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Resumo

Sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais e de complexos cumulus-odcitos (CCOs) se
tornaram uma poderosa ferramenta capaz de subsidiar diversas biotécnicas reprodutivas, bem como
possibilitar estudos do efeito de substancias sobre a dindmica folicular. No entanto, esses sistemas podem
resultar em estresse oxidativo e na diminuig¢do da protegdo antioxidante das células, disturbio associado a
altas taxas de morte celular durante o cultivo in vitro. Para contornar esses efeitos adversos, a adigdo de
substincias antioxidantes aos meios de cultivo tem sido proposta. Abrangendo diferentes classes e
mecanismos de agdo, compostos antioxidantes tém por funggo interferir no processo de oxidagdo para inibir
ou retardar o dano oxidativo causado pelos radicais livres as biomoléculas. Além de antioxidantes que tém
sido rotineiramente utilizados com esse propdsito, recentemente, substancias alternativas de origem natural
como extratos vegetais e 6leos essenciais t€ém ganhado destaque. Dessa forma, diante da influéncia do
estresse oxidativo e da importancia do uso de antioxidantes no cultivo celular, a presente revisdo objetiva
abordar os principais mecanismos de sintese e atuagdo dos radicais livres bem como o papel dos
antioxidantes em protocolos de cultivo in vitro de foliculos ovarianos e de CCOs de animais domésticos.
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Abstract

In vitro culture systems for preantral follicles and cumulus-oocyte complexes (COCs) have become
a powerful tool capable of subsidizing several reproductive biotechniques, as well as enabling studies of the
effect of substances on follicular dynamics. However, these systems can favor oxidative stress and decrease
the antioxidant protection of cells, a disorder associated with high rates of cell death during in vitro culture.
To overcome these adverse effects, the addition of antioxidant substances to the culture media has been
proposed. Covering different classes and mechanisms of action, these antioxidant compounds have the
function of interfering in the oxidation process to inhibit or delay the oxidative damage caused by free
radicals to biomolecules. In addition to antioxidants that have been commonly used for this purpose,
recently, alternative substances of natural origin such as plant extracts and essential oils have gained
prominence. Thus, given the influence of oxidative stress and the importance of using antioxidants in cell
culture, this review aims to address the main mechanisms of synthesis and action of free radicals as well as
the role of antioxidants in in vitro protocols for ovarian follicles and COCs in domestic animals.

Keywords: antioxidants, in vitro culture, oxidative stress, ovarian follicles.
Introducao

O cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais, bem como do complexo cumulus-oocitos
(CCOs), emergiu como uma tecnologia com potencial para a produgdo de oocitos maduros capazes de
serem fertilizados in vitro (Hirao, 2011; Songsases et al., 2012; Silva et al., 2015). A manutencdo da
estrutura folicular in vitro durante o crescimento em um ambiente controlado pode, ainda, contribuir para
a compreensdo dos mecanismos que regulam a relag@o intima entre odcito, células da granulosa e da teca
(Kreeger et al., 2005). Além disso, possibilita monitorar modificagdes foliculares e ovarianas em resposta
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a diversos fatores durante o desenvolvimento desses foliculos (Guerreiro et al., 2016). No entanto,
foliculos ovarianos ¢ CCOs cultivados in vitro tém menor capacidade de desenvolvimento e maturacdo do
que aqueles crescidos in vivo (Magalhdes et al., 2011; Zhao et al., 2017; Sa et al., 2018). Dentre as
variaveis que podem contribuir para essa menor competéncia folicular e oocitaria, destacam-se a elevada
sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante o cultivo in vitro (Agarwal et al., 2012).

A formagdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) em condigdes in vivo é um processo
fisiologicamente importante, ligado ao metabolismo celular cuja sintese ¢ desencadeada, tipicamente,
durante a redug@o de oxigénio no interior da mitocdndria (Li et al., 2017). No entanto, sua producdo em
excesso pode desencadear o estresse oxidativo (Silva et al., 2011; Sies, 2015; Tsikas, 2017). Ao longo do
cultivo in vitro o estresse oxidativo esta associado a altas taxas de morte folicular, o que compromete
severamente a qualidade dos foliculos cultivados (Saced-Zidane et al., 2017). Dentre os muitos efeitos
conhecidos dada a formacdo aumentada de EROs estdo a peroxidagdo de membranas lipidicas, dano
oxidativo aos acidos nucléicos e carboidratos e ainda a oxidagdo de grupos sulfidrilas nas proteinas
(Dornas, et al., 2007). Esses eventos resultam em mau funcionamento do DNA, perda da integridade da
membrana e disfungdo mitocondrial (Wu et al., 2011). Além disso, o estresse oxidativo pode, ainda,
ativar importantes vias indutoras de apoptose, além de regular positivamente o nivel de expressdo de
proteinas pro-apoptéticas resultando, dessa forma, no comprometimento da estrutura dos foliculos
ovarianos cultivados in vitro (Hori et al., 2013).

Para contornar os efeitos deletérios inerentes ao estresse oxidativo ocasionado pelos sistemas de
cultivo in vitro, diferentes estratégias tém sido propostas, como a adi¢do de substincias antioxidantes aos
meios, tais como a glutationa (Yoshihara et al., 2009), melatonina (Tanabe et al., 2015), transferrina,
selénio e acido ascorbico (Luz et al., 2013; Santos et al., 2014). Abrangendo diferentes classes e
mecanismos de acdo, os antioxidantes tém por fungdo interferir no processo de oxidagdo com a finalidade
de inibir ou retardar o dano oxidativo (Ribeiro et al., 2005; Sousa et al., 2007; Oroian, Escriche, 2015).
Além desses antioxidantes que tém sido rotineiramente utilizados no cultivo de foliculos ovarianos e
CCOs, recentemente, a busca de substancias alternativas como a rutina (Lins et al., 2017) e o resveratrol
(Rocha et al., 2018) tem ganhado destaque, sendo objeto de estudo de muitos pesquisadores (Wang et al.,
2014; Kaur e Muthuraman, 2016). Esse crescente interesse na prospeccao e caracterizagdo de substancias
de origem natural com atividade antioxidante esta relacionado a sua ampla distribui¢do em diversos tipos
de plantas (Budani e Tiboni, 2020) bem como a possibilidade de um tnico antioxidante natural substituir
dois ou mais antioxidantes sintéticos durante o cultivo in vitro de foliculos ovarianos mamiferos, o que
oferece vantagens em termos de praticidade e custo (Lins et al., 2017).

Outro grupo de compostos que tém sido objeto de estudos sdo os 6leos essenciais obtidos a partir
de plantas. Esses compostos sdo caracterizados por possuirem uma ampla variedade de componentes
bioativos, razdo pela qual tém atraido interesse no seu uso para diversas finalidades, incluindo agdo
antioxidante (Carneiro et al., 2017). O alto potencial antioxidante dos 6leos essenciais esta relacionado a
presenga de metabdlitos secundarios como compostos fendlicos e seus derivados os quais estdo
intimamente relacionados com a eliminagdo de radicais livres, principalmente devido & presenga de
grupos hidroxila nas suas estruturas, tornando-os potenciais agentes redutores através da doacdo de
hidrogénios (Aquino et al., 2017; Ghaffari et al., 2018). Além dos dleos essenciais, os extratos vegetais
também apresentam importante atividade antioxidante (Chaves et al., 2020). De maneira geral, o efeito
antioxidante dos extratos €, assim como nos 6leos esséncias, devido a grande diversidade de moléculas de
elimina¢do de radicais livres, como compostos fendlicos, antocianinas, carotenoides e vitaminas
(Benabderrahim et al., 2019). Nesse sentido, diversos estudos ja demonstraram a efetividade de extratos
naturais com propriedades antioxidantes, como: extrato de Justicia insularis (Mbemya et al., 2018);
extrato de propolis vermelha (Nascimento et al., 2019); e extrato de Amburana cearensis (Barberino et
al., 2016).

A presente revisdo objetiva abordar os principais mecanismos de sintese e atuagdo dos radicais
livres bem como o papel dos antioxidantes em protocolos de cultivo in vitro de foliculos ovarianos e de
CCOs de fémeas domésticas.

Producio e acdes das espécies reativas de oxigénio
Os radicais livres sdo espécies quimicas constituidas por um dtomo ou associacdo de dtomos que
apresentam um ou mais elétrons ndo pareados em sua oOrbita mais externa, apresentando alta instabilidade

energética e cinética (Valko et al., 2007). Quando sua sintese ¢ derivada do oxigénio sdo denominados de
EROs (espécies reativas de oxigénio) e sdo as mais relevantes, pois sua formagao ¢ desencadeada durante
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o processo normal da redugdo de oxigénio no interior da mitocondria (Silva et al., 2011).

As EROs s3ao normalmente produzidas nas células como resultado do metabolismo celular
normal e sdo fundamentais para a manutengdo da homeostase celular (Cenini et al., 2019). Em condigdes
fisioldgicas, concentragdes baixas a moderadas de EROs estdo envolvidas em processos como resposta
imune, inflamacao, plasticidade sinaptica, aprendizado e memoéria (Kishida e Klann, 2007). Além disso,
podem atuar como segundos mensageiros celulares para regular as vias de transducdo de sinais que levam
ao controle da expressdo génica e as alteracdes pos-traducionais de proteinas envolvidas no crescimento,
diferenciagdo e morte celular (Allen e Tresine, 2000). No ovario mamifero, as EROs possuem
participagdo importante na proliferagdo celular (Rahimi et al., 2003), maturag@o oocitaria (Hammadeh et
al., 2008), luteolise (Sugino et al., 2000), esteroidogénese folicular e luteal, ovulagdo, fertilizacdo,
implantagdo e desenvolvimento embriondrio inicial (Agarwal e Allamaneni, 2004; Fujii et al., 2005).
Portanto, sua produgdo em propor¢des adequadas ¢ fisiologicamente importante, porém, a produgdo
excessiva pode conduzir a danos oxidativos (Filipovic et al., 2015). Por esse motivo, em condigdes
fisiologicas, as EROs e os sistemas antioxidantes naturais encontram-se em uma situagdo de equilibrio.
Quando este equilibrio ¢ quebrado e uma quantidade excessiva de EROs ¢ produzida e liberada sem a
correspondente degradacao pelos agentes antioxidantes ocorre o estresse oxidativo (Andrade et al., 2010).

Nas células, a perda do equilibrio redox pode ser desencadeada por espécies reativas oriundas
das mais diversas fontes (Fig.l1) e podem, didaticamente, ser divididas em duas categorias: espécies
radicalares e ndo radicalares (Tab.1). As espécies radicalares sdo caracterizadas pela capacidade de
atuarem como doadoras ou aceptoras de elétrons criando alteragdes no ambiente molecular ao seu redor.
Ja as espécies ndo radicalares ndo possuem elétrons livres, mas também podem reagir com moléculas ao
seu redor ocasionando os mais variados efeitos adversos (Barreiros et al., 2006; Tortora et al., 2012;
Martelli e Nunes, 2014).

. s

Fontes endégenas Defesas Fontes ex6genas
antioxidantes

Mitocéndria Ultra violeta
Peroxisomos Catalase, SOD, Glutamato Radiac#o ionizante
Lipoxigenases peroxidase, Tioredoxina Toxinas ambientais
NADPH-Oxidase reductase, Glutationa, Quimioterapicos
Citocromao P450 Ascorbato, Tocoferol Inflamacéo
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Figura 1. As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas oxidadas altamente reativas que sdo
constantemente produzidas em condi¢des celulares normais, como durante a homeostase ou de forma
exacerbada, que pode levar a danos celulares diversos. (Adaptado de Lin et al., 2016).
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Tabela 1. Principais espécies reativas de oxigénio

Estrutura .« A
EROs .. Descricio Ocorréncia
quimica
Espécies Radicalares
. . . Formado a partir da hemélise da
Hidroxila HO Altamente reativo . P
agua
Radical 0. Altamente potente na indugdo Praticamente em todas as
superoxido 2 de dano celular células aerobicas
. Agente importante na oxidacdo Formado a partir da oxidacdo
Peroxila ROO & p . xidag ~ . ,.p ca ox ¢
do DNA e lipidios ndo enzimatica de lipidios
Envolvidos em muitas reagdes Pode ser formado a partir da
Alcoxila RO em cadeia, incluindo a conversio de hidroperéxidos
peroxidacgdo lipidica lipidicos (ROOH)
Espécies Nao-radicalares
Molécula excitada de oxigénio.
Oxigénio Nao ¢ um radical livre por ndo Produzido por fagocitos,
g '0, possuir elétrons indugdo Iluminosa e reagdes
Singleto oy . .
desemparelhados na ultima catalisadas pelas peroxidases
camada

Nao é um radical livre por nao

Peroxido de apresentar elétrons ~ ~
hidrogénio H.0, dgsemparelhados na ultima Reagdes para produgao de HO-
camada
Molécula altamente toxica que
reage com biomoléculas Sintetizado por
Acido HCIO essenciais  causando  danos mieloperoxidases nos
hipocloroso oxidativos, incluindo neutréfilos a partir de H,O, ¢
peroxidagdo lipidica e cloreto

carbonilag@o de proteinas
Fonte: Oliveira; Schoffen (2010) e Goemans; Collet (2019).

A nivel celular, os efeitos de espécies reativas podem variar desde a morte celular devido a
danos generalizados a macromoléculas como DNA, proteinas e carboidratos, bem como alteracdes na
homeostase i6nica intracelular e lipoperoxidagdo até efeitos mais sutis no metabolismo celular,
morfologia ou vias de sinalizacdo (Martindale e Holbrook, 2002; Wang, et al., 2019). O impacto global
das EROs na fung¢fo celular varia com as espécies reativas, mas também pode ser afetado pelo tipo de
célula, niveis de antioxidantes enddgenos, enzimas antioxidantes, estado de diferenciacdo bem como o
ambiente extracelular (Jones e Go, 2010).

Dano oxidativo ao DNA

As EROs sdo uma das principais fontes de dano ao DNA (Cooke et al., 2003). Entre as
nucleobases, a guanina ¢ a mais susceptivel as EROs devido ao seu baixo potencial redox, e os principais
produtos de sua oxidacdo sdo a 8-hidroxiguanina e a 8-hidroxidesoxiguanosina (§8-OHG e §8-OHdQG),
ambas sdo altamente mutagénicas e carcinogénicas, pois podem combinar tanto com a citosina quanto
com a adenina, levando, assim, a transversdes de GC para AT (Neelet ¢ Essigmann, 2006). E importante
ressaltar que diferentes produtos de oxidagdo no DNA podem resultar em diferentes tipos de mutagdes
génicas, com a ressalva de que a ocorréncia da mutacao depende da especificidade da efici€ncia do reparo
do gene alvo (Jiang e James, 2019).
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O DNA mitocondrial (mtDNA) ¢ particularmente vulneravel ao ataque de EROs devido a
geragdo delas na cadeia transportadora de elétrons (CTE), bem como a falta de protegdo das histonas e a
auséncia ou mecanismos minimos de reparo (Cooke et al., 2003). A CTE produz radicais livres do
oxigénio durante o seu funcionamento normal e eles desempenham um papel importante na sinalizagao
celular (Dunn et al., 2015). No entanto, a extensdo de EROs produzida pode aumentar durante o mau
funcionamento da CTE. Um pequeno desequilibrio nas fungdes da CTE pode levar a um acumulo
transitorio de EROs, o que pode danificar o mtDNA nos genes que codificam os componentes da CTE. A
expressdo desses genes danificados pode levar a sintese de proteinas da CTE com problemas, maior
acimulo de EROs ¢ ainda mais danos maci¢cos ao mtDNA em uma situacdo referida como “ciclo vicioso
mitocondrial” (Pinto e Moraes, 2015).

Homeostase ionica intracelular

Ainda como efeito deletério de EROs pode ocorrer perda da homeostase idnica intracelular por
perturbagdes em canais idnicos causadas pelo acimulo de radicais livres na célula. As EROs podem
induzir diretamente modificagdes pds-traducionais desses canais ionicos levando a oxidacao de residuos
de aminodacidos especificos (grupos sulfidrila ou ligagdes dissulfeto envolvendo residuos de cisteina) ou
indiretamente modular a fun¢do do canal afetando as vias de sinalizagdo que controlam a transcrigdo
génica (Annunziato et al., 2002).

No reticulo endoplasmatico (RE), o desequilibrio de EROs pode induzir a liberagio de Ca®*
levando a perda da homeostase desse ion na célula, ja que EROs sdo capazes de ativar canais de liberagéo
de Ca’" na membrana do reticulo (Hool e Corry, 2007). A liberagio resultante de Ca®* do RE ativa
diversos processos sensiveis ao calcio dentro da célula incluindo importantes vias de sinalizagdo (Hool e
Corry, 2007). Além disso, a perda da atividade das chaperonas resulta no acumulo de proteinas mal
dobradas dentro do limen, levando a geracdo adicional de EROs, na tentativa de redobra-las (Tu e
Weissman, 2004). O actimulo também estimulard a resposta a proteinas mal enoveladas, um conjunto
altamente conservado de vias de sinalizacdo que visam restaurar a homeostase, mas, se isso falhar,
estimulara a apoptose (Xu et al., 2005; Ron e Walter, 2007).

O aumento na concentragdo do fon Ca®" citosolico também afeta negativamente a funcdo
mitocondrial, incluindo um aumento na producao propria de EROs e a abertura do poro de transi¢do de
permeabilidade. Essa abertura é promovida sinergicamente pelo aumento de Ca>" e oxidagdo dos grupos
tiol nas proteinas da membrana mitocondrial interna (Kowaltowski et al., 2001). Como resultado, o
potencial de membrana mitocondrial e a sintese de ATP colapsam. Se as mitocondrias em toda a célula
forem afetadas, as concentragdes de ATP caem abruptamente, a homeostase ionica ¢ perdida, causando a
morte da célula (Burton e Jauniaux, 2011).

Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica corresponde a uma sequéncia de reagdes quimicas resultantes da
interacdo de acidos graxos insaturados com oxigénio (Abuja e Albertini, 2001). Esse processo ocorre nas
cadeias laterais dos &cidos graxos poli-insaturados da membrana plasmatica ou de qualquer organela que
contenha lipidios e pode ser dividido em trés etapas: iniciagdo, propagacdo e terminacdo (Wang et al.,
2017) conforme sinteticamente esquematizado na Fig.2.

Na célula, a lipoperoxidacdo acarreta severas alteragdes na estrutura e permeabilidade da
membrana celular, alterando o fluxo de ions e resultando na perda da seletividade para entrada e/ou saida
de nutrientes e substincias toxicas na célula (Ayala; Mufioz e Arguelles, 2014). Além disso, a
peroxidacdo lipidica gera um grupo heterogéneo de produtos finais relativamente estaveis, como
malondialdeido (MDA), 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), acroleina e isoprostanos (Reed, 2011). MDA, HNE
e acroleina sdo capazes de ligar proteinas e DNA, levando a alteracdo da conformacdo e fungdo
(Winczura et al., 2012).

Oxidagdo de proteinas e carboidratos
As proteinas também s3o expostas a ataques de EROs, ocasionando modificagdes de
aminoacidos sitio-especificos, fragmentacdo da cadeia peptidica, agregacdo de produtos de reagdo

reticulados, carga elétrica alterada e aumento da suscetibilidade das proteinas a protedlise (Moller e
Kristensen, 2004). Nas enzimas, as alteragdes no nivel de aminoacidos tendem a resultar em altera¢des de
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Figura 2. Esquema simplificado da peroxidacao lipidica (Adaptado de Wang et al., 2017).

estrutura e, consequentemente, da fungdo enzimatica. Isto leva a alteracdes funcionais que perturbam o
metabolismo celular (Kada et al., 2017).

Os carboidratos também podem ser afetados por EROs, onde a oxidacdo de acucares gera
compostos dicarbonilicos intermediarios altamente reativos, como na glicélise e na auto-oxidag¢do da
glicose, gerando o metilglioxal e o glioxal. Esses produtos possuem grupos carbonilas reativos que se
condensam aos grupos de aminas primarias ¢ geram os produtos finais de glicagdo avangada (AGEs)
(Cenini et al., 2005; Vistoli et al., 2013). Os mecanismos basicos pelos quais os AGEs danificam as
células compreendem a modificagdo de estruturas intracelulares, incluindo as que participam da
transcricdo génica; interagcdes com proteinas da matriz extracelular. Isto muda a sinalizacdo entre a matriz
e a célula e gera falhas nas fungGes e na estrutura do tecido afetado. Além disso, pode ocorrer
modificacdo de proteinas ou lipideos plasmaticos (Brownlee, 2005).

Como visto, as EROs correspondem a um importante fator capaz de limitar e/ou impossibilitar a
manuten¢do da viabilidade de células sob condi¢des de estresse oxidativo. Dito isso, verifica-se a
necessidade de uma explanacao mais especifica acerca da influéncia desse estresse em sistemas de cultivo
in vitro de o6citos e foliculos ovarianos.

Influéncia do estresse oxidativo no cultivo in vitro de odcitos e foliculos ovarianos

O sucesso do cultivo in vitro envolve a adi¢do de diversas substancias visando oferecer um
ambiente mais proximo do que seria in vivo. No entanto, fatores como a procedéncia dos ovarios,
suplementagdo dos meios de cultivo e o estresse oxidativo, influenciam o sucesso da foliculogénese in
vitro (Silva et al., 2015; Sé et al., 2018). O estresse oxidativo pode provocar danos a fisiologia folicular e
desencadear varias vias de morte celular no ovario. Tanto o odcito quanto as células da granulosa podem
sofrer apoptose, autofagia e necrose em decorréncia do estresse oxidativo (Chaudhary et al., 2019).

O cultivo in vitro do tecido ovariano (in situ) apresenta inumeras vantagens, uma vez que 0s
foliculos presentes podem ser mantidos no ambiente natural. No entanto, o sucesso dos atuais sistemas de
cultivo ainda ¢ insatisfatorio, sendo limitado por uma baixa eficiéncia de sobrevivéncia de foliculos
primordiais e primarios em longo prazo. (Chandra et al., 2000; Guzel e Oktem, 2017). Por exemplo, Yin
et al. (2016) observaram sobrevivéncia de apenas 38% de foliculos primordiais/primarios ao final de 7
dias de cultivo in vitro. Um dos fatores que pode influenciar no sucesso do cultivo in vitro é o estresse
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oxidativo visto que, de acordo com Massignam et al. (2018), qualquer manipulagdo de tecidos e células
pode levar a produgdo excessiva de EROs, provocando danos celulares, teciduais e, eventualmente, morte
celular. De fato, o cultivo in situ ocasiona uma maior formacgdo de espécies reativas, havendo assim a
necessidade de se utilizar substancias antioxidantes que promovam um equilibrio na produgdo de EROs
(Silva et al., 2011). Um dano importante causado pelo estresse oxidativo € a quebra do DNA no momento
da replicacdo, prejudicando a polimerizagdo do DNA, resultando em degeneracdo, morte celular e
consequentemente em danos teciduais (Cox et al., 2000).

O cultivo in vitro de foliculos ovarianos isolados também sofre acdo negativa do estresse
oxidativo, que é ocasionado pela manipulagdo, cessacdo da protecdo antioxidante sistémica em virtude do
isolamento folicular do ambiente fisiologico e pelo aumento dos niveis de oxigénio no meio celular,
promovendo assim uma baixa produgdo de oocitos competentes para etapas subsequentes, como a
fertilizagdo in vitro (Sa et al.,, 2018). Foliculos ovarianos cultivados in vitro apresentam menor
capacidade de desenvolvimento quando comparados aos crescidos no ambiente fisiologico. Isso porque,
em condigdes in vitro, os foliculos sdo normalmente expostos a concentragdes de oxigénio superiores as
fisiologicas (20%) (Sa et al., 2018). Além disso, a producdo de subprodutos da peroxidagdo lipidica
como o malondialdeido (MDA) pode, ainda, provocar reagdes destes com outros componentes celulares,
incluindo proteinas, dcidos nucléicos e levar a disfun¢do da célula (Halliwell, 2014; Kashka et al., 2016).

O estresse oxidativo também provoca danos as células da granulosa, que podem apresentar
crescimento anormal e perda da fungdo, levando essas células a apoptose, e, por conseguinte, a atresia
folicular (Lee et al., 2013; Li et al., 2016; Zhang et al., 2016). As mitocondrias sdo as primeiras organelas
a sofrerem degeneracdo, pois sdo o local de producédo dos radicais de oxigénio. Assim, o dano provocado
a essas organelas pelas EROs leva a degeneragdo das células da granulosa e a uma diminui¢do na
qualidade dos foliculos ovarianos in vitro (Shi et al., 2016). Estudos demonstraram que a apoptose
induzida pelo estresse oxidativo em células da granulosa resulta na redugdo dos niveis de estradiol e em
atresia folicular (Ghatebi et al., 2019). Foi observado que, o estresse oxidativo, é capaz de interromper a
comunicagdo entre oocitos e células da granulosa promovendo uma diminui¢do da qualidade oocitaria
(Chaube et al., 2014). Evidéncias apontam ainda que as EROs sdo capazes de induzir varias vias de
apoptose mitocondrial através da ativagcdo de receptores de morte localizados nas membranas celulares,
ocorrendo assim, a inducdo da proteina quinase ativadora de mitégenos e da via das caspases (Chandra et
al., 2000).

O estresse oxidativo € o responsavel primario pelo declinio da qualidade dos odcitos em fungdo
da idade, através da acumulac¢do de danos causados as mitocondrias durante o metabolismo biologico
diario (Bentov et al., 2011). Assim, distarbios na fungdo mitocondrial e outros fatores como o estresse do
reticulo endoplasmatico e redugdo da capacidade antioxidante podem estar envolvidos na progressdo do
envelhecimento oocitario (Zhang et al., 2019). Além disso, sob condi¢des de maturagdo in vitro, odcitos
podem ser facilmente perturbados pelo acimulo de EROs, uma vez que o estresse oxidativo decorrente
pode afetar negativamente a integridade do fuso meidtico. Isto compromete sua funcdo bioldgica (Sharma
etal., 2013) e diminui as taxas de retomada meidtica (Salavati et al., 2012; Zhao et al., 2017).

E importante ressaltar que em condigdes normais, as espécies reativas de oxigénio desempenham
funcdes essenciais para o desenvolvimento do odcito e para o processo de ovulacdo (Rizzo et al., 2012).
De acordo com Chaudhary et al. (2019), niveis moderados de EROs, desencadeiam a retomada meidtica
do odcito da fase de diploteno, bem como a parada em metafase II. A suplementacdo do meio com
antioxidantes inibe a retomada espontianea da meiose durante o cultivo in vitro. Assim, apesar das EROs
serem um produto normal do metabolismo celular, o seu excesso provoca danos ao DNA, disfungdo
mitocondrial ¢ modificacdo da oxidacdo de proteinas, isso resulta em baixa qualidade de odcitos e
bloqueio do seu potencial de desenvolvimento (Tamura et al., 2008; Rajani et al., 2012). Dado isso, a
suplementagdo dos meios com substincias antioxidantes, ¢ etapa fundamental em protocolos dessa
natureza, com o proposito de minimizar os danos advindos do estresse oxidativo.

Antioxidantes utilizados no cultivo in vitro de odcitos e foliculos ovarianos

A composicao dos meios de cultivo de foliculos ovarianos ¢ um fator chave para promover o
adequado desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais (Ferreira et al., 2016). Um ambiente
equilibrado de oxigénio deve ser considerado, devido ao efeito danoso do estresse oxidativo. Dessa
forma, embora certa concentragdo de EROs seja necessaria para que varias vias metabolicas funcionem, ¢
importante a manutengdo de um equilibrio na produgdo desses compostos, tendo em vista seus efeitos
deletérios sobre células da granulosa, fertilizagdo oocitaria e desenvolvimento embrionario inicial
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(Agarwall e Allamaneni, 2004; Bedaiwy et al., 2004). Portanto, a adi¢do de antioxidantes ao meio de
cultivo € necessaria para prevenir ou diminuir o dano induzido pelo estresse oxidativo in vitro e, por esse
motivo, diferentes componentes antioxidantes tém sido rotineiramente adicionados em meios de cultivo
de células e tecidos ovarianos. A utilizagdo de antioxidantes como transferrina, selénio e acido ascorbico
(Luz et al., 2013; Santos et al., 2014) ja ¢ bastante difundida e apresenta resultados satisfatorios. No
entanto, eles ndo suprem com total efetividade as necessidades antioxidantes observadas nesses sistemas.
Por esse motivo, fica evidente a necessidade da realizagdo de estudos que objetivem a prospecgdo e
caracterizagdo de compostos alternativos, principalmente aqueles de origem natural, que possuam eficacia
na manuten¢@o do equilibrio redox.

Antioxidantes de origem vegetal e seus efeitos no cultivo in vitro de odcitos e foliculos ovarianos

A utilizagdo de compostos naturais presentes em plantas medicinais tem sido considerada uma
estratégia promissora na busca por fontes alternativas de suplementos com atividade antioxidante
(Barberino et al., 2015). Nesse contexto, os extratos vegetais t€ém ganhado destaque por possuirem uma
grande variedade de moléculas sequestradoras de radicais livres, como flavonoides, antocianinas,
carotenoides, glutationina, vitaminas e metabdlitos enddgenos (Maia, 2008). Essas caracteristicas
ampliam o interesse na utilizacdo dessas substancias como potenciais inibidores do estresse oxidativo no
cultivo in vitro de foliculos ovarianos e o0citos em animais domésticos. Além dos extratos, os Oleos
essenciais também tém atraido o interesse no seu uso para diversas finalidades, incluindo protecdo
antioxidante (Carneiro et al., 2017). Entre os componentes quimicos encontrados nessas substancias,
podem-se citar os monoterpenos, triterpenos e sesquiterpenos sendo os monoterpenos seus componentes
mais comuns (Fig. 3). (Morais et al., 2006; Ghaffari et al., 2018) e, assim como os extratos, os 6leos
essenciais possuem um importante teor de compostos fenolicos e derivados (Aquino et al., 2017). Essas
caracteristicas sugerem o potencial da utilizagdo desses compostos como suplementos com propriedade
antioxidante na otimizacao de sistemas de cultivo in vitro de foliculos ovarianos.

Dentre os metabdlitos potencialmente antioxidantes presentes nos extratos e 6leos essenciais
vegetais, os compostos fendlicos (Fig. 4), representados, principalmente, pelos flavonoides e taninos,
(Aquino et al., 2017) t€m sido bastante difundidos. Os flavonoides compdem uma classe de componentes
quimicos que diferem entre si pela estrutura quimica, e apresentam diversas formas de a¢do antioxidante,
dada a sua capacidade em neutralizar os radicais livres ou quelar ions metalicos (Aquino et al., 2017). A
presenca de grupos hidroxilas em sua estrutura promove a inibigdo das reagdes de oxidagdo das espécies
reativas de oxigénio por doarem atomos de hidrogénio as espécies, estabilizando-as e transformando-as
em quinonas (substancias pardas) (Ghaffari et al., 2018). Por sua vez, ao quelar ions metalicos, ocorre a
inibigdo da reagdo de Fenton, uma forma enddgena de produzir espécies reativas (Aquino et al., 2017).
Além disso, os flavonoides podem atuar como inibidores do sistema enzimatico que é responsavel pela
formagdo de EROs a partir de enzimas como cicloxigenase e lipoxigenase. Eles podem atuar ainda por
meio da indu¢do de enzimas com propriedades antioxidantes, como a metalotioneina, que ¢ capaz de
quelar metais (Behling et al., 2006).

Nesse contexto, em estudo recente conduzido por Lins et al. (2017) verificou-se que a rutina,
pertencente ao grupo dos flavonoides, foi capaz de aumentar a protecdo antioxidante de foliculos
ovarianos ovinos cultivados por 12 dias pelo aumento nos niveis de GSH. Nesse estudo foi proposto que
a rutina pode ser utilizada como Unico antioxidante presente no meio base, substituindo a adi¢do de
transferrina, selénio e acido ascorbico durante o cultivo in vitro de foliculos secundarios ovinos por 12
dias. Em outro estudo, o resveratrol foi capaz de proteger a fungdo mitocondrial pela ativagdo do gene da
sirtuina-1 (SIRT1), encontrado nas células da granulosa, células do cumulus, oocitos e blastocistos
(Morita et al., 2012; Wang et al., 2014). Em estudo de Rocha et al. (2018), demonstrou-se que o
resveratrol foi capaz de manter parametros aceitaveis de EROs em tecido ovariano de bovinos. Somado a
isso, ja foi verificado que antocianinas, obtidas a partir de mag¢as vermelhas, foram capazes de reduzir o
estresse oxidativo em células da granulosa de suinos com importante repercussdo no aumento da
expressao de proteinas antiapoptoticas Bcl2, além da redugdo da proteina pro-apoptotica Bax (Xiang et
al., 2017). Além desses relatos, Gouveia et al. (2016) verificaram que a suplementagdo do meio base com
extrato de Amburana cearensis associado ao FSH foi capaz de melhorar os niveis de GSH e mitocondrias
metabolicamente ativas em foliculos caprinos cultivados in vitro, corroborando com achados de
Barberino et al. (2015) que constataram que uma concentragdo adequada do extrato de 4. cearensis, sem
suplementag@o, mantém a sobrevivéncia folicular e promove o desenvolvimento de foliculos secundarios
isolados de ovinos in vitro.
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CH;0OH

Eugenol Monogynol A Farnesol

Figura 3. Estrutura quimica de alguns terpenos com atividade antioxidante demonstrada. (A) Eugenol
(monoterpeno); (B) Monoginol A (triterpeno) e (C) Farnesol (sesquiterpeno).
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Figura 4. Compostos fendlicos comuns nas plantas compreendendo um anel aromatico, com um ou mais
substituintes hidroxila variando de compostos fenodlicos simples a moléculas com alto grau de
polimerizagdo. Acido galico (A); 4cido cafeico (B); acido ferulico (C); acido elagico (D); resveratrol (E)
e quercetina (F).

Consideracdes finais

A sintese de espécies reativas de oxigénio decorrente de procedimentos de cultivo in vitro de
odcitos e foliculos ovarianos tem impactado negativamente na eficiéncia desta biotecnologia. No entanto,
o excesso de EROs durante o periodo do cultivo pode ser controlado através da utilizagdo de compostos
com atividade antioxidante capazes de modular positivamente os compartimentos celulares e
estabelecendo protecdo contra o estresse oxidativo. Por isso, a ampliagdo de conhecimentos acerca da
influéncia do estresse oxidativo, bem como sobre os beneficios proporcionados pela adicdo de
antioxidantes sobre a viabilidade de odcitos e foliculos ovarianos in vitro é de extrema importancia para o
direcionamento de trabalhos futuros que visem ao desenvolvimento de protocolos alternativos de cultivo
in vitro. E nesse sentido que avultam em importincia estudos que promovam a prospecgio e
caracterizagdo de substancias de origem vegetal com atividade antioxidante, a exemplo dos extratos e
o6leos essenciais. De fato, esses compostos tém sido apontados como eficientes e, com isso, surgem como
estratégia bastante promissora na atenuacdo do desequilibrio redox de gametas femininos submetidos a
cultivo in vitro.
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