaboradores [28]
observaram resultados semelhantes em seus estudos, uma vez que a adi¢do de
antioxidantes, como a L-carnitina, glicina, glutamato, cisteina e o proprio anetol ao meio
MIV ndo apresentou efeitos evidentes sobre a configuracdo da cromatina do odcito, ndo
havendo diferenga entre o grupo tratamento e o grupo controle (sem adi¢do do
antioxidante).

Apesar de um estudo recente ter demonstrado que o anetol adicionado durante a MIV
ndo alterou a maturagdo nuclear de oocitos bovinos em nenhuma das concentragdes
utilizadas (30, 300, 2000 pg/mL) [16], em nosso estudo o uso de 300 pg/mL de anetol
durante a MIV aumentou a taxa de clivagem. Este aumento na taxa de clivagem pode
estar associado ao fato de que o anetol estimula a prolifera¢ao de células da granulosa,
fato que foi observado em foliculos secunddrios isolados de caprinos [10].

Nesse ambito, mostramos que, embora a adicdo de 300 pg/mL de anetol ndo tenha
alterado a taxa de MII, o seu uso combinado durante a MIV e CIV aumentou a taxa de
clivagem, sugerindo que o anetol promove efeitos benéficos ao desenvolvimento inicial
do embrido, corroborando com Chankitisakul e colaboradores [27] e Furnus e
colaboradores [28], que observaram melhorias no desenvolvimento embrionario inicial.
Furnus e colaboradores [28], relataram que quando os odcitos foram maturados em meio
com adi¢do de cisteina, obteve uma maior taxa de clivagem (66%). No estudo de Sé e
colaboradores [16] obteve-se uma taxa de clivagem de 68.2% quando adicionado

300pug/mL de anetol e 58.3% quando adicionado 30pg/mL. Em nosso estudo,
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conseguimos melhores resultados, uma vez que os o6citos maturados com 300pg/mL
apresentaram uma alta taxa de clivagem (94%). Estes achados confirmam que o resultado
da MIV reflete no desenvolvimento embrionario, caracterizando, portanto, a MIV como
a principal etapa dentro da produgdo embrionaria in vitro.

Sobre a produgdo embriondria neste estudo, mostramos que a adi¢do de 300 pg/mL
de anetol durante a MIV e a CIV manteve estavel o desenvolvimento e a qualidade
embrionaria, avaliados pela taxa de blastocistos e a contagem total das células
embrionarias. Resultados semelhantes foram encontrados por Furnus e colaboradores
[28], que ndo observaram diferencas entre meio CIV suplementado com aminoécidos
constitutivos e meio CIV com cisteamina nas taxas de clivagem, morulas e blastocisto. Ja
Sa e colaboradores [16] mostraram que a adi¢do de 30 pg/mL de anetol somente na MIV
também nao alterou a producdo e a qualidade embriondria, entretanto, o uso de 300 pg/mL
aumentou a producao de blastocistos e o numero total de células embrionarias.

O anetol ¢ um fenilpropandide que possui propriedades antioxidantes [29], essa
substancia pode tanto eliminar diretamente EROS, como retardar os processos oxidativos
da cadeia [30]. Foi demonstrado por Silva e colaboradores [31], que substancias com
propriedades antioxidantes estdo relacionados com a cascata de eventos que levam ao
crescimento e diferenciacdo celular. O estresse oxidativo ocorre quando hd um
desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio (EROS) e os antioxidantes, fazendo
com que ocorra a liberacdo de uma quantidade excessiva de EROS [15]. Quando estas
substancias se encontram em altas concentracdes ocorre a redugdo de trifosfato de
adenosina (ATP), que afeta negativamente o desenvolvimento embrionario in vitro
[32,33]. Além disso, a formagao de EROS provoca a disfuncao na atividade mitocondrial,
causando danos ao RNA [12,34,35], e DNA, como a fragmentacdo do material nuclear
[36]. A alta concentracio de EROS atua ainda na indugdo da peroxidacdo lipidica
relacionada ao bloqueio da divisao celular [37,38], prejudicando o desenvolvimento de
o6citos e embrides [39].

Flohe e colaboradores e Mutoh e colaboradores [40,41], em estudos relacionados a
problemas gastricos, corroboram que a glutationa (GSH), ¢ um poderoso antioxidante que
atua eliminando os radicais e inibindo a peroxidagao lipidica dos processos mediados por
radicais livres. O anetol aumenta os niveis intracelulares de glutationa, inibindo a
peroxidagdo lipidica, assim a glutationa reage com uma variedade de hidroperdxidos

lipidicos sendo responsavel por proteger a membrana celular contra dano oxidativo [42].
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No presente estudo avaliamos a capacidade antioxidante do anetol em diferentes
concentragdes sob o estresse oxidativo na MIV e CIV. O anetol derivado da espécie
Croton zehntineri possui sete compostos com propriedades antioxidantes dentre eles o
composto denominado 3-O-metilquercetina se destaca com alto poder antioxidante, o
qual apresenta a atividade antioxidante ICso 2,76,10-3 + 9,10-5 mg/mL [43,44]. De fato,
estudos recentes tém evidenciado os efeitos antioxidante do anetol. No cultivo in situ
de foliculos ovarianos pré-antrais, o anetol aumentou significativamente a sobrevivéncia,
ativagdo, diametro oocitario e folicular, bem como reduziu os niveis de EROs exdgenas
de modo concentragdo dependente [11]. Ainda, a suplementacao de anetol durante a CIV
de foliculos ovarianos pré-antrais isolados resultou na formacdo de antro e reduziu
significativamente os niveis de EROs exdgenas [10]. Em um estudo que avaliou o papel
do anetol (300 pg / ml) durante o cultivo in vitro de foliculos antrais precoces de caprinos
mostrou que o anetol reduziu o estresse oxidativo a partir da reducao dos niveis de EROs
exdgenas encontradas no meio de cultivo embrionario, além disso, aumentou o diametro
oocitario e folicular, a secrecdo de esteroides e diminuiu a expressao de gene pro-
apoptético (BAX), resultando em melhores taxas de maturacdo (57,7%) e producao de
morulas e blastocistos (10,0%) [45].

Como as espécies de oxigénio reativo tem uma meia vida extremamente curta, sua
mensuracdo direta ¢ dificil. Desta forma, o que pode ser medido sdo os varios produtos
dos danos causados pelo estresse oxidativo, entre eles a peroxidagao lipidica medida pelo
TBARS [46]. Neste estudo, apesar das evidencias dos efeitos antioxidante do anetol,
principalmente nas doses do grupo 300 pg/ml na MIV e no CIV, o teste de TBARS
realizado no meio de producdo de embrides ndo apresentou significancia estatistica.

Apesar disso, a analise de genes relacionados ao metabolismo celular em resposta ao
estresse oxidativo, mostrou elevacao de sua abundancia quando foi utilizado o anetol. Nas
CCs, o0 gene SOD 1 e CAT apresentaram expressdo crescente nos grupos maturados
com anetol. O gene SOD I catalisa e converte o anion superdxido (O2), em um produto
menos reativo, a H2O2, que ¢ eliminado pela catalase (CAT) e pela glutationa redutase
(GSR). Desta forma a elevagdo da abundancia destes transcritos demonstra a contribuigao
do anetol para a neutralizacdo do efeito das EROS. Apesar disso, o grupo tratado com
3000 pg/mL de anetol apresentou menores valores de taxa de MII e de produgdo
embriondria quando utilizado tanto na maturagdo quanto no cultivo. E conhecido que
apesar do excesso de EROS ser nocivo as células, estas moléculas também participam,

como sinalizadores, em diversas reacdes do ciclo celular. Sendo assim, a reducao
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excessiva de EROS poderia levar ao comprometimento de fungdes bioldgicas importantes
como a evolugdo da maturagdo oocitaria ¢ o desenvolvimento embrionario [47].

Por outro lado a expressao do gene GST encontrou-se em maior abundancia nas
células do cumulus do grupo tratado com 300 pg/mL de anetol, indicando um efeito
benéfico da adicdo desta concentracdo durante a MIV, o que foi confirmado pelos bons
indices de producdo embriondria observados nos grupos onde o anetol foi utilizado
durante a maturacgao.

O HAS2 e COX2 controlam a sintese de acido hialuronico e prostaglandina (PGE2)
respectivamente, sendo que o gene COX2 estd relacionado ao desenvolvimento e
maturidade de oocitos e o gene HAS2, induzido apds o pico de LH, é essencial para que
ocorra uma boa expansdo das CCs [48]. Em nosso estudo, estes genes também
apresentaram maior expressao nos grupos tratados com anetol (M300 ou M3000 ug/mL).
De acordo com isto, apesar de ndo observarmos diferengas visiveis na expansao das CCs
e efeitos positivos do anetol nos indices de maturagdo nuclear, sua adi¢do poderia
influenciar o metabolismo das CCs e assim promover uma melhor competéncia oocitaria.

Com relagdo ao controle do estresse oxidativo em embrides, o gene GPXI, cujo
produto catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio pela glutationa, apresentou uma
maior expressao nos tratamentos onde o anetol foi utilizado durante a MIV, tanto no grupo
M300-CC quanto M300-C300, indicando um efeito positivo do anetol como antioxidante.
Isto esta de acordo com o descrito na literatura, onde o efeito antioxidante do anetol se
deve a capacidade de inibir a peroxidacdo lipidica e induzir a sintese de catalase,
superoxido dismutase e glutationa peroxidase reduzindo assim o EROs [49,50]. Ja se
comprovou que anetol apresenta propriedades protetoras contra a toxicidade induzida
pelo perdxido de hidrogénio evitando a apoptose celular. Além de que o anetol existe
a qualidade lipofilica que permeia as membranas celulares facilmente [29].

Em um estudo que investigou os efeitos do anetol durante a MIV na dosagen de 300
ug / ml, e na PIV nas dosagens 30, 300 ou 2000 pg /ml, foi constatado um efeito positivo
nas taxas de blastocistos na suplementagdo de meio de PIV com 30 pg/ml de anetol
(35,7%) comparado ao grupo controle (25,4%) [51]. Por outro lado, os mesmos autores
constataram que a suplementacdo de anetol na MIV ndo afetou as taxas de embrides de
2-4 células [51]. Este resultado discorda do presente experimento, onde melhores taxas
de clivagem foram observadas no grupo tratado com anetol na MIV e na PIV. Da mesma
forma, as maiores taxas de produgdo de blastocistos foram observadas no grupo que

recebeu suplementagdo de anetol, tanto na MIV quanto na PIV M300 — C300). Apesar
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disso, ndo foi observado diferenga em relagdo ao grupo controle. Talvez, em um sistema
otimizado, com mais de 40% de produg¢do de blastocistos, como o do presente
experimento, os beneficios da adi¢dao de agentes antioxidantes como o anetol ndo fiquem
tao evidentes.

Anjos e colaboradores [51] alertam que o anetol apodia a sintese de glutationa (GSH)
para neutralizar o estresse oxidativo. A GSH ¢ um agente redutor da homocisteina que
por sua vez medeia a maturacdo oocitaria € a producao dos pronucleos apos a
fertilizacdo. Desta forma estes autores recomendam a utiliza¢ao do anetol durante a fase
inicial de PIV. Entretanto, No presente experimento, a adicdo de antol durante a MIV
resultou em taxas de produg¢ao de blastocistos compativeis com as dos grupos onde o antol
foi adicionado somente na PIV.

Embora existam evidencias de um efeito benéfico do anetol tanto durante o preparo
do odcito para a fertilizagdo quanto durante o desenvolvimento embrionario, os genes
IFNT2[010e HSPAIA que estdo relacionados a qualidade embriondria, apresentaram
menor expressdo nos grupos de tratamento com anetol. As razdes para este achado ndo
sdo conhecidas, uma vez que as taxas de producado de blastocistos e a contagem do nlimero
de células no embrido sdo semelhantes entre os grupos produzidos em presenca ou
auséncia de anetol.

Apesar da semelhanga estatistica entre os grupos sem tratamento e com adi¢do do
anetol (M300), a maior abundancia relativa dos genes GREM1, HAS2, COX2, SOD1 na
maturacao oocitaria em presencga de anetol indica modulagdo do estresse oxidativo e do
desenvolvimento oocitario, o que pode auxiliar no melhor desenvolvimento embrionario.
A aplicabilidade pratica do conhecimento adquirido neste estudo ¢ bastante relevante,
uma vez que o estresse oxidativo ainda € o principal fator limitante para a expansdo da
PIV. Os resultados do presente experimento demonstram que o anetol ¢ uma alternativa
antioxidante de baixo custo com alto nivel de eficiéncia e eficacia na reducao do estresse

oxidativo, que garante uma alta producdo de blastocistos com boa qualidade embrionaria.

5. Conclusao

Em conclusdo, o presente estudo mostrou que a adigdo de 300 pg/mL de anetol

durante a MIV e a CIV melhora a clivagem embrionaria sem comprometer o

desenvolvimento posterior do embrido.
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