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RESUMO

A Amburana cearensis, planta tipica do bioma Caatinga, vem se destacando por sua
acao terapéutica, além de apresentar atividades citoprotetora e antioxidante em
diferentes tipos celulares. No entanto, o extrato da A. cearensis nunca foi utilizado
como meio de base no cultivo de foliculos secundarios caprinos, na presenca ou
auséncia de suplementos e/ou FSH. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito do extrato de A. cearensis adicionado ou ndo de suplementos e/ou
FSH sobre o desenvolvimento in vitro e a apoptose de foliculos secundarios caprinos
isolados, bem como, avaliar os niveis intracelulares de glutationa (GSH) e a
atividade mitocondrial. No experimento 1, foliculos secundéarios caprinos foram
cultivados, por 12 dias, em o-MEM ou em meio composto por diferentes
concentracfes do extrato de A. cearensis (0,1; 0,2 ou 0,4 mg/mL), ambos sem
adicdo de suplementos. Para o experimento 2, os foliculos foram cultivados em a-
MEM ou 0,2 mg/mL de A. cearensis, sem suplementos, ou nestes meios
suplementados com albumina sérica bovina (BSA), insulina, transferrina, selénio,
glutamina, hipoxantina e acido ascorbico (grupos a-MEM* ou Amb 0.2%), ou ainda
nestes ultimos meios adicionados também de FSH sequencial (sendo do dia 0 ao dia
6 = 100 ng/mL de FSH; do dia 6 ao dia 12 = 500 ng/mL de FSH), constituindo os
grupos a-MEM* + FSH e Amb 0,2* mg/mL + FSH. Ao final do cultivo, os foliculos
foram avaliados quanto sua morfologia, formacdo de antro, diametro, taxa de
recuperacdo de odcito >110 um e taxa de crescimento (experimentos 1 e 2), e
guanto a apoptose, niveis de GSH e atividade mitocondrial (experimento 2). Os
resultados do experimento 1 mostraram que o0 extrato de A. cearensis, na
concentracdo de 0,2 mg/mL (sem suplementos), manteve a percentagem de
foliculos morfologicamente normais semelhante ao meio controle (a-MEM) e superior
as demais concentracdes (0,1 ou 0,4 mg/mL de A. cearensis). Além disso, esta
concentracéo (0,2 mg/mL) foi a Unica que obteve a taxa de recuperagao de odécitos >
110 um semelhante ao meio controle. No experimento 2, apés 12 dias de cultivo,
todos os meios suplementados apresentaram percentagens de foliculos normais
mais elevadas que os meios isentos de suplementos. Além disso, a adi¢do de FSH
de forma sequencial aos meios de cultivo de base (a-MEM* + FSH e Amb 0,2*
mg/mL + FSH) promoveu aumento nas taxas de formacédo de antro, recuperacgéo de
oocitos > 110 um, niveis de GSH e atividade mitocondrial em comparacdo aos meios
isentos de suplementos (a-MEM ou Amb 0,2 mg/mL). O tratamento Amb 0.2* mg/mL
+ FSH apresentou taxas de crescimento diario semelhantes a Amb 0,2* mg/mL e
significativamente maiores aos outros tratamentos. Além disso, foliculos cultivados
em Amb 0.2 mg/mL + FSH apresentaram taxas de crescimento total
significativamente mais elevadas do que os outros tratamentos. Em conclusédo, o
extrato de A. cearensis, na concentragao de 0,2 mg/mL, adicionado de suplementos
e FSH, pode ser utilizado com sucesso como meio de cultivo de foliculos
secundarios caprinos.

Palavras-chave: Antioxidante. Cabra. Crescimento. Odécito. Plantas Medicinais.



ABSTRACT

Amburana cearensis, a plant from Caatinga biome, have drawn increasing attention
due to its therapeutical action, cytoprotective and antioxidants activities in different
types of cells. However, the extract of A. cearensis has never been used as a
medium for in vitro culture of caprine preantral follicles, in the presence or absence of
supplements and/or FSH. Thus, the aim of the present study was to evaluate the
effect of A. cearensis extract added or not by supplements and/or FSH on the in vitro
development and apoptosis of isolated caprine secondary follicles, as well as to
analyze the intracellular levels of glutathione (GSH) and mitochondrial activity. In
experiment 1, caprine secondary follicles were cultured for 12 days in a-MEM or in
medium composed of different concentrations of A. cearensis extract (0.1; 0.2 or 0.4
mg/mL), both without supplementation. For experiment 2, follicles were cultured in a-
MEM or 0.2 mg/mL A. cearensis, without supplements, or in these media
supplemented with bovine serum albumin (BSA), insulin, transferrin, selenium,
glutamine, hypoxanthine and ascorbic acid (groups a-MEM* or Amb 0.2 mg/mL™), or
in these latter media also added by sequential FSH (from day O to 6 = 100 ng/mL
FSH; from day 6 to 12 = 500 ng/mL FSH), constituting a-MEM* + FSH and Amb 0.2*
mg/mL + FSH groups. At the end of the culture, follicles were evaluated according to
morphology, antrum formation, recovery rate of oocyte > 110 um and growth rates
(experiments 1 and 2), and apoptosis, GSH levels and mitochondrial activity
(experiment 2). The results of experiment 1 showed that A. cearensis extract, at 0.2
mg/mL (without supplements), maintained the percentage of morphologically normal
follicles similar to the control medium (a-MEM) and higher than other concentrations
(0.1 ou 0.4 mg/mL de A. cearensis). Moreover, this concentration (0.2 mg/mL) was
the only one that promotes recovery rates of oocytes > 110 um similar to controls. In
experiment 2, after 12 days of culture, all supplemented media showed percentage of
normal follicles higher than non-supplemented media. Furthermore, addition of FSH
in a sequential way to the basic culture media (a-MEM* + FSH e Amb 0.2* mg/mL +
FSH) promoted an increase in the antrum formation, recovery rates of oocytes > 110
um, GSH level and mitochondrial activity in comparison to media without
supplements (a-MEM ou Amb 0.2 mg/mL). Treatment composed of Amb 0.2* mg/mL
+ FSH showed daily growth rates similar to that observed in Amb 0.2* mg/mL and
significantly higher than other treatments. In addition, follicles cultured in Amb 0.2*
mg/mL + FSH showed rates of total growth significantly higher than other treatments.
In conclusion, the extract of A. cearensis, at 0.2 mg/mL, added by supplements and
FSH, can be used successfully as a culture medium for caprine secondary follicles.

Key-words: Antioxidant. Goat. Growth. Oocyte. Medicinal Plants.
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1. INTRODUCAO

A compreensdo da fisiologia ovariana em caprinos, associada ao
desenvolvimento de biotecnologias na area da reproducédo animal, abrem inUmeras
possibilidades para proporcionar um melhoramento genético dos rebanhos e um
aumento na produtividade destes animais, que desempenham um importante papel
sécio-econdmico no Nordeste Brasileiro. Dentre as biotécnicas da reproducéo,
destaca-se a Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais
(MOIFOPA), também conhecida como Ovério Atrtificial.

Um dos objetivos do ovario artificial € o desenvolvimento de um sistema de
cultivo in vitro ideal que permita o crescimento folicular até a maturagcdo oocitaria,
prevenindo o processo de atresia que ocorre largamente nos ovarios (FIGUEIREDO
et al.,, 2011). Porém, para alcancar este objetivo, cuidados especiais com a
composicao do meio de cultivo devem ser tomados.

O meio de cultivo deve garantir o fornecimento adequado de eletrdlitos,
antioxidantes, aminoacidos, substratos energéticos e vitaminas (PICTON et al.,
2008). O Meio Essencial Minimo-alfa modificado (a-MEM) é o meio de cultivo de
foliculos e odcitos mais comumente utilizado em caprinos (CHAVES et al., 2012;
BARROS et al., 2013). Além disso, com o objetivo de melhorar o desenvolvimento
folicular, alguns suplementos tém sido constantemente adicionados ao a-MEM, tais
como antioxidantes, horménios e/ou fatores de crescimento (ABEDELAHI et al.,
2010; ANDRADE et al.,, 2012). Entre os suplementos, o Hormdnio Foliculo-
Estimulante (FSH) tem sido amplamente utilizado no cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais em varias espécies, mantendo a viabilidade, reduzindo a apoptose e
promovendo o crescimento folicular (GUTIERREZ et al., 2000; SARAIVA et al., 2010;
BARROS et al., 2013). Entretanto, os meios comerciais e suplementos séo caros, 0
gue torna os sistemas de cultivo in vitro mais onerosos. Diante disso, buscam-se
meios alternativos, que possam minimizar os custos, destacando-se o0 uso de
produtos naturais do bioma Caatinga, como as plantas medicinais.

Dentre as plantas mais conhecidas da Caatinga, a Amburana cearensis
(Alleméo) A.C. Smith (ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007; CARTAXO et al., 2010),
popularmente conhecida como "Cumaru", "Amburana de cheiro" ou "Umburana”, tem
demonstrado efeito antioxidante in vitro (LEAL et al., 2010). Esta planta possui

compostos fenolicos, especialmente flavonoides, fendis e glicosideos (acido galico,
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acido protocatecuico, acido p-cumarico, quercetina e amburosideos A e B)
(CANUTO; SILVEIRA, 2006; GOUVEIA et al., 2015), que podem atuar como
antioxidantes naturais, reduzindo os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS),
peroxidacdo lipidica, danos no DNA e modulando a expressdo de enzimas
antioxidantes, como a glutationa (GSH), em diferentes tipos celulares (MARTIN-
ARAGON et al., 1998; LEAL et al., 2005; RUIJTERS et al., 2013; KIM et al., 2014)
Estudos recentes realizados por nossa equipe mostraram que o extrato de A.
cearensis pode ser utilizado na conservagéo de tecido ovariano caprino a 4°C por 6
h, mantendo as porcentagens de foliculos normais semelhantes as observadas no
meio controle (MEM) (GOUVEIA et al., 2015). Este extrato pode ainda ser utilizado
como meio de cultivo de foliculos pré-antrais ovinos, mantendo a sobrevivéncia e
estimulando o desenvolvimento folicular in vitro (BARBERINO et al., 2015).
Entretanto, ainda ndo ha estudos avaliando o efeito do extrato de A. cearensis,
adicionado ou ndo de suplementos e/ou FSH, sobre o desenvolvimento in vitro de

foliculos pré-antrais caprinos isolados.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1. Oogénese e foliculogénese em mamiferos

O ovario mamifero € constituido por diferentes tipos celulares e caracteriza-se
estrutural, funcional e morfologicamente por conter milhares de estruturas
denominadas de foliculos ovarianos (LEITAO et al., 2009). O foliculo ovariano
contém um odcito circundado por células da granulosa e/ou tecais (FIGUEIREDO et
al.,, 2007) e desempenha funcbes exocrina (ovulacdo do oécito) e enddcrina
(producdo e secrecdo de esterdides e peptideos). Sabe-se que, em todas as
espécies mamiferas, o ovario € composto de duas regides distintas, uma medular e
outra cortical, circundado pelo epitélio germinal (Figura 1) (BAILLET; MANDON-
PEPIN, 2012). Na maioria das espécies, a medula ovariana esta localizada mais
internamente e consiste de um arranjo irregular de tecido conjuntivo fibroelastico e
um extensivo tecido nervoso e vascular que chega ao ovério através do hilo (SILVA,
2005). Ja na regido cortical, mais externamente, estéo localizado foliculos ovarianos,
em distintos estagios de desenvolvimento, corpos lateos, hemorragicos e albicans
(LIU et al., 2006; RICHARDS; PANGAS, 2010).

Na maioria das fémeas mamiferas, a formacdo dos foliculos ovarianos,
unidades morfofuncionais do ovario, inicia-se ainda no periodo pré-natal e engloba
0S processos de oogénese e foliculogénese (FIGUEIREDO et al., 2008; MATSUDA
et al., 2012). A oogénese inicia-se antes e termina apos a foliculogénese (LIM;
CHOI, 2012). A oogénese consiste na formacdo, crescimento, capacitacdo e
maturagdo do odcito (HENNET; COMBELLES, 2012), tendo o seu inicio marcado
pela migracdo das células germinativas primitivas (CGP), originarias do endoderma
do saco vitelinico, para a regido das gbnadas primitivas. No inicio da fase ativa da
sua migracdo, as CGP modificam as suas caracteristicas morfoldégicas e
bioquimicas, adquirindo uma forma alongada (PALMA et al., 2012). Alguns fatores
podem atuar na formacgdo das CGPs (Proteina Morfogenética Ossea 2/4/8b — BMP
2/4/8b), outros na sobrevivéncia (Kit Ligand - KL e Fator Inibitério da Leucemia -
LIF), migracdo (KL) ou diferenciacdo destas células (Fator de Crescimento
Fibroblastico 2 - FGF-2 e Fator de Necrose Tumoral-alfa - TNFa) (VAN DEN HURK;
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ZHAO, 2005). Defeitos no desenvolvimento, migracdo ou proliferagdo das CGPs
podem levar a seu esgotamento, gerando um possivel quadro de infertilidade
precoce (JAGARLAMUDI et al, 2012).

Figura 1 - Desenho esquematico do ovario mamifero.
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Fonte: Adaptado de ROSSETO, 2013

Apss um processo marcado pelo crescimento celular e pela redistribuicdo de
organelas citoplasmaticas, as CGP dentro do ovario multiplicam-se ativamente e
transformam-se em oogobnias, as quais possuem alta atividade mitotica e
transcricional. Em seguida, as oogbnias entram na primeira divisdo meiotica e se
transformam em odcitos primarios, passando pelos estagios da profase | (leptéteno,
zigbéteno, paquiteno e dipléteno). No estagio de dipléteno ou vesicula germinativa da
préfase |, ocorre a primeira interrupcdo da divisdo meidtica dos odécitos primarios,
gue permanecem neste estagio até a puberdade (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005;
FIGUEIREDO et al., 2008; CHEN et al., 2012). Assim como a oogbnia, 0 odcito
primario é diploide contendo dois conjuntos completos de cromossomos (2n) (LIM;

CHOI, 2012). Com a liberacéo do pico pré-ovulatorio do Hormonio Luteinizante (LH)
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e consequente retomada da meiose, ocorre a formacdo de odcitos secundarios
haploides (n) e a segunda parada da meiose, na fase de metafase Il (HUTT;
ALBERTINI, 2007). A meiose sera retomada novamente apdés a fecundacdo do
oocito pelo espermatozoide, originando o odcito haploide fecundado, marcando,
assim, o fim do desenvolvimento oocitario (FIGUEIREDO et al., 2008).

Simultaneamente & oogénese, ocorre a foliculogénese, que é definida como o
processo de formacdo, crescimento, maturacdo folicular (ROCHA et al., 2013),
iniciando com a formacédo do foliculo primordial e culminando com o foliculo de
DeGraaf ou pré-ovulatorio (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). A foliculogénese é um
processo complexo que depende de numerosos fatores, incluindo os fatores extra e
intra-ovarianos (LIM; CHOI, 2012).

Ao longo do desenvolvimento folicular, a morfologia dos foliculos é alterada,
sendo verificado o crescimento do odcito, a multiplicacao e diferenciacao das células
da granulosa, bem como o aparecimento das células tecais (BRISTOL-GOULD;
WOODRUFF, 2006). Com base nas mudancas morfologicas observadas durante a
progressao folicular, os foliculos podem ser classificados em: ) pré-antrais ou néo-
cavitarios, que abrangem os foliculos primordiais, de transicdo, primarios e
secundarios; e em Il) antrais ou cavitarios, compreendendo os foliculos terciarios e
de De Graaf ou pré-ovulatorios (SILVA et al.,, 2004). A Figura 2 ilustra algumas

etapas relacionadas aos processos de oogénese e foliculogénese.

Figura 2 - Representacdo esquematica dos processos de o0o0génese e

foliculogénese.
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2.1.1.1. Formacéo e caracterizagdo dos foliculos pré-antrais

Os foliculos pré-antrais representam 90% da populacdo folicular e séo
responsaveis pela renovacdo continua de foliculos antrais no ovario (KATSKA-
KSIAZKIEWICZ, 2006). Os foliculos primordiais, que sé@o os foliculos mais precoces
presentes no ovario e que representam 95% dos foliculos pré-antrais, sdo formados
guando os odcitos imaturos (em profase | da meiose) comecam a ser circundados
por uma camada de células somaticas pavimentosas denominadas de células da
pré-granulosa (FORTUNE et al., 2013). Estes foliculos sdo considerados o pool de
estoque de foliculos ovarianos (FIGUEIREDO et al., 2008) e encontram-se em
quiescéncia no ovario (BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006).

O desenvolvimento dos foliculos primordiais pode ocorrer dias, meses ou
anos apo6s a sua formacgédo (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005) e a sua transi¢do para o
estagio de primario pode ser prolongada, sendo possivel observar foliculos com
células da granulosa de morfologia pavimentosa e cubica que séo classificados, por
alguns autores, como foliculos de transicdo (SILVA et al., 2004). Os foliculos
primarios, por sua vez, contém uma Unica camada completa de células da granulosa
de morfologia cubica circundando o o6cito (FORTUNE, 2003; SKINNER, 2005). A
proliferacdo e mudanca na morfologia das células da granulosa de pavimentosas
para cubicas, formando o foliculo de transicdo (contendo células com morfologia
pavimentosa e cubica) e, em seguida, o foliculo primario (contendo apenas células
cubicas) da inicio ao crescimento folicular, também chamado de ativacdo (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005). Entretanto, os mecanismos e fatores envolvidos no processo
de ativacéao folicular ainda nédo sao bem elucidados.

Até o0 momento, sabe-se que o crescimento folicular inicial é dependente de
fatores reguladores autécrinos e paracrinos e independente da acdo de
gonadotrofinas (KRISTENSEN et al., 2015). Dentre os fatores relacionados com a
ativacdo de foliculos primordiais, podem ser destacados o KL (ratas: PARROT,;
SKINNER, 1999; ovino: CAVALCANTE et al., 2015), FGF-2 (cabras: MATOS et al.,
2007a), Fator de Crescimento Epidermal (EGF) (cabras: CELESTINO et al., 2009) e
Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-1 (IGF-1) (cabra: MARTINS et al.,
2010; COSTA et al., 2014), LIF (ratas: NILSSON et al., 2002). Além destes, estudos
demonstraram que fatores transcricionais também estdo envolvidos no inicio do

crescimento do foliculo primordial, requerendo a expresséo de alguns fatores, como
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a via de sinalizacéo fosfatidilinositol-3-quinases (PI3K). Como em outros sistemas
organicos, a via de sinalizacdo PI3K controla a ativacdo de foliculos primordiais
através do fator de transcricdo Forkhead BOX O3 (FOXO3) (JOHN et al, 2008;
REDDY et al., 2008). Isto foi demonstrado pela supressédo especifica da fosfatase
lipidica especifica do odcito (Pten), um antagonista potente da via PI3K. A Figura 3
demonstra que a supressao de Pten leva a ativacdo da proteina quinase AKT
induzida pela via PI3K, hiperfosforilacdo do FOXO3, exportacdo nuclear do FOXO3

e ativacao do foliculo primordial no ovario (JO et al., 2007; REDDY et al., 2008).

Figura 3 — Representacdo esquematica da atuacdo da via PI3K/AKT/FOXO3 na

ativacao de foliculos primordiais.
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Com a formacao do foliculo primario e a multiplicacdo das suas células da
granulosa, ocorre a formacgéo de varias camadas destas células ao redor do odcito,
formando os foliculos secundarios. Nesta categoria folicular, a presenca da zona
peltucida (ZP) circundando o odcito ja é claramente visivel (LUCCI et al., 2001).
Durante o seu crescimento, 0 o0cito secreta uma glicoproteina de membrana que
dara origem a zona pellcida. A ZP forma uma camada protetora ao redor do odcito e
€ constituida por trés glicoproteinas (ZP1, ZP2 e ZP3), com a expressao da ZP2 ja
acontecendo em foliculos primordiais (ARAUJO et al., 2014), sugerindo que material
da ZP estédo presentes desde o inicio da foliculogénese. Além disso, 0 crescimento
folicular apés o estagio de foliculo primario é também caracterizado pelo

aparecimento das células da teca recrutadas de seus precursores, presentes no
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tecido circundante do estroma (PARROTT; SKINNER, 2000) e pelo acoplamento
das células da granulosa, formando as junc¢des gap com o odcito, que atravessam a
ZP (SOYAL et al., 2000). As células da teca sdo fundamentais para o crescimento
folicular, pois séo a principal fonte de sintese de andrégenos no ovario, fornecendo
precursores para a sintese de estrogeno nas células da granulosa (OKTEN;
URMAN, 2010). As juncdes gap, por sua vez, facilitam a comunicagéo bidirecional e
permitem a transferéncia de nutrientes, aminoacidos, nucleotideos, horménios,
fatores de crescimento e sinais estimuladores e inibidores da meiose. Por meio das
juncbes gap ou pelo contato célula-célula na superficie celular, o o6cito em
desenvolvimento pode promover o crescimento e a diferenciagcdo das células
foliculares, enquanto as células da granulosa asseguram o crescimento e
diferenciacéo do odcito (VAN DEN HURK; ZHAOQO, 2005).

2.1.1.2. Formacgao e caracterizagdo dos foliculos antrais

Com o crescimento dos foliculos secundarios e organizacdo das células da
granulosa em varias camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta de
liquido folicular, entre as camadas de células da granulosa, denominada antro,
caracterizando os foliculos terciarios. A partir desse estagio, o diametro dos foliculos
aumenta significativamente, devido ao crescimento do odcito, as células da
granulosa e da teca se multiplicam, ocorre um aumento da vascularizacdo da
camada da teca e um aumento da cavidade antral (SANCHEZ; SMITZ 2012,
OKTEN; URMAN, 2010). Esta ultima possui um fluido composto de importantes
substancias para a manutencdo do odcito, como agua, eletrolitos, proteinas séricas
e alta concentracdo de hormonios esteroides, secretados pelas células da granulosa
(BARNETT et al., 2006). Nos foliculos antrais, as células da teca sofrem alteracdes
morfologicas e funcionais, e aquelas células localizadas proximas da membrana
basal sdo denominadas teca interna, enquanto as localizadas perifericamente sdo
classificadas como teca externa. As células da granulosa sdo diferenciadas em
células do cumulus (préximas ao odcito) e células murais (MAGALHAES et al.,
2009).

O desenvolvimento dos foliculos antrais é caracterizado por uma fase
dependente de gonadotrofinas, as quais irdo desencadear 0s mecanismos de

crescimento, recrutamento, selecdo e dominancia folicular (VAN DEN HURK; ZHAO,
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2005). Acredita-se que a dominancia folicular inicia-se quando os foliculos maiores
passam a produzir altos niveis do IGF-1, estradiol e inibina, responsaveis por
modular a liberacdo de FSH pela adenohipofise (DRIANCOURT, 2001). No ultimo
estagio do desenvolvimento folicular, observa-se a formacédo do foliculo pré-
ovulatério. Este é caracterizado por um odcito circundado por células da granulosa
especializadas que sdo denominadas de células do cumulos. As células da
granulosa de foliculos pré-ovulatérios param de se multiplicar em resposta ao LH e
iniciam o programa final de diferenciacdo. A ovulacao do odécito e células do camulus
ocorrem em resposta ao pico pré-ovulatério de LH (MATSUDA et al., 2012). Em
todas as espécies, a formacdo de foliculos pré-ovulatérios ocorre, geralmente, a
partir da puberdade (DRIANCOURT, 2001).

2.1.2. Populagéo e atresia folicular

Um dogma da biologia da reproducdo das fémeas defende que a reserva
folicular é definida na vida fetal ou logo apds o nascimento, sendo esta uma fonte
ndo renovavel, a qual é reduzida significativamente com a idade. Entretanto, estudos
atuais indicam que pode haver a formacdo de o0citos apds o0 nascimento
(JOHNSON et al.,, 2004; WHITE et al., 2012), marcando, assim, o surgimento da
teoria da neofoliculogénese. Estudo recente demonstrou o nascimento de filhotes de
camundongos ap6s a fecundacéo in vitro de odécitos originados a partir de células-
tronco germinativas (ZOU et al., 2009). Estes estudos apontam para uma grande
mudanca de paradigma na biologia reprodutiva de fémeas mamiferas. No entanto,
outros estudos devem ser realizados na tentativa de demonstrar a ocorréncia da
neofoliculogénese em outras espécies, bem como a capacidade de
desenvolvimento, maturacdo e fecundacdo destes odcitos formados apds o
nascimento.

Independente da neofoliculogénese, a populacédo folicular difere entre as
espécies, sendo que os foliculos pré-antrais representam 90% do total de foliculos
presentes no ovario e constituem o estoque de gametas femininos, podendo estes
crescerem naturalmente in vivo ou estarem aptos ao crescimento e maturacao
quando cultivados in vitro (FIGUEIREDO et al., 2011; LIMA et al., 2013). A
populacao folicular caprina € de aproximadamente 35.000 (LUCCI et al., 1999).

Apesar desta grande populacdo folicular presente no ovario caprino, a quase
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totalidade dos foliculos, ou seja, 99,9%, ndo alcanga a ovulagdo, morrendo por um
processo fisiolégico denominado atresia (MATSUDA et al., 2012). Apesar da grande
perda folicular, este € um processo importante para a manutencdo da ciclicidade
ovulatoria animal (AMSTERDAM et al., 2003). O processo de atresia folicular nos
animais domesticos e primatas tem inicio ainda na vida fetal (PALMA et al., 2012) e
pode ocorrer por via apoptotica ou pelo processo degenerativo de necrose (CHEN et
al., 2005; VALDEZ et al., 2005).

O processo de apoptose é controlado por proteinas intracelulares (proteinas
anti e pré-apoptoéticas) e € o principal responsavel pela perda da reserva ovariana
(GOUGEON, 2010). Sabe-se que este é um evento geneticamente programado,
caracterizado por uma série de alteragcbes bioguimicas e morfolégicas, como a
extensiva perda de volume celular, condensacdo da cromatina, fragmentacdo do
DNA e formacado de corpos apoptoticos (RACHID et al., 2000). De modo geral, dois
mecanismos participam da apoptose: um mecanismo € desencadeado pela ligacao
de moléculas de morte celular com os receptores da superficie (eventos de morte
mediada pelo receptor), caracterizando a via extrinseca da apoptose, enquanto o
outro é gerado por sinais que surgem no interior da célula (eventos mediados por
mitocbndrias), caracterizando a via intrinseca da apoptose (HUSSEIN et al., 2003;
Figura 4).

A via extrinseca € iniciada por hormonios extracelulares ou agonistas que
pertencem a superfamilia do Fator de Necrose Tumoral (TNF), incluindo o TNF-q,
Fas/CD95 ligante, Apo2 e TRAIL. Estes agonistas reconhecem e ativam seus
receptores correspondentes, os membros da familia de receptores de TNF/NGF, tais
como TNFR1, Fas/CD95 e Apo2. Em seguida, através de uma série de interacfes
proteina-proteina, envolvendo dominios, que incluem o dominio de morte e o
dominio efetor de morte, os receptores irdo recrutar proteinas adaptadoras
especificas para formar um complexo, chamado complexo de sinalizacédo indutor de
morte (DISCO). Este complexo recruta e ativa a caspase iniciadora (caspase-8), que
ativam as caspases executoras, tais como a caspase-3 e caspase-7 (JIANG; WANG,
2004), responsaveis pela clivagem de proteinas essenciais, conduzindo a morte
celular (HUTT, 2015).

J& a via intrinseca € ativada por estresses intracelulares (EROs, auséncia de
fatores de crescimento e horménios), que podem afetar a mitocondria, e determinam

a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (MOMP). Esta, por sua vez,
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resulta na dissipacao do potencial da membrana mitocondrial e, por conseguinte, na
cessacao da producao de adenosina trifosfato (ATP), assim como liberacdo de uma
série de proteinas que contribuem para a ativacdo da caspase (GREEN; KROEMER,
2004; YIVGI-OHANA et al.,, 2011). Dentre estas proteinas, estdo o citocromo C,
Fator Indutor da Apoptose (AIF) e a endonuclease G (endo G). Uma vez liberado, o
citocromo C liga-se a Apaf-1 induzindo a formacdo de um complexo grande,
conhecido como o0 apoptossomo, que recruta a caspase-9. No apoptossomo, a
caspase-9 € ativada e clivada e ira ativar moléculas adicionais, como a caspase-3,
desencadeando a apoptose (FAVALORO et al., 2012).

Figura 4 - Representacdo esquematica das principais vias moleculares que levam a

apoptose.
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No que se refere a via degenerativa, a isquemia pode ser uma das principais
causas da morte folicular (FARBER, 1982), causando alteracfes na permeabilidade
da membrana celular, aumento de agua intracelular, vacuolizacdo citoplasmatica e,

consequentemente, degeneracéo (BARROS et al., 2001).
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Apesar de ser um processo natural, diversos sdo os fatores que podem
favorecer a ocorréncia da atresia folicular. Entre eles, podem-se destacar: ligacdo de
moléculas especificas a receptores de membrana (integrinas), radiacdo ionizante,
agentes farmacoldgicos, danos no DNA, choque térmico, privacdo de fatores de
crescimento e baixa quantidade de nutrientes. Estes fatores podem levar a
ocorréncia de estresse oxidativo na célula, através do aumento nos niveis de EROs
ou diminuicdo na producdo de enzimas antioxidantes, bem como alteracbes no
metabolismo energético do odcito (KIM; LEE, 2000; YUCEBILGIN et al., 2004;
WANG et al., 2015).

2.1.2.1. Estresse oxidativo e metabolismo energético folicular

O estado oxidativo e o metabolismo energético adequados sdo pré-requisitos
para se evitar o processo de atresia e para que haja, assim, um desenvolvimento
oocitario adequado. O desequilibrio entre a geracdo de EROs e a capacidade dos
sistemas de defesa antioxidantes para elimina-las tem sido reconhecido como um
fator de risco ao foliculo. As EROs sdo formadas atraves de vazamento de elétrons
da mitocondria para membrana interna durante a fosforilacdo oxidativa e geragéo de
ATP. Estes elétrons séo transferidos para a molécula de oxigénio, resultando num
elétron ndo emparelhado na O6rbita. Isto conduz a geracdo da molécula de
superéxido (KOWALTOWSKI, 2004)

As EROs tém influéncia na expressdo de varios genes envolvidos no
metabolismo e em vias de transducéo de sinais, agindo, portanto, como “moléculas
sinalizadoras” ou “mensageiros secundarios” (BARBOSA et al.,, 2014), estando
envolvidas em funcdes fisioldgicas fundamentais as células e ao préprio organismo
(incluindo mecanismos de defesa celular). Por outro lado, as EROs, quando
acumuladas, podem reagir com moléculas biologicas (BARBOSA et al., 2014) e
funcionar como sinalizadoras e indutoras de processos que causam injdrias as
células, como a peroxidacdo dos lipidios das membranas, danos ao DNA e morte
celular por apoptose ou necrose. Os niveis intracelulares dessas substancias é que
vao determinar se a célula continua viva ou morre por apoptose ou necrose (LIMA-
VERDE et al., 2007).

O estresse oxidativo pode levar a danos irreversiveis ao ovario.

Consequéncias desse estresse podem provocar alteracdes negativas nos processos
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de maturacdo e fecundacdo dos odcitos, bem como de cultivo dos provaveis
embrides (ANDRADE et al., 2010). Em foliculos, a falha dos mecanismos de defesa
antioxidantes para neutralizar o estresse oxidativo permite que EROs alterem o
estado redox celular (reducédo-oxidacdo), com a diminuicdo da capacidade
antioxidante total (OYAWOYE et al., 2003), promovendo danos a célula, podendo
culminar em morte.

Uma das organelas importante no processo de atresia folicular e na
manutencdo do estado energético adequado é a mitocondria. Esta organela fornece
ATP para célula por meio da oxidagdo fosforilativa. Durante esse processo, 0S
elétrons de alta energia derivados da oxidagdo sdo carregados pelo NADH
(dinucleotideo de nicotinamida e adenina) + H e FADH:2 (dinucleotideo de flavina e
adenina) para membrana interna da mitocndria através de uma cadeia
transportadora de elétrons que converte elétron em ATP. Disfun¢des na mitocondria
ja foram associadas a infertilidade (RAMALHO-SANTOS, 2009; SCHUBERT, 2015).

A mitocdndria também participa de vias apoptéticas, consumindo 85% do
oxigénio da célula, o que faz dela a maior produtora de EROs. A producdo excessiva
de EROs pode causar dano ao DNA, oxidacao de proteinas e lipideos ou liberagcéo
do citocromo B no espago extramitocondrial. Esta liberagdo no citoplasma
desencadeia a ativacdo de uma série de enzimas proteoliticas, incluindo caspases-
3, 6 e 7 que regulam a apoptose. Além disso, a GSH e outras enzimas antioxidantes,
Incluindo glutationa peroxidase 1 e 4 (GPX1 e GPX4), exercem importante funcéo na
manuteng¢do do balango redox da mitocondria. Essas enzimas catalisam a redugéo
de peréxido de hidrogénio e peroxido lipidico em dgua com o GSH atuando como
doador de elétron (OTT et al., 2007). Durante o desenvolvimento do odcito, o
namero de mitocondrias varia de aproximadamente 10 nas CGP pré-migratorias e
atinge 200 na fase de oogdnia. OOcitos primarios contém aproximadamente 6.000
mitocondrias e durante a maturacao citoplasmatica o nimero aumenta para torno de
100.000 (CUMMINS, 2004).

As biotécnicas reprodutivas tém proporcionado grande auxilio na
compreensao da fisiologia do desenvolvimento folicular, especialmente no que se
refere aos processos de crescimento, estado metabolico, estresse oxidativo e
atresia. Dentre essas técnicas, destaca-se a Manipulagdo de Odcitos Inclusos em
Foliculos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA).
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2.1.3. Biotécnica de MOIFOPA

A MOIFOPA, também conhecida como “Ovario Artificial’, € uma biotécnica da
reproducdo que vem sendo aprimorada nos ultimos tempos, auxiliando no
desenvolvimento de pesquisas fundamentais e contribuindo para elucidacéo dos
mecanismos envolvidos na foliculogénese inicial. Desta forma, a MOIFOPA tem
como objetivos o resgate ou isolamento dos foliculos pré-antrais a partir dos ovarios
antes que eles sofram o processo de atresia, conservar estes foliculos visando a
estocagem por um curto (resfriamento) ou longo (congelagéo) periodo, cultivar os
foliculos pré-antrais e, consequentemente, os od6citos imaturos neles inclusos, até
sua completa maturacao, prevenindo-os da atresia, e proporcionar a producédo de
embrides em larga escala no futuro (FIGUEIREDO et al., 2008). Para alcancar tais
objetivos, os mais variados sistemas e meios de cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais de espécies mamiferas estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de reduzir
a atresia e, consequentemente, aumentar a producdo de odcitos maturos
(FIGUEIREDO et al., 2011; FAUSTINO et al., 2011).

2.1.4. Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € uma etapa de extrema importancia
da biotécnica MOIFOPA, pois a partir dessa etapa, pode-se produzir odcitos que
poderdo ser utilizados em outras biotécnicas, como a producao in vitro de embrifes,
transferéncia nuclear, producdo de animais transgénicos, desenvolvimento de
células-tronco embrionarias, dentre outras (FIGUEIREDO et al., 2009). Além disso, o
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € uma ferramenta que permite aperfeicoar o
conhecimento basico sobre os mecanismos envolvidos na foliculogénese ovariana
(ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010). Este sistema também é
utilizado para estudar a importancia de horménios (ROCHA et al., 2013) e fatores de
crescimento (SILVA et al.,, 2012), buscando o meio de cultivo ideal para o
desenvolvimento folicular.

O foliculo ovariano pode ser cultivado de duas maneiras: isolado ou incluso
em tecido ovariano (FIGUEIREDO et al.,, 2011). O cultivo de foliculos isolados,
especificamente, permite o monitoramento individual do crescimento folicular, bem

como verificar o efeito in vitro de diferentes substancias sobre cada etapa do seu
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desenvolvimento (ABIR et al., 2001). Este sistema pode ainda ser realizado de forma
bidimensional (2D) (LORET DE MOTA et al., 2004; BARROS et al., 2013), na qual o
foliculo pode ser cultivado diretamente sobre uma superficie, ou em um sistema
tridimensional (3D), quando o foliculo é cultivado incluso numa matriz extracelular
(ARAUJO et al., 2014). Recentemente, McLaughlin; Telfer (2010) combinaram um
sistema de cultivo de dois passos, em que foliculos primordiais bovinos foram
cultivados até o estagio secundario inclusos em tecido ovariano (in situ) e, em
seguida, foram isolados para posterior crescimento in vitro. Entretanto, estes autores
ndo alcancaram estagio de embrido, necessitando, desta forma, de mais estudos
para este tipo de cultivo.

Independente do sistema utilizado, ao longo dos anos, um notavel progresso
tem sido observado no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais em diferentes espécies
animais. Nas espécies bovina (GUTIERREZ et al., 2000), canina (SERAFIM et al.,
2010) e humana (TELFER et al.,, 2008), foliculos pré-antrais isolados foram
cultivados in vitro e se desenvolveram até o estagio antral. Em caprinos, a partir de
foliculos pré-antrais crescidos in vitro, obteve-se, pela primeira vez, a producéo de
um embrido até o estagio de mérula (MAGALHAES et al., 2010). Além disso, em
suinos (WU; TIANG, 2007), bubalinos (GUPTA et al, 2008) e ovinos
(ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010; LUZ et al., 2012), obteve-
se a producédo de embrides apds maturacao e fertilizacdo in vitro de odcitos oriundos
de foliculos secundérios crescidos in vitro. Em camundongos fémeas, por sua vez,
utilizando um sistema de cultivo em dois passos (cultivo de ovario inteiro seguido de
cultivo de foliculos secundarios isolados), ja foi relatado a producéo de embrides e o
nascimento de camundongos viaveis (59 crias) a partir oécitos de foliculos
primordiais cultivados in vitro (O’'BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003).

Embora importantes conquistas tenham sido obtidas, esta biotécnica ainda
nao tem aplicabilidade comercial, devido as condigbes de cultivo serem
inadequadas, levando a produgdo de um numero baixo e varidvel de embries. Um
fator que influencia significativamente o desenvolvimento folicular in vitro é a
composicdo do meio de cultivo. Sabe-se que para o crescimento in vitro dos
foliculos, existem componentes fundamentais que devem estar presentes nos meios
de cultivo, como nutrientes, eletrdlitos, antioxidantes, aminoécidos, substratos

energéticos, vitaminas, horménios e fatores de crescimento (PICTON et al., 2008).
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2.1.4.1. Meios utilizados no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Diversos meios de cultivos comerciais ja foram desenvolvidos para o cultivo
de células. Dentre eles, pode-se destacar o a-MEM, que ja foi utilizado em diferentes
espécies, mantendo a viabilidade e promovendo o crescimento folicular (SILVA et
al., 2010; BARROS et al., 2013). Xu et al. (2006) obtiveram prole fértil apds um
cultivo 3D de foliculos secundéarios de murinos utilizando a-MEM. Este € um meio
rico em substancias, como eletrdlitos, antioxidantes, aminoacidos, substratos
energéticos e vitaminas (PICTON et al., 2008). Apesar disso, estudos vém
mostrando a necessidade de adicionar outros compostos ao meio de cultivo para um
melhor desenvolvimento folicular.

Alguns estudos tém mostrado que a adicado de antioxidantes, como o selenito
de sddio, aumenta a taxa de crescimento in vitro e a maturacdo de foliculos pré-
antrais de murinos (ABEDELAHI et al., 2008; 2010). Uhm et al. (2007) mostraram
qgue o selénio, adicionado ao meio de cultivo, aumentou a taxa de formacdo de
blastocistos e a expresséo da glutationa peroxidase, diminuindo, consequentemente,
a apoptose em embrides suinos. Além disso, a transferrina é relatada como uma
importante substancia a ser adicionada ao meio, pois alguns autores sugerem que 0
processo de maturacédo folicular esta relacionado aos altos niveis de transferrina e
seus receptores na célula (DEMESTERE et al., 2005). O acido ascérbico também é
um importante antioxidante utilizado no meio de cultivo in vitro. Trabalhos
demonstram que esta substdncia promove a manutencdo da viabilidade e o
desenvolvimento folicular em caprinos (ROSSETTO et al., 2009; SILVA et al., 2011)
e também, auxilia na ativacéo folicular em bovinos (ANDRADE et al., 2012). Além
desses componentes antioxidantes, substratos energéticos como a glutamina e a
hipoxantina, quando adicionados ao meio de cultivo de base, mantém a
porcentagem de foliculos morfologicamente normais durante o cultivo (FIGUEIREDO
et al., 1994; SILVA et al., 2004). A insulina é adicionada ao meio de cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais como um fator de sobrevivéncia devido ao efeito sobre a
proliferacéo e diferenciacéo de varios tipos de células (BOSSAERT et al. 2010).

Outros estudos testaram a adicdo de hormonios (ARUNAKUMARI et al.,
2007; BARROS et al., 2013) e fatores de crescimento (TANG et al., 2012) ao meio
de cultivo. Um horménio que vem sendo amplamente estudado é o FSH, sendo

testado isoladamente ou em associacdo com antioxidantes. Durante 14 dias de
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cultivo in situ de foliculos pré-antrais caprinos, a combinacéo de acido ascérbico (50
mg/mL) e FSH (50 ng/mL) manteve a integridade ultra-estrutural e promoveu
ativacdo e crescimento folicular (ROSSETTO et al.,, 2009). Barros et al. (2013)
demonstraram que a adicdo de concentracdes definidas de melatonina e/ou de FSH,
adicionados ao meio base de forma sequencial, mantiveram a sobrevivéncia folicular
e promoveram o crescimento do odcito apos 12 dias de cultivo de foliculos pré-
antrais caprinos isolados. Outro estudo demonstrou que a associacao entre FSH e
Tiroxina no meio de cultivo de foliculos pré-antrais isolados de ovelhas, seguido de
maturacdo in vitro, aumentou as taxas de oo0citos em estagio de metéafase Il
(ARUNAKUMARI et al., 2007).

Além desses suplementos que sao utilizados com frequéncia no cultivo,
outras substancias ja foram testadas, principalmente por conta de seu efeito
antioxidante. A Coenzima Qio0, quando suplementada no meio de cultivo, aumentou
a capacidade antioxidante total de foliculos pré-antrais isolados de camundongos
(KASHKA, ZAVAREH; LASHKARBOLUK, 2015). Outra substancia foi o acido alfa
lipéico, que promoveu o desenvolvimento de foliculos pré-antrais de camundongos
cultivados in situ (TALEBI et al., 2012). Lima-Verde et al. (2009) demonstraram que
o a-tocoferol e a ternatina promovem a ativacdo folicular apds cultivo in situ de
foliculos pré-antrais caprinos.

Entretanto, é importante ressaltar que os meios de cultivo comerciais, tais
como o a-MEM, possuem um custo elevado, encarecendo assim as pesquisas.
Diante disso, o uso de meios alternativos, como extratos de plantas medicinais, pode

ser uma estratégia promissora e de baixo custo para o cultivo de foliculos ovarianos.

2.1.5. Uso terapéutico de plantas medicinais

Varios estudos tém demonstrado que as populacdes locais da regido do
Semiarido Brasileiro possuem um vasto conhecimento sobre a utilidade medicinal de
determinadas espécies de plantas, o que pode contribuir para a conservacdo da
biodiversidade e sua fung&o dentro do ecossistema. Além disso, o interesse popular
no uso de plantas medicinais tem crescido consideravelmente, com consequente
aumento dos estudos enfocando essas plantas na regido do Semiarido Brasileiro.
Entretanto, a maioria desses estudos € descritivo, sendo raros aqueles que realizam

testes in vitro para avaliar o efeito de plantas medicinais (ALBUQUERQUE;
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OLIVEIRA, 2007), o que seria de grande importancia para aumentar o conhecimento
sobre a biodiversidade e a necessidade de garantir o uso sustentavel dos recursos
naturais. Alguns autores observaram que dentre as cinco espécies nativas da
caatinga consideradas mais importantes para indicacdes terapéuticas locais, a mais
citada pelas comunidades foi a Amburana cearensis (Allem&o) A.C. Smith
(ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007; CARTAXO et al., 2010).

2.1.5.1. Uso e aplicacdes da Amburana cearensis

A A. cearensis (Allemédo) A.C. Smith (Fabaceae) € uma planta arbdrea,
popularmente conhecida no Nordeste Brasileiro como "Cumaru”, "Amburana”,
"Amburana de cheiro", "Emburana de cheiro" ou "Umburana" (ALBUQUERQUE et
al., 2007; LEAL et al., 2010; Figura 5). Esta espécie atinge altura de 4-10 m nas
regibes de caatinga e € recomendada para trabalhos visando a recuperacdo de
areas degradadas (MAIA, 2004), sendo uma planta de grande importancia
econdmica e social para as comunidades da regido do Semiarido Brasileiro. A A.
cearensis vem sendo largamente utilizada devido aos seus efeitos antibacteriano,
antifngico,  antinociceptivo,  antiinflamatério,  broncodilatador,  analgésico,
antiespasmadico e antioxidante (ALBUQUERQUE et al., 2007; LEAL et al., 2010).
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Figura 5 - Figura representativa da Amburana cearensis (A) e suas diferentes

Fonte: Adaptado de PEREIRA, 2011

Dentre os compostos identificados na casca e nas folhas da A. cearensis,
podem-se destacar cumarinas, flavondides (isocampferideo, kampferol, afrormosina,
4’-metoxi-fisetina, quercetina e epicatequina), fendis (acido protocatecuico, acido
galico e acido p-cumarico) e glicosideos (amburosideos A e B) (BRAVO et al., 1999;
CANUTO; SILVEIRA, 2006; GOUVEIA et al., 2015). Sabe-se que as cumarinas
apresentam atividades antiinflamatéria, analgésica, antimicrobiana, antitumoral,
antimalérica, leishmanicida e antichagasica, além de ndo apresentarem toxicidade
em doses usuais (HIGGINS et al.,, 1978; ADESINA, 1983; SILVEIRA; PESSOA,
2005). Gao et al. (2001) demonstraram que os flavonoides possuem atividade

antioxidante mais potente do que a vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (a-
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tecoferol) e B-caroteno. Além disso, os glicosideos fendlicos (amburosideos A e B)
possuem atividade antioxidante, antiinflamatéria e antimicrobiana. Ja foi relatado que
o amburosideo A tem efeito neuroprotetor apés o cultivo in vitro de células do
mesencéfalo de ratas (LEAL et al., 2005) e acéo sequestradora de EROs, observada
pela reducdo da atividade da peroxidativa hepatica, assim como pela restauracédo
significativa da atividade da catalase (CAT), que estdo amplamente relacionadas a
sua propriedade antioxidante (LEAL et al., 2006). Além disso, o amburosideo A nao
apresentou efeito citotoxico sobre o desenvolvimento de ovos de ourico-do-mar
(COSTA-LOTUFO et al., 2003).

Em estudo recente, demonstramos, por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), substancias com potencial antioxidante no extrato etandlico da A.
cearensis, tais como &cido galico, &cido protocatecuico, kampferol, &cido p-cumarico
e epicatequina (GOUVEIA et al., 2015).

O acido protocateuico (PCA, acido 3,4-diidroxibenzoico) é um polifenol natural
e tem sido bastante estudado devido ao seu potencial antioxidante, neuroprotetor,
cardioprotetor, antibacteriano, anticancerigeno, antidiabético, antiviral, analgésico, e
anti-inflamatério (KAKKAR; BAIS, 2014). Um estudo demonstrou que a acao
antioxidante in vitro do PCA, ocorre por meio da quelacdo de ions metalicos e
eliminacdo de EROs (LI et al.,, 2011). Em ratos, o PCA promove a diferenciacao,
facilita a sobrevivéncia e reduz a apoptose de células neuronais cultivadas in vitro
através da reducao nos niveis de EROs e aumento a atividade da enzima CAT
(GUAN et al., 2011). Além disso, o PCA mostrou efeito positivo sobre a proliferacédo
in vitro de células nervosas de ratos (GUAN et al., 2009) e de condrdcitos articulares
de coelho (LUO et al., 2015). Estudos recentes demostraram que o PCA atua como
cardioprotetor ao reduzir a taxa de apoptose e inibir a expressdo da caspase-3
ativada em cardiomiécitos de ratos in vitro (TANG et al., 2015).

O acido galico (AG; acido 3,4,5-tri-hidroxibenzéico) € um composto fendlico
(SINGH et al.,, 2004) e um antioxidante distribuido em plantas medicinais e
alimentares (KIM, 2007; CHEN et al., 2009; PANICH et al., 2012). O AG apresenta
atividade citoprotetora através do aumento dos niveis das enzimas antioxidantes
(MANSOURI et al., 2013; FERK et al, 2011) ou pela reducdo nos niveis de EROs
(FERK et al., 2011). Em ratos, por exemplo, o AG apresentou efeito neuroprotetor
contra o estresse oxidativo induzido por 6-hidroxidopamina (MANSOURI et al.,

2013). Além disso, este fenol reduziu o estresse oxidativo através do aumento nos
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niveis de GSH, GPx, GSH-redutase e GSH-S-transferase em tecido hepético (CHEN
et al., 2013).

O flavonoide kampferol € um polifenol antioxidante (CALDERON-MONTANO
et al., 2011) abundantemente encontrado no cha, brécolis, macgéas, morangos e feijao
(SOMERSET; JOHANNOT, 2008) e constitui uma parte significativa da dieta
humana (WOJDYLO; OSZMIANSKI; CZEMERYS, 2007). Utilizando rato como
modelo experimental, estudos ja demonstraram que a acdo antioxidante do
kampferol se da pela eliminacdo de EROs, preservacdo da atividade de varias
enzimas antioxidantes, como CAT, GPx e GSH-S-transferase no tecido hepético
(SHAKYA et al., 2013; RAJENDRAN et al., 2014), aumento da expressao da heme
oxigenase-1 (HO-1) em células PC12 (células derivadas de um feocromocitoma da
medula adrenal de ratos) (HONG et al.,, 2009) e neutralizacdo das propriedades
toxicas de 7-beta-hidroxicolesterol em células de musculo liso e, consequente,
reducdo da apoptose (RUIZ et al., 2006). Além disso, o kampferol apresentou efeito
protetor contra a cardiotoxicidade induzida pela doxorubicina (DOX), aumentando a
viabilidade celular e protegendo contra o estresse oxidativo (XIAO et al., 2012). Além
do efeito antioxidante, o kampferol também tem demonstrado efeito antiinflamatoério
(HAMALAINEN et al., 2007; CRESPO et al., 2008), anti-hipertensivo (LOIZZO et al.,
2007; OLSZANECKI et al., 2008) e anti-carcinogénico (ZHANG et al., 2008; KANG et
al., 2010; MYLONIS et al., 2010).

O acido p-cumarico € um acido fendlico, amplamente existente em frutas,
COmo macgas e peras, e vegetais e seus produtos, como feijdes, batatas, tomate e
cha (ZANG et al., 2000). O &cido p-cumarico € um antioxidante mais ativo do que os
derivados do acido benzdico, tais como PCA, siringico e vanilico (BALASUNDRAM
et al., 2006). Isso se deve a dupla ligacdo presente na molécula dos derivados do
acido cinamcio, que participa da estabilidade do radical por ressonancia de
deslocamento do elétron desemparelhado (WANASUNDARA et al., 1994). Abdel-
Wahab et al. (2003) mostraram que 0 acido p-cumarico protege animais contra
danos oxidativos cardiacos induzidos pela DOX, por meio do sequestro de EROs.
Zang et al. (2000), demonstraram que o acido p-cumarico reduz a peroxidacéo
lipidica e diminui o colesterol LDL em ratas.

O flavondide epicatequina, componente importante do cacau e chocolate
escuro, € um antioxidante conhecido por estar associado com menor risco de

acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca (ENGLER; ENGLER, 2006;
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STEFFEN et al.,, 2006; RAMIRO-PUIGCASTELL, 2009;). Panneerselvam et al.
(2010) mostraram que a epicatequina pode levar a protecdo cardiaca via
estimulacdo de receptores opioides e ativacdo de vias anti-apoptéticas, definindo,
assim, um mecanismo mediado por receptores de epicatequina. Um estudo
demonstrou que a epicatequina tem efeito protetor contra nefropatia induzida por
cisplatina em ratos, mesmo se o tratamento for iniciado apds a injaria da cisplatina ja
ter atingido células tubulares, sugerindo mecanismo de protecdo mitocondrial
(TANABE et al.,, 2012). Além disso, a epicatequina, encontrada no cha verde,
impediu ototoxicidade e alteragbes de membrana mitocondrial mediada por EROs
induzidos por tratamento com cisplatina (KIM et al., 2008). Outros estudos também
demonstraram que a epicatequina diminui os danos no DNA (NAIR et al., 2008;
PYUN et al.,, 2011) e protege os fibroblastos humanos no cultivo primario in vitro
contra radiacdo ionizante, bloqueando geracdo de EROs e inibindo Mitogen-
activated protein kinases (MAPKSs) (SHIN et al., 2014).

Estudos recentes realizados por nossa equipe mostraram que o extrato da A.
cearensis, na concentracdo de 0,2 mg/mL, mantém a percentagem de foliculos pré-
antrais caprinos morfologicamente normais e baixas taxas de apoptose de forma
semelhante ao meio comercial (MEM), ap6s 6 horas de conservacéo a 4°C (Gouveia
et al., 2015). Em outro estudo, o extrato da A. cearensis, utilizado como meio de
cultivo, na concentracdo de 0,1 mg/mL, sem adicdo de suplementos, manteve a
sobrevivéncia e promoveu maior desenvolvimento in vitro de foliculos secundéarios
ovinos isolados ao longo de 18 dias de cultivo, comparado ao meio controle (a-
MEM*) (Barberino et al., 2015). Mesmo alguns trabalhos mostrando o potencial do
extrato da A. cearensis na reproducdo, ainda nao existe nenhum trabalho
demonstrando o efeito do extrato da A. cearensis sobre o desenvolvimento de
foliculos secundarios caprinos cultivados isoladamente in vitro. Além disso, nao
existem trabalhos que mostrem a interacdo da A. cearensis com suplementos
rotineiramente utilizados em pesquisas, em associacdo ou ndo com o FSH, sobre o

cultivo folicular.

2.1.6. Técnicas utilizadas para avaliacdo da qualidade folicular durante e apés

o cultivo in vitro
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O cultivo in vitro, por si s0, ja € uma técnica eficaz para avaliar a morfologia e
desenvolvimento folicular, visto que a progressédo de um foliculo para qualquer que
seja 0 estagio mais avancado que o0 seu estagio inicial s6 é possivel in vitro se o
mesmo estiver primeiramente integro e também tendo suporte (utilizacdo de meios
de cultivo, umidade, temperatura, etc.) adequado para o seu desenvolvimento. No
entanto, diferentes técnicas podem auxiliar a analise folicular antes, durante e apds
o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais. A mais utilizada e simples técnica é a
utilizacdo de um estereomicroscopio para a analise subjetiva da morfologia,
avaliando parametros como normalidade, aumento do diametro e formagé&o de antro
(BARROS et al., 2013; BARBERINO et al., 2015).

Existem outras técnicas mais avancadas de avaliacdo que vém sendo
utilizadas, dentre elas, destaca-se a microscopia de fluorescéncia, que utiliza
marcadores fluorescentes que, quando excitados com radiacdo de baixo
comprimento de onda, absorvem energia e emitem luz de comprimento de onda
maior (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A microscopia de fluorescéncia é
considerada uma técnica confidvel, pratica e rapida para analisar a viabilidade
folicular (LOPES et al., 2009), bem como seu estado oxidativo e energético (SILVA
et al., 2015). Estes podem ser determinados através da avaliacdo da expressao dos
niveis intracelulares de EROs, GSH e atividade mitocondrial. Para isso, séo
utilizados marcadores fluorescentes como 2, 7’-diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA), 4-clorometil-6.8-difluoro-7-hidroxicumarina
(CellTracker® Blue) e Mitotracker® Red, respectivamente.

O H2DCFDA tem sido utilizado para a quantificacao de peréxido de hidrogénio
(H202) na célula por meio do processo da oxidacdo de dichlorofluoresceina 2'-7
'(H2DCF) a 2'-7'dichlorofluoresceina (DCF) e a forma diacetato, H:.DCFDA e seu
ester acetometil H.DCFDA-AM sao absorvidos pelas células, onde esterases
celulares ndo especificas atuam sobre ela para clivar os grupos lipofilicos,
resultando em um composto carregado, o qual é retido no interior da célula. A
oxidacdo de H2DCF por EROs converte a molécula de DCF, que é altamente
fluorescente (HELD, 2015). O resultado dessa reacdo faz com que seja observado
uma fluorescéncia verde, de diferentes intensidades, devido a diferentes
guantidades da EROs (Figura 5A).

O CellTracker® Blue, por sua vez, passa livremente através das membranas

celulares. Uma vez dentro da célula, sado transformados em produtos de reacao de
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células-impermeabilizantes. As sondas de fluorescéncia CellTracker contém um
grupo clorometilo ou bromometilo, que reage com grupos tiol, utilizando uma reagao
de GSH-S-transferase-mediada. Na maioria das células, os niveis de GSH sé&o
elevados (até 10 mM) e GSH-transferase € sempre presente. Essa reacao ira ser
observada através de uma fluorescéncia azul (Figura 5B). O Mitotracker® Red, por
sua vez, atravessa a membrana celular e se acumula nas mitocondrias com
potencial de membrana ativa, sedo observada, apds reacdo, uma fluorescéncia
vermelha (MACEDO, 2015; Figura 5C).

Para fazer a quantificacdo da intensidade da fluorescéncia emitida pelos
odcitos apos a utilizacdo deste marcadores, as imagens sao avaliadas no software
Imagem J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA), que quantifica os

pixels gerados em cada imagem, em cada odcito.

Figura 6 - Imagens fluorescentes para H2DCFDA (A), CellTracker® Blue (B) e
Mitotracker® Red (C). Barra de escala: 60 pum.

Fonte: Arquivo pessoal.

Além dos marcadores indicativos do estado oxidativo e energético do foliculo,
através da microscopia de fluorescéncia, pode-se verificar também danos no DNA
(fragmentacdo do DNA) caracteristicos do processo de apoptose. Isso € possivel
atraves do ensaio de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labeling). Nesta analise, o grupo 3’-OH do DNA fragmentado € marcado
com FITC pela enzima deoxinucleotideo transferase (Tdt), a qual catalisa a
polimerizacdo de nucleotideos modificados no terminal 3’-OH (LIMA, 2012; Figura
6A). Concomitante a avaliacdo da apoptose por TUNEL, pode-se utilizar também o
corante fluorescente Hoescht 33342, que penetra em células vivas e tem sido
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largamente empregado em citologia com a finalidade de corar cromossomos
(MATOS et al., 2007b; Figura 6B).

Figura 7 — Imagens fluorescentes demonstrando oécito com marcacao para TUNEL
(A) e Hoescht 33342 (B). Setas indicam a marcacgao fluorescente na cromatina.

Barra de escala: 60 pm.

Fonte: Arquivo pessoal.

Diante do exposto, percebe-se a importancia das técnicas para avaliacdo da
qualidade folicular para a melhoria dos sistemas de cultivo in vitro. Além disso, como
pode ser observado na revisao de literatura acima, apesar de ser uma planta de
grande importancia para as comunidades da regido do Semiarido Brasileiro, e
apresentar diversos compostos com propriedades antioxidantes, o efeito do extrato
de A. cearensis sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos

isolados ainda ndo é conhecido.
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2.2. JUSTIFICATIVA

O Vale do Sédo Francisco, com destaque para o Estado de Pernambuco,
apresenta-se como uma regido atrativa para se desenvolver a cadeia produtiva da
caprinocultura. A criagcdo de caprinos, animais adaptados a regido, € explorada
como fonte de renda (fonte de carne, pele e leite), contribuindo, especialmente, para
o desenvolvimento soOcio-econémico de pequenos produtores rurais no Semiarido
Nordestino. Uma das formas de promover a sustentabilidade e o desenvolvimento
dos pequenos produtores locais de caprinocultura € viabilizando pesquisas para o
aprimoramento de biotécnicas reprodutivas que poderiam aumentar a produtividade
dos rebanhos caprinos e, consequentemente, proporcionar mais lucro aos
produtores. Dentre essas biotécnicas, destaca-se a MOIFOPA que permite a
recuperacdo de milhares de foliculos pré-antrais a partir de um Unico ovario,
evitando a grande perda folicular que ocorre normalmente in vivo. Sendo assim, os
odcitos oriundos de foliculos pré-antrais crescidos in vitro poderdo ser utilizados para
maturagéo e fertilizagéo in vitro, transferéncia de embrides e/ou criopreservagao.

Mesmo com a possibilidade de recuperar milhares de foliculos pré-antrais a
partir de um Gnico ovario, para alcancar o sucesso da MOIFOPA, especialmente no
gue se refere a eficiéncia do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais e da maturacéo
oocitaria, importante atencdo deve ser dada ao meio utilizado. Sabe-se que o Brasil
possui uma grande dependéncia de insumos externos, como por exemplo, 0s meios
de cultivo corriqgueiramente empregados, como o a-MEM, o que torna as técnicas
bem mais onerosas. Desta forma, uma alternativa a utilizacdo desses meios
importados seria 0 emprego de produtos naturais, como 0 extrato da A. cearensis,
produto tipico do bioma Caatinga, que tem recebido notéria atencdo por suas
numerosas caracteristicas citoprotetoras e antioxidantes, agindo na prevencéo ou
reducdo dos danos induzidos pelas espécies reativas de oxigénio em diferentes
tipos celulares. Entretanto, o efeito do extrato de A. cearensis sobre o
desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos isolados ainda nao foi
elucidado. Além disso, faz-se necessario verificar se a adicdo de suplementos e/ou
FSH ao extrato da planta influenciaria positivamente o crescimento folicular in vitro.
Neste caso, para avaliar os efeitos antioxidantes do referido extrato, € de extrema
importancia avaliar o estado oxidativo, a atividade mitocondrial e as taxas de

apoptose nos foliculos ovarianos apos o cultivo.
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivo geral:

Estudar o efeito do extrato de Amburana cearensis no cultivo in vitro de

foliculos pré-antrais caprinos isolados.

2.3.2. Objetivos especificos:

Verificar o efeito de diferentes concentracdes (0,1; 0,2 ou 0,4 mg/mL) do
extrato de Amburana cearensis sobre a morfologia, a formacdo de antro e o
crescimento de foliculos pré-antrais caprinos isolados ao longo de 12 dias de cultivo
in vitro;

Avaliar as taxas de apoptose, o0s niveis intracelulares de GSH e a atividade
mitocondrial de foliculos secundarios caprinos apos cultivos in vitro em extrato de

Amburana cearensis, na auséncia ou presenca de suplementos e/ou FSH.
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2.4. CAPITULO 1

Supplemented base medium containing Amburana cearensis associated with
FSH improves in vitro development of isolated goat preantral follicles
(Meio de base suplementado contendo Amburana cearensis associado com FSH

melhora o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais de cabras isolados)

B. B. Gouveial, T. J. S. Macedo?, J. M. S. Santos?, R. S. Barberino?, V. G. Menezes?,
M. C. Miller!, J. R. G. S. Almeida?, J. R. Figueiredo?, M. H. T. Matos'"

Nucleus of Biotechnology Applied to Ovarian Follicle Development, Federal
University of San Francisco Valley, 56300-990, Petrolina-PE, Brazil; 2Center for
Studies and Research on Medicinal Plants, Federal University of San Francisco

Valley, 56304-205, Petrolina-PE, Brazil; 3Laboratory of Manipulation of Oocytes and
Preantral Follicles (LAMOFOPA), Faculty of Veterinary, State University of Ceara,
Fortaleza-CE, Brazil

Submetido para publicagéo no periodico Theriogenology (Anexo 1)
(Qualis A2 na area de Medicina Veterinaria)
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Meio de base suplementado contendo Amburana cearensis associado com
FSH melhora o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais de cabras

isolados

B. B. Gouveial, T. J. S. Macedo?, J. M. S. Santos?, R. S. Barberino?, V. G.
Menezes?!, M. C. Mullert, J. R. G. S. Aimeida?, J. R. Figueiredo®, M. H. T. Matos'

Nucleo de Biotecnologia Aplicada ao Desenvolvimento de Foliculos
Ovarianos, Universidade Federal do Vale Sdo Francisco, 56300-990, Petrolina-PE,
Brasil; 2 Centro de Estudos e Pesquisa em Plantas Medicinais, Universidade Federal
do Vale Séo Francisco, 56304-205, Petrolina-PE, Brasil;® Laboratério de
Manipulacéo de Odcitos e Foliculos Pré-Antrais, Faculdade de Veterinaria,

Universidade Estadual do Ceard, Fortaleza-CE, Brasil.

A correspondéncia deve ser enderecada a:
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF). Colegiado de Medicina
Veterinaria - Laboratoério de Biologia Celular, Citologia e Histologia. Rodovia BR 407,
Km 12, Lote 543 - Projeto de Irrigacdo Nilo Coelho - S/N, C1. CEP: 56300-990 -
Petrolina - PE — Brasil. Tel.: +55.87.2101.4839.

Autor para correspondéncia: helena.matos@univasf.edu.br (M. H. T. Matos)


mailto:helena.matos@univasf.edu.

48

Resumo

Os efeitos do extrato etanolico de Amburana cearensis, com ou sem a adi¢ao
de um mix de suplementos associados ou ndo com FSH, sobre a morfologia e
desenvolvimento in vitro de foliculos secundarios caprinos foram avaliados. No
experimento 1, foliculos isolados (250 um de didmetro) foram cultivados durante 12
dias em a-MEM sozinho (controle) ou em meio composto por diferentes
concentracbes do extrato de A. cearensis (Amb 0,1; 0,2 ou 0,4 mg/mL). No
experimento 2, os meios de cultivo foram a-MEM ou Amb 0,2 mg/mL (ambos sem
suplementos) ou estes mesmos meios suplementados com BSA, insulina,
transferrina, selénio, glutamina, hipoxantina e acido ascorbico (denominados como
a-MEM* e Amb 0,2* mg/mL, respectivamente), ou estes Ultimos grupos também
suplementados com FSH sequencial (100 ng/mL do dia 0 ao dia 6; 500 ng/mL do dia
6 ao dia 12), constituindo os grupos a-MEM* + FSH e Amb 0,2* + FSH. No final do
cultivo no experimento 1, o meio controle (a-MEM) e Amb 0,2 mg/mL possuem
percentagens mais elevadas (P<0,05) de foliculos morfologicamente normais e de
oocitos completamente crescidos, ou seja, oécito com didmetro >110 um,
comparados as outras concentracdes do extrato de A. cearensis. No experimento 2,
todos os meios suplementados apresentaram maior percentagem (P<0,05) de
foliculos normais e formacdo de antro do que os meios ndo suplementados. Além
disso, foliculos cultivados em Amb 0,2* mg/mL + FSH mostraram um aumento médio
no diametro maior (P<0,05) do que os outros tratamentos. OQcitos cultivados em
ambos os tratamentos suplementados com FSH apresentaram niveis mais elevados
(P<0,05) de GSH e mitoc6ndrias ativas do que 0s meios ndo suplementados, porém
semelhantes aos demais tratamentos (P>0,05). Em conclusdo, o extrato de A.
cearensis (0,2 mg/mL) adicionado de suplementos e FSH melhora o crescimento
folicular. Portanto, ele pode ser um meio de cultivo alternativo para o

desenvolvimento de foliculos pré-antrais de cabras.

Palavras-chaves: Od6citos, Antioxidante, Planta Medicinal, GSH, Mitocondria
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Introducéo

Sistemas de cultivo in vitro de foliculos ovarianos podem ser usados para
produzir odcitos maduros e, subsequentemente, embrides (TAGLER et al., 2013). O
cultivo folicular é extremamente bem sucedido em murinos, demonstrado pela
produgédo de descendentes vivos (O'BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003), mas ainda
nao foi adaptado com sucesso para humanos (TELFER et al., 2008) e outras
espécies (ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO et al, 2010;
MAGALHAES et al., 2011). Um dos principais obstaculos é a otimizacdo da
composicdo do meio de cultivo para pequenos foliculos.

O Meio Essencial Minimo-alfa modificado (a-MEM) tem sido o meio mais
comumente utilizado no cultivo de odcitos e células foliculares em caprinos
(BARROS et al.,, 2013) e ovinos (ESMAIELZADEH et al., 2010). A adicdo de
suplementos (substratos energéticos, antioxidantes, horménios e/ou fatores de
crescimento) ao a-MEM é necessaria para garantir taxas aceitaveis de viabilidade e
crescimento folicular (ABEDELAHI et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010; SANTOS
et al., 2014). Entre os suplementos, o Hormdnio Foliculo Estimulante (FSH) tem sido
amplamente utilizado no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais em varias espécies,
mantendo a viabilidade, reduzindo a apoptose e promovendo o crescimento folicular
(GUTIERREZ et al., 2000; SARAIVA et al., 2010; BARROS et al., 2013).

Numa tentativa de reduzir os custos dos meios de cultivo, uma estratégia
alternativa potencial para a otimizacdo do desenvolvimento folicular in vitro é a
utilizacdo de extratos de plantas medicinais. Amburana cearensis (Alleméo) A.C.
Smith (Fabaceae) € uma arvore comumente encontrada na regido do Nordeste do
Brasil, onde é conhecida popularmente como "cumaru" (DANTAS et al.,, 2015),
"amburana” ou "amburana-de-cheiro” (LEAL et al.,, 2010). Na medicina popular,
extratos desta planta tem sido utilizados para o tratamento de uma ampla variedade
de doencas, incluindo problemas respiratorios, gripe, tosse, trombose, hipertenséo,
inflamacéo e cicatrizagdo (CARTAXO et al., 2010). Em um estudo recente realizado
pelo nossa equipe, o0 extrato etandlico de A. cearensis foi utilizado com sucesso para
preservar tecido ovariano caprino a 4°C, durante 6 h, mantendo as percentagens de
foliculos normais e apoptoticos semelhantes as observadas no meio controle (MEM)
(GOUVEIA et al., 2015). Além disso, o0 extrato etanolico de A. cearensis pode ser

utilizado como meio de cultivo para foliculos pré-antrais ovinos, mantendo a
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sobrevivéncia e estimulando maior crescimento de foliculos secundarios isolados do
que o meio controle (a-MEM*) (BARBERINO et al., 2015). Ambos os estudos
utilizaram o mesmo extrato de A. cearensis, no qual foram identificados os seguintes
compostos: acido galico, acido protocatecuico, epicatequina, acido p-cumarico e
kampferol (GOUVEIA et al., 2015). Estes compostos podem atuar como
antioxidantes naturais, reduzindo os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e danos no DNA, modulando a expressdo de enzimas antioxidantes, como a
glutationa (GSH), e melhorando a funcéo mitocondrial em diferentes tipos de células
(LEAL et al., 2005; RUIJTERS et al., 2013; KIM et al., 2014; SILVA et al., 2015).

Como os cultivos in vitro de odcitos sdo mantidos em atmosfera de oxigénio
mais elevada do que o ambiente in vivo, levando a um aumento do nivel de EROs
(WANH et al., 2007), pode-se especular que os antioxidantes naturais da A.
cearensis protegeriam os foliculos ovarianos do dano oxidativo durante o cultivo in
vitro. Assim, o extrato de A. cearensis pode ser um substituto Util e mais barato ao
meio de cultivo celular padréo. No entanto, ndo ha relatos em que este extrato tenha
sido utilizado como meio de cultivo para foliculos ovarianos de cabras. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do extrato etandlico de A. cearensis
sobre a morfologia e desenvolvimento in vitro de foliculos secundéarios caprinos
isolados. Além disso, estudamos se a adicao de suplementos comumente utilizados
(albumina sérica bovina - BSA, insulina, transferrina, selénio, glutamina, hipoxantina
e acido ascérbico), na auséncia ou presenca de FSH, ao extrato de A. cearensis
influenciaria o desenvolvimento, apoptose, niveis intracelulares de GSH e a
presenca de mitocondrias metabolicamente ativas (indicativo de células intactas -
VAN DEN HURK et al., 1998) de foliculos caprinos.

Materiais e Métodos

A menos que indicado, suplementos, horménio e produtos quimicos utilizados

no presente estudo foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

Material vegetal e preparagao do extrato

Folhas frescas de A. cearensis foram coletadas em Petrolina (09°23’55” ao

Sul e 38-40°30°03” ao Oeste, Pernambuco, Brasil), pertencente ao bioma Caatinga,
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caracterizado por um clima semiarido, com temperatura média anual de 26,4°C. Um
espécime registrada (5545) esta depositada no Herbario Vale do Sdo Francisco
(HVASF) da Universidade Federal do Vale S&do Francisco. As folhas foram secas em
estufa a 40°C, pulverizadas e extraidas a temperatura ambiente com etanol 95%
(Vetec, Duque de Caxias-RJ, Brasil) durante 72 h. O extrato foi seco a 45°C
utilizando um rotavapor e o rendimento foi de aproximadamente 10%, obtendo-se 0
extrato etandlico das folhas de A. cearensis, que foi dissolvido em solucdo salina a
0,9%, correspondendo as concentragdes de 0,1; 0,2 ou 0,4 mg/mL (GOUVEIA et al.,
2015).

Origem do tecido ovariano

Ovarios (n = 130) foram coletados em matadouro local a partir de 65 cabras
(Capra hircus) adultas (1-3 anos de idade) e mesticas. Imediatamente apds abate do
animal, os pares de ovarios foram lavados uma vez em alcool 70% e, em seguida,
duas vezes em Meio Essencial Minimo tamponado com HEPES (MEM-HEPES) e
suplementado com antibiéticos (100 pg/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina). Em seguida, os ovarios foram transportados, em um periodo de 1 h,
ao laboratoério em tubos contendo MEM-HEPES com antibiéticos a 4°C (CHAVES et
al., 2008).

Isolamento, selecéo e cultivo in vitro de foliculo secundarios caprinos

No laboratério, o tecido adiposo circundante e ligamentos foram retirados dos
ovarios; grandes foliculos antrais e corpos luteos foram removidos. Fragmentos do
cortex ovariano (1-2 mm de espessura) foram removidos a partir da superficie do
ovario utilizando uma lamina cirargica, sob condicbes estéreis e, em seguida,
colocados em meio que consistia em MEM-HEPES com antibiéticos. Foliculos
secundarios de cabras, com cerca de 250 um de didametro, sem cavidades antrais,
foram visualizados sob um estereomicroscopio (SMZ645 Nikon, Téquio, Japao) e
mecanicamente isolados por microdissecacéao, utilizando agulhas de calibre 26 (26
G). Estes foliculos foram entao transferidos para gotas de 100 uL de meio de cultivo
de base para a avaliacdo da qualidade. Somente foliculos que apresentavam as

seguintes caracteristicas foram selecionados para o cultivo: uma membrana basal
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intacta, duas ou mais camadas de células da granulosa e um odcito visivel e
saudavel, e centralmente localizado dentro do foliculo, sem qualquer escurecimento
do citoplasma. Os foliculos isolados foram reunidos e em seguida distribuidos
aleatoriamente entre os grupos de tratamento, com aproximadamente 45-50
foliculos por grupo, dependendo do experimento.

Apbs a selecao, os foliculos foram cultivados individualmente (um foliculo por
gota) em gotas de 100 pL de meio de cultivo sob 6leo mineral em placas de Petri (60
x 15 mm; Corning, Sarstedt, Newton, NC, EUA). A incubacéo foi conduzida a 39°C e
5% de CO2 em ar durante 12 dias. Este trabalho foi dividido em dois experimentos

gue ocorreram em tempos diferentes, como mostrado na Figura 1.

Figura 1 - Protocolo experimental geral para o cultivo in vitro de foliculos

secundarios caprinos em diferentes meios.

Par ovariano

l l

Isolamento e selegéo folicular Isolamento e selegéo folicular

Cultivo 12 dias Cultive 12 dias
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a-MEM Amb 0,1 Amb 0,2 Amb 0,4  o-MEM Amb 0,2  a-MEM* Amb 0,2 a-MEM*  Amb 0,2
+ FSH + FSH
\ ]\ J
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Experimento 1 Experimento 2

Experimento 1

O meio controle de base consistiu de a-MEM (pH 7,2-7,4) sem suplementos.
Para avaliar a influéncia da planta, os foliculos (aproximadamente, 45 foliculos por
grupo de tratamento) foram distribuidos aleatoriamente em a-MEM (meio controle)
ou em meio composto por diferentes concentragdes de extrato de A. cearensis (Amb
0,1; 0,2 ou 0,4 mg/mL; pH 7,2-7,4). Em todos os tratamentos, 60 pL do meio de
cultivo foi substituido por meio fresco em cada gota a cada 2 dias.

Os aspectos morfolégicos de todos os foliculos pré-antrais foram avaliados a
cada 6 dias utilizando uma ocular micrométrica pré-calibrada acoplada em um
estereomicroscopio (SMZ 645 Nikon) com aumento de 100x. Apenas os foliculos

gue apresentava, uma membrana basal intacta, com células da granulosa brilhantes
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e homogéneas e a auséncia de sinais morfolégicos de degeneracdo foram
classificados como foliculos morfologicamente normais. A atresia folicular foi
determinada quando observou-se escurecimento do odcito e células do cumulus
circundantes, odcitos disformes ou diminuicdo do diametro folicular. A ruptura da
membrana basal também foi observada e caracterizada como extrusédo do odécito. As
seguintes caracteristicas foram analisadas nos foliculos morfologicamente normais:
() formacdo de cavidade antral, definida como o surgimento de uma cavidade
translicida visivel entre as camadas de células da granulosa, (i) diametro dos
foliculos normais, mensurados a partir da membrana basal, que incluiu duas
medidas perpendiculares de cada foliculo, (iii) aumento no diametro, e (iv) taxa de
crescimento diario, calculada como o didmetro de foliculos normais no dia 12 menos
o didmetro dos foliculos no dia 0, dividido pelos dias de cultivo in vitro (12 dias).

ApGs 12 dias de cultivo, todos os foliculos normais foram cuidadosamente e
mecanicamente rompidos com agulhas 26 G sob estereomicroscépio para
recuperacdo de odcitos. A percentagem de odcitos completamente crescidos, ou
seja, odcitos com diametro >110 um, foi calculada como o nimero de odcitos de
qualidade aceitavel (=110 uym) recuperados pelo nimero total de foliculos cultivados
(x 100).

Experimento 2

Para avaliar a eficacia da adicdo de suplementos ao meio de cultivo, foliculos
secundarios (aproximadamente 50 foliculos por grupo de tratamento) foram
distribuidos aleatoriamente nos seguintes tratamentos: a-MEM (meio de controle) e
Amb 0,2 mg/mL (melhores resultados obtidos no primeiro experimento), ambos sem
suplementos, ou estes mesmos meios suplementados com 3,0 mg/mL de albumina
sérica bovina (BSA), 10 ng/mL de insulina, 5,5 ug/mL de transferrina, 5,0 ng/mL de
selénio, 2 mM glutamina, 2 mM hipoxantina e 50 pg/mL de acido ascorbico. Estes
meios foram denominados como a-MEM* e Amb 0,2*, respectivamente. Além disso,
estes ultimos grupos foram ainda suplementados com FSH recombinante humano
(Gonal-F®; Serono Laboratorios, Sado Paulo, Brasil) em concentragbes crescentes
(FSH sequencial: do dia 0 ao dia 6 = 100 ng/mL; do dia 6 ao dia 12 = 500 ng/mL, de
acordo com Barros et al., 2013), constituindo os grupos a-MEM* + FSH e Amb 0.2* +

FSH. A cada dois dias, 60 pL do meio de cultivo de cada gota foi substituido por
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meio fresco. Em todos os tratamentos com FSH, uma mudang¢a completa do volume
(100 pL) do meio foi realizada a cada 6 dias.

Conforme descrito para o experimento 1, a cada 6 dias de cultivo, os foliculos
foram avaliados quanto aos aspectos morfologicos (foliculos morfologicamente
normais, extrusdo do odcito, formacdo de cavidade antral, didametro, aumento no
didametro, taxa de crescimento diario e percentagem de o00citos totalmente
crescidos). Além disso, os 006citos normais recuperados no experimento 2 foram
avaliados quanto as taxas de apoptose, niveis intracelulares de GSH e atividade

mitocondrial.

Deteccao de células apoptoéticas pela analise de TUNEL

Para avaliar a fragmentagédo do DNA e a apoptose, no final do cultivo, os
od6citos foram submetidos ao ensaio de TUNEL, como previamente descrito (LI et al.,
2009). Resumidamente, os odcitos foram fixados em solucédo de paraformaldeido a
4% durante 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, os odécitos (aproximadamente,
10 odcitos por grupo de tratamento) foram lavados trés vezes em solucdo de
PBS/PVP e armazenados a 4°C em eppendorf com PBS/PVP até o inicio do
procedimento de TUNEL. Para tanto, os odécitos foram incubados em gotas de 100
puL de solucdo permeabilizante [0,1% (v / v) de Triton X-100 em 10 mM de PBS]
durante 3 h a temperatura ambiente. Os controles positivos e negativos foram
incubados em gotas de 100 pL contendo solucéo de DNase livre RNase (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA) a 37°C durante 1 h e lavados 3 vezes em gotas de
PBS/PVP. A analise de TUNEL foi preparada como indicado pelo fabricante (In Situ
Cell Detection Kit, Fluorescein: Boehringer Mannheim/Roche Diagnostics Ltd.,
Indianapolis, EUA). Para este fim, 12,5 uL de enzima DTT e 112,5 uL de solucéo
marcadora contendo trifosfato de 2-desoxiuridina de 5-FITC (FITC-dUTP) foram
utilizadas para se obter 125 pL de solugdo para reagdo de TUNEL. Os grupos
experimentais e o controle positivo foram incubados com 15 pL desta solucao
durante 1 h a 37°C numa camara umida, no escuro. O controle negativo foi incubado
com 15 pL da solugdo marcadora (FITC-dUTP). Os odcitos foram lavados 3 vezes
em gotas de PBS/PVP e incubados em gotas de PBS contendo 10 mM de Hoechst
33342 durante 15 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Em seguida, 0s

oocitos foram lavados em gotas de PBS/PVP e as laminas foram preparadas para
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avaliacdo usando um microscopio de epifluorescéncia (Nikon E200, Toquio, Japéo)
com uma ampliagdo de 400x. Os odcitos foram considerados apoptoéticos quando

sua cromatina apresentava-se marcada com fluorescéncia verde.

Mensuracdo dos niveis intracelulares de GSH e de mitocdndrias metabolicamente

ativas

Apoés o cultivo, os odécitos foram recuperados e 0s niveis intracelulares de
GSH e a atividade mitocondrial foram mensurados como descrito anteriormente
(KWAK et al., 2012; TANABE et al.,, 2015), com pequenas modificacdes.
Resumidamente, 4-clorometil-6,8-difluoro-7-hidroxicumarina (Invitrogen CellTracker®
Blue; CMF2HC) e MitoTracker® Red (MitoTracker® Red, CMXRos, Molecular
Probes, Melbourne, Victoria, Australia) foram usados para detectar niveis
intracelulares de GSH e atividade mitocondrial, como fluorescéncia azul e vermelha,
respectivamente. Odcitos (aproximadamente, 10 odcitos por grupo de tratamento)
foram incubados (no escuro) durante 30 minutos em PBS e 10 mM de CellTracker
Blue e 100 nM de MitoTracker Red a 37°C. Apés a incubacdo, os odcitos foram
lavados com PBS e a fluorescéncia foi observada sob um microscépio de
epifluorescéncia, com filtros UV (370 nm para GSH e 579-599 nm para a mitocondria
ativa). Imagens fluorescentes foram salvas em formato de imagem TIFF e as
intensidades da fluorescéncia dos odcitos foram analisadas usando o software
Image J. (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA).

Andlise estatistica

Os dados de sobrevivéncia folicular, foliculos extrusos, formacao de antro e
recuperacdo de odcitos apos o cultivo in vitro foram expressos em percentagem e
comparados pelo teste do Qui-quadrado. Dados para GSH, atividade mitocondrial,
diametro folicular, aumento no didmetro e taxa de crescimento foram submetidos ao
teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicio normal dos residuos e
homogeneidade das variancias. Em seguida, foi utilizado o teste n&o-paramétrico
Kruskal-Wallis para as compara¢gdes. Quando os efeitos principais ou interacdes
foram significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Student Newman

Keuls. Os dados de células apoptéticas (TUNEL) foram submetidos ao teste PLSD
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Fisher e expressos em percentagem. Os resultados foram expressos como a média
+ erro padrdo da média (e.p.) e as diferencas foram consideradas significativas
quando P<0,05.

Resultados

Experimento 1

Morfologia e desenvolvimento folicular apos o cultivo in vitro

Foliculos morfologicamente normais apresentavam odcitos centralmente
localizado e células da granulosa normais, que eram circundados por uma
membrana basal intacta (Fig. 2A). JA no dia 6 de cultivo, a formacdo de uma
pequena cavidade antral (Fig. 2B) e foliculos atrésicos (Fig. 2C) poderiam ser
observados em todos os tratamentos. Nao foram observados foliculos extrusos no
experimento 1.

A percentagem de foliculos morfologicamente normais diminuiu
significativamente a partir do dia O até o dia 12 de cultivo em todos os tratamentos
(Fig. 3A). No entanto, independentemente do tempo de cultivo, as percentagens de
foliculos normais foram semelhantes (P>0,05) entre o meio controle (a-MEM) e
todas as concentracbes de extrato de A. cearensis. No dia 12 de cultivo, a
sobrevivéncia folicular foi significativamente maior no tratamento 0,2 mg/mL A.

cearensis do que nas demais concentracdes de A. cearensis.
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Figura 2 — Foliculos secundarios morfologicamente normais no dia 0 (A e D),
foliculos antrais (B e E), atrésico (C) e extruso (F) ap6s 6 dias de cultivo.
Experimento 1: A-C; Experimento 2: D-F. GC: células da granulosa; O: odcito. Seta:

cavidade antral. Barra de escala: 250 pum (100x ampliacdo).

) (] — ()

Todos os tratamentos induziram a um aumento significativo das taxas de
formacdo de cavidade antral desde o dia 0 até ao dia 6 de cultivo, exceto o
tratamento 0,1 mg/mL de A. cearensis (Fig. 3B). No final do cultivo, a formacédo de
antro foi mais elevada nos tratamentos a-MEM e 0,2 mg/mL de A. cearensis do que
no tratamento 0,1 mg/mL A. cearensis (P<0,05). No dia 12 de cultivo, foliculos
cultivados em 0,4 mg/mL de A. cearensis apresentavam maior diametro do que os
foliculos dos demais tratamentos (P<0,05; Fig. 3C), exceto em comparacdo ao
tratamento 0,2 mg/mL de A. cearensis. No entanto, ndo houve diferencas
significativas na taxa de crescimento diario (Fig. 3D) ou no aumento médio do
diametro (6,4 um para o controle; 6,0 um em Amb 0,1; 13,1 um para Amb 0,2 e 11,3
pm para Amb 0,4 mg/mL) entre os tratamentos. No final do cultivo, a percentagem
de odcitos com diametro 2110 ym foi semelhante (P>0,05) entre 0 meio controle e o
tratamento 0,2 mg/mL de A. cearensis, sendo ambos significativamente mais

elevados que os demais tratamentos (Tabela 1).
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Figura 3 - Experimento 1: Percentagens de foliculos morfologicamente normais (A),
formacao de antro (B), didametro folicular (C) e taxa de crescimento diario (D) em a-
MEM ou diferentes concentracoes de extrato Amburana cearensis (Amb 0,1; 0,2 e
0,4 mg/mL). (A, B, C) Letras maiusculas indicam diferencas significativas entre os
tratamentos no mesmo periodo (P<0,05); (a, b, c) Letras minusculas indicam

diferencgas significativas entre os periodos de cultivo no mesmo tratamento (P<0,05).
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Tabela 1 - Percentagem de odécitos completamente crescidos (> 110 um) apés 12
dias de cultivo de foliculos pré-antrais caprinos em a-MEM ou em diferentes

concentracfes de extrato Amburana cearensis sem suplementos (Experimento 1).

Tratamentos % o0citos totalmente crescidos
a-MEM 42,22 (19/45) A
Amb 0,1 16,20 (7/45) B
Amb 0,2 30,95 (14/45) A
Amb 0,4 7,50 (3/45) B

(A, B, C) Letras mailsculas indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (P<0,05).
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Experimento 2

Morfologia e desenvolvimento folicular apos o cultivo in vitro

Com base nos resultados descritos acima (experimento 1), avaliamos a
eficicia da adicdo de um mix de suplementos, sozinhos ou associados com FSH em
concentracfes crescentes, no meio controle (a-MEM) e em meio composto por
extrato de A. cearensis na concentragdo de 0,2 mg/mL sobre o desenvolvimento
folicular in vitro. A Figura 2 mostra foliculos ovarianos caprinos antes (Fig. 2D) e
apos o cultivo in vitro no experimento 2, sendo possivel observar, a partir do dia 6 de
cultivo, a formacéo de cavidade antral em todos os tratamentos (Fig. 2E) e foliculos
extrusos apenas em meio contendo FSH (Fig. 2F).

A percentagem de foliculos morfologicamente normais no experimento 2
diminuiu significativamente a partir do dia O até ao dia 12 em todos os tratamentos
(Fig. 4A). No final do cultivo, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) na
percentagem de foliculos morfologicamente normais entre todos o0s meios
suplementados, incluindo os tratamentos com FSH. Além disso, esses meios de
cultivo possuem mais foliculos normais (P<0,05) do que 0s meios basicos sem
suplementos.

A taxa de formacédo de antro no dia 12 de cultivo foi significativamente mais
elevada em ambos os meios de base suplementados com FSH do que nos meios
nao suplementados (a-MEM e 0,2 mg/mL de extrato da A. cearensis) e semelhante
(P>0,05) aos outros meios suplementados (Fig. 4B). O diametro folicular n&o diferiu
(P>0,05) entre os tratamentos apos 12 dias de cultivo (Fig. 4C). No entanto, a
suplementacdo de A. cearensis com FSH (Amb 0,2* mg/mL + FSH) apresentou
taxas de crescimento diarias semelhantes (P>0,05) para Amb 0,2* mg/mL e
significativamente superiores aos demais tratamentos (Fig. 4D). Além disso, 0s
foliculos cultivados em meio composto de 0,2 mg/mL de A. cearensis + FSH
apresentaram maior aumento médio do diametro (P<0,05) do que 0s outros
tratamentos (6,6 um no controle; 11,0 ym em Amb 0,2; 6,2 ym em a-MEM*; 14,6 um
em Amb 0,2*; 10,8 um em a-MEM* + FSH e 23,4 um em Amb 0,2* + FSH). No final
do cultivo, a percentagem de odécitos com didmetro = 110 um foi significativamente

mais elevada nos tratamentos suplementados com FSH sequencial do que em a-
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MEM e Amb 0,2 mg/mL (ambos sem suplementos), mas semelhante (P>0,05) aos
demais tratamentos suplementados (Tabela 2).

Figura 4 - Experimento 2: Percentagens de foliculos morfologicamente normais (A),
formacao de antro (B), diametro folicular (C) e taxa de crescimento diario (F) em a-
MEM ou em extrato de Amburana cearensis (0,2 mg/mL), ambos na auséncia ou na
presenca de suplementos ou FSH. (A, B, C) Letras mailsculas indicam diferencas
significativas entre os tratamentos no mesmo periodo (P<0,05); (a, b, c) Letras
minusculas indicam diferencas significativas entre os periodos de cultivo no mesmo
tratamento (P<0,05).
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Tabela 2 - Percentagem de odcitos completamente crescidas (> 110 um) apés 12
dias de cultivo de foliculos pré-antrais caprinos em a-MEM ou em extrato de
Amburana cearensis (0,2 mg/mL), na auséncia ou na presenca de suplementos ou
FSH (Experiment 2).

Tratamentos % odcitos totalmente crescidos
a-MEM 26,0 (13/50) A
Amb 0,2 20,0 (10/50) A
a-MEM* 36,0 (18/50) AB
Amb 0,2* 30,0 (15/50) AB
a-MEM*+FSH 44,0 (22/50) B
Amb 0,2*+FSH 42,5(21/50 B

(A, B, C) Letras mailsculas indicam diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).
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Deteccédo de o0citos apoptoticos apds o cultivo in vitro pela analise de TUNEL

A analise de TUNEL revelou a auséncia ou pouquissimos o0citos apoptoticos
apos 12 dias de cultivo (Fig. 5A). Todos os 00citos estavam apoptéticos no controle
positivo (Fig. 5B) e o controle negativo ndo apresentou marcacao para analise de
TUNEL (Fig. 5C). Todos os odcitos apresentaram marcacdo da cromatina com
Hoechst 33342 em fluorescéncia azul (Fig. 5D-F). Nao houve diferencas (P> 0,05)
na percentagem de odécitos TUNEL-positivos entre os tratamentos (dados néo

apresentados).

Figura 5 - Representacdo da fragmentacdo de DNA em odcitos caprinos apos 12
dias de cultivo. Foliculo pré-antral normal em 0,2 mg/mL de A. cearensis (A e D),
foliculo apoptético no controle positivo (B e E) e o controle negativo (C e F). Odcitos
marcados com TUNEL (A, B, C) e Hoechst 33342 (D, E, F). Note a fragmentacéo de
DNA evidenciada pela cromatina marcada em verde na figura B. O: odcito. Barras de

escala: 100 pm.
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Niveis intracelulares de GSH e de mitocbndrias ativas

Os odcitos cultivados em ambos os tratamentos suplementados com FSH
sequencial apresentaram maior nivel de GSH intracelular (P <0,05) do que a-MEM e
Amb a 0,2 mg/mL (ambos sem suplementos), e nivel semelhante (P> 0,05) aos
demais tratamentos (Fig. 6). Resultados semelhantes foram observados para a

atividade mitocondrial (Fig. 7).

Figura 6 — Fotomicrografia de epifluorescéncia de odcitos caprinos marcados com
CellTracker® Blue (A-F) para deteccdo dos niveis intracelulares de GSH: odcitos
cultivados em a-MEM (A) ou em Amb 0,2 mg/mL (B) (ambos sem suplementos), em
a-MEM* suplementado (C) ou em Amb 0,2* mg/mL (D) e em a-MEM* + FSH (E) ou
Amb 0,2* + FSH (F) e nivel relativo (pixel/odcito) de glutationa (GSH) intracelular em
oocitos de cabras apos 12 dias de cultivo in vitro em a-MEM ou em extrato de A.
cearensis (0,2 mg/mL), ambos na auséncia ou presenca de suplementos ou FSH
(G). Barra de escala: 75 um. (A, B, C) Letras mailsculas indicam diferencas

significativas entre os tratamentos (P<0,05).
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Figura 7 — Fotomicrografias de epifluorescéncia de odcitos caprinos marcados com
MitoTracker® Red (A-F) para deteccdo dos niveis intracelulares de mitocondrias
ativas: oécitos cultivados em a-MEM (A) ou em Amb 0,2 mg/mL (B), ambos sem
suplementos, em a-MEM* suplementado (C) ou em Amb 0,2* mg/mL (D) e em a-
MEM* + FSH (E) ou Amb 0,2* + FSH (F) e nivel relativo (pixel/odcito) de atividade
mitocondrial intracelular em odécitos de cabras apds 12 dias de cultivo in vitro em a-
MEM ou em extrato de A. cearensis (0,2 mg/mL), ambos na auséncia ou presenca
de suplementos ou FSH (G). Barra de escala: 75 um. (A, B, C) Letras mailsculas

indicam diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).
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Discussao

Este estudo é o primeiro relato acerca da avaliagcdo dos efeitos do extrato de
A. cearensis sobre o cultivo in vitro de foliculos ovarianos caprinos. No experimento
1, os suplementos ndo foram adicionados ao meio para verificar se o extrato da
planta sozinho influenciaria na morfologia e desenvolvimento folicular. Apés 12 dias
de cultivo, o meio controle (a-MEM) e 0 meio composto por 0,2 mg/mL de extrato de
A. cearensis, ambos sem suplementos, possuem percentagens semelhantes de
foliculos morfologicamente normais, formacdo de antro e oocitos completamente

crescidos.
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Ja demonstramos que o extrato etandlico de A. cearensis, que foi 0 mesmo
utilizado no trabalho atual, contém acido gélico, &cido protocatecuico, epicatequina,
acido p-cumérico e kampferol (GOUVEIA et al., 2015). O acido gélico e &cido
protocatecuico (PCA), fenodis enddgenos das plantas encontrados em grandes
guantidades no extrato de A. cearensis, tém sido estudados devido a suas
propriedades antioxidantes, cardioprotetora e potencial anti-carcinogénico
(PUNITHAVATHI et al., 2011; KAKKAR et al., 2014). Estudos em ratos sugerem que
o acido gélico tem atividade neuroprotetora contra o estresse oxidativo induzido por
6-hidroxidopamina através do aumento dos niveis de glutationa peroxidase (GPx)
(MANSOURI et al., 2013) e que o PCA reduz a apoptose in vitro em células
neuronais, através da reducdo nos niveis de EROs e aumento nos niveis de
enzimas antioxidantes, tais como a catalase (CAT) (GUAN et al., 2011). Os
flavonoides epicatequina, kampferol e acido p-cumérico agem diretamente na
eliminagcdo de EROs através da acdo de varias enzimas (CAT, GSH, GPx),
reduzindo, assim, o dano no DNA em diferentes tipos de células (ZANG et al., 2000;
SHAKYA et al.,, 2013; SHIN et al., 2014). Portanto, em nosso estudo, pode-se
sugerir que esses antioxidantes naturais podem ter agido isoladamente ou em
associacdo para manter a sobrevivéncia e promover o desenvolvimento de foliculos
pré-antrais caprinos cultivados em 0,2 mg/mL de A. cearensis semelhante ao a-
MEM, que € um meio comercial, que contém aminoacidos ndo essenciais, hidratos
de carbono, piruvato de sédio, acido lipdico, biotina, vitaminas e precursores de DNA
(FAUSTINO et al.,, 2013). Além disso, no presente estudo, a percentagem de
foliculos normais e a taxa de odcitos = 110 um foi maior em 0,2 mg/mL de A.
cearensis em comparagdo com as outras concentracdes da planta. E possivel que
0,1 mg/mL de A. cearensis tenha sido insuficiente para a manutencdo da
sobrevivéncia folicular e que uma concentracdo mais elevada (0,4 mg/mL) pode ter
potencializado os efeitos citotéxicos de alguns compostos, tais como acido p-
cumarico, que mostrou ter efeito citotoxico em neuroblastoma apos 72 h de
tratamento, promovendo um aumento nos niveis de EROs (SHAILASREE et al.,
2014).

Noés ainda hipotetizamos que a viabilidade folicular possa ser influenciada
pela adicdo de suplementos (BSA, insulina, transferrina, selénio, glutamina,
hipoxantina e acido ascérbico) ou FSH, e gque as taxas de crescimento de foliculos

cultivados em meio suplementado, especialmente em extrato de A. cearensis,
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seriam superiores as taxas dos meios ndo suplementados. Essa hipotese foi
confirmada no experimento 2. No final do periodo do cultivo, todos os meios
suplementados apresentaram maior percentual de foliculos normais do que 0s meios
nao suplementados. Estudos anteriores também demonstraram que a adicao de
suplementos no meio de cultivo de base pode manter a viabilidade dos foliculos
ovarianos (SILVA et la., 2004; PENG et al.,, 2010), especialmente devido ao
potencial antioxidante (acido ascorbico, selénio e transferrina) ou por sua agdo como
substrato energético (glutamina e BSA) para as células foliculares (SONGSASEN,;
SPINDLER; WILDT, 2007; ABEDELAHI et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010).
Alguns autores mostraram que concentracbes definidas de FSH recombinante
bovino, adicionadas em momentos especificos do cultivo e de um modo progressivo,
mantém a sobrevivéncia de foliculos caprinos comparado ao meio controle
suplementado (SARAIVA et al., 2010). Em contraste, nds ndo observamos qualquer
diferenca entre os meios suplementados (com ou sem FSH). Estas diferencas nos
resultados poderiam ser devido as diferentes origens de FSH utilizados (bovino x
humano). Além disso, seria necessario um periodo de cultivo maior para observar
uma mudancga significativa na viabilidade folicular ou formagéo de cavidade antral
em meio isento de FSH.

O aumento médio no diametro foi maximo na combinacdo de suplementos
juntamente com FSH no meio de A. cearensis). Sabe-se que apos a formacédo do
antro, o foliculo se torna dependente de gonadotrofinas (ERICKSON; SHIMASAKI,
2001), o que sugere que o0 uso de FSH pode ser necessario para dar um maior
suporte ao crescimento folicular. Além disso, nés recentemente mostramos que o
extrato de A. cearensis promove o desenvolvimento de foliculos secundérios
isolados ovinos in vitro (BARBERINO et al.,, 2015). Desta forma, poderia ser
pensado que algum composto do extrato de A. cearensis (por exemplo APC, que
estimulou a proliferacdo in vitro de células tronco neurais de rato — GUAN et al.,
2009) pode interagir com os suplementos e FSH, estimulando as taxas de
crescimento do foliculo caprino.

Finalmente, observamos que ambos 0s meios que contém suplementos e
FSH melhoram os niveis foliculares de GSH e mitocondrias ativas, em comparagao
aos meios ndo suplementados. Esses parametros estdo relacionados com a
potencial capacidade de desenvolvimento e fertilizagdo dos odcitos (ZUELKE et al.,
2003; CASTANEDA et al.,, 2013). A GSH é um antioxidante endégeno e pode
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desempenhar um papel importante na sintese de DNA e proteinas, protecdo celular
durante o estresse oxidativo e a proliferacdo celular durante eventos embrionéarias
(GARCIA-GIMENEZ et al., 2013; TIMME-LARAGY et al., 2013). As mitocéndrias
estdo diretamente envolvidas em niveis variados no processo reprodutivo, uma vez
que seu estado funcional influencia na qualidade dos odcitos e contribuicdo para o
processo de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario (DUMOLLARD et al., 2007),
e parte das defesas antioxidantes sdo formadas nas mitocéndrias (DUMOLLARD et
al., 2009). Além disso, a baixa atividade mitocondrial parece ser uma caracteristica
de odcitos bovinos que ndo sofreram maturacdo adequada (TARAZONA et al.,
2006). Assim, os nossos resultados evidenciam que a adicdo de suplementos e FSH
ao meio € importante para assegurar o crescimento folicular e a protecdo contra o
estresse oxidativo, devido a sua capacidade de aumentar os niveis de GSH
(provavelmente diminuindo EROs) e a atividade mitocondrial. Este poderia ser um
dos fatos relacionados com 0s poucos 00citos apoptéticos encontrados apés cultivo.

Em concluséo, este estudo mostrou que extrato de A. cearensis (0,2 mg/mL)
adicionado de suplementos e FSH melhora o crescimento, os niveis de GSH e a
atividade mitocondrial. Este extrato pode ser um meio de base alternativo, barato
(cerca de 40 vezes menos que a-MEM) e eficiente para o desenvolvimento de
foliculos pré-antrais. Porém mais estudos sdo necessarios para promover a

maturacéo dos odcitos crescidos in vitro para utilizacdo em técnicas de fertilizacéo.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi pioneiro na avaliacdo do desenvolvimento, apoptose, niveis
intracelulares de GSH e atividade mitocondrial in vitro de foliculos secundarios
caprinos cultivados em meio a base de extrato de A. cearensis, planta de grande
importancia econdmica e social para as comunidades da regido do Semiérido
Brasileiro. Foi possivel demonstrar que uma concentracdo adequada do extrato de
A. cearensis (0,2 mg/mL), adicionada de suplementos e em associagdo com FSH,
mantém a sobrevivéncia e melhora o crescimento, os niveis de GSH e a atividade
mitocondrial de foliculos isolados caprinos apés cultivo in vitro. A utilizacdo deste
extrato pode ser uma alternativa barata e eficiente de meio de cultivo para o
desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais. Recomenda-se a realizagdo de
estudos futuros com o intuito de aperfeicoar o meio de cultivo & base de extrato de
A. cearensis, visando a obtencdo de odcitos competentes a maturacéo e fertilizacédo

in vitro, culminando na produgéo in vitro de embrides.
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Abstract

The effects of Amburana cearensis ethanolic extract, with or without addition of a mix of
supplements associated or not with FSH, on in vitro morphology and development of caprine
secondary follicles were evaluated. In experiment 1, isolated follicles (250 um in diameter)
were cultured for 12 days in a-MEM alone (control) or into medium composed of different
concentrations of A. cearensis extract (Amb 0.1; 0.2 or 0.4 mg/mL). In experiment 2, culture
media were a-MEM or Amb 0.2 mg/mL (both without supplements) or those same media
supplemented with BSA, insulin, transferrin, selenium, glutamine, hypoxanthine and ascorbic
acid (referred as a-MEM* and Amb 0.2%, respectively), or these last groups also supplemented
with sequential FSH (100 ng/mL from day 0 to day 6; 500 ng/mL from day 6 to day 12),
constituting groups a-MEM™ + FSH and Amb 0.2" + FSH. At the end of culture in experiment
1, control medium (a-MEM) and Amb 0.2 mg/mL have higher percentages (P<0.05) of
morphologically normal follicles and percentage of fully grown oocytes, i.e., oocyte >110
pum, compared to other A. cearensis extract concentrations. In experiment 2, all supplemented
media showed higher percentage (p<0.05) of normal follicles and antrum formation than non-
supplemented media. In addition, follicles cultured in Amb 0.2* mg/mL + FSH showed an
average increase in diameter higher (P<0.05) than the other treatments. Oocytes cultured in
both treatments supplemented with FSH showed greater GSH and active mitochondria levels
than non-supplemented media, but similar to the other treatments. In conclusion, A. cearensis
extract (0.2 mg/mL) added by supplements and FSH improves follicular growth. Therefore, it

can be an alternative culture medium for goat preantral follicle development.

Keywords: Oocyte, Antioxidant, Medicinal Plant, GSH, Mitochondria
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1. Introduction

In vitro ovarian follicle culture systems could be used to produce mature eggs, and
subsequently embryos [1]. Follicle culture is extremely successful in mice, demonstrated by
the production of live offspring [2], but has not yet been adapted successfully to human [3]
and other species [4; 5]. One of the major obstacles is optimizing culture medium
composition for small follicles.

Minimal Essential Medium alpha modified (a-MEM) has been the most commonly used
medium for culture of oocytes and follicular cells in caprine [6] and ovine [7] species. The
addition of supplements (energy substrates, antioxidants, hormones and/or growth factors) to
a-MEM is necessary to enable acceptable rates of follicular viability and growth [8; 9; 10].
Among the supplements, Follicle-stimulating hormone (FSH) has been widely used in the in
vitro culture of preantral follicles in several species, maintaining the viability, reducing the
apoptosis and promoting the follicular growth [11; 12; 6].

In an attempt to reduce the costs of culture media, another potential alternative strategy
for optimizing the in vitro follicle development is the use of medicinal plant extracts.
Amburana cearensis (Allem&o) A.C. Smith (Fabaceae) is a tree commonly found in
Northeastern Brazil, where it is popularly known as ‘“cumaru” [13], “amburana” or
“amburana-de-cheiro” [14]. In folk medicine, extracts of this plant have been used for the
treatment of a wide range of diseases including respiratory problems, influenza, cough,
thrombosis, hypertension, inflammations and healing [15]. In a recent study performed by our
team, A. cearensis ethanolic extract has been successfully used to preserve caprine ovarian
tissue at 4°C for 6 h, maintaining the percentages of normal and apoptotic follicles similar to
that observed in the control medium (MEM) [16]. Moreover, A. cearensis ethanolic extract

can be used as a culture medium for ovine preantral follicles, maintaining follicular survival



88

and stimulating a higher growth of isolated secondary follicles than control medium (o-
MEM™) [17]. Both studies used the same A. cearensis extract, in which the following
compounds were identified: gallic acid, protocatechuic acid, epicatechin, p-coumaric acid and
kaempferol [16]. These compounds can act as natural antioxidants, reducing the levels of
reactive oxygen species (ROS) and DNA damage, modulating the expression of antioxidant
enzymes, such as glutathione (GSH), and improving mitochondrial function in different cell
types [18; 19; 20; 21].

As in vitro cultures of oocytes are maintained at higher oxygen atmosphere than the in
vivo environment, leading to an increased level of ROS [22], it could be speculated that the
natural antioxidants of A. cearensis would protect ovarian follicles from oxidative damage
during in vitro culture. Thus, A. cearensis extract may be a useful and cheaper substitute for
standard cell culture medium. However, there were no reports in which this extract has been
used as a culture medium for goat ovarian follicles. Thus, the aim of the present study was to
evaluate the effect of A. cearensis ethanolic extract on in vitro morphology and development
of isolated caprine secondary follicles. Moreover, we studied if the addition of commonly
used supplements (bovine serum albumin-BSA, insulin, transferrin, selenium, glutamine,
hypoxanthine and ascorbic acid) in the absence or presence of FSH to A. cearensis extract
would influence on development, apoptosis, intracellular GSH level and the presence of

metabolically active mitochondria (indicative of intact cells — [23]) of caprine follicles.

2. Material and Methods

Unless indicated, supplements, hormone and chemicals used in the present study were

purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
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2.2.Plant material and extract preparation

Fresh leaves of A. cearensis were collected in Petrolina (09°23°55”* South and 38-
40°30°03” West, Pernambuco, Brazil), from the Caatinga biome, and characterized in a semi-
arid climate, with average annual temperature of 26.4°C. A voucher specimen (5545) is
deposited at the Herbario Vale do S&o Francisco (HVASF) of the Federal University of San
Francisco Valley. The leaves were dried in an oven at 40°C and pulverized and extracted at
room temperature with 95% ethanol (Vetec, Duque de Caxias-RJ, Brazil) for 72 h. The extract
was dried at 45 °C using rotavapor and the yield was approximately of 10% obtaining the
crude ethanolic extract of the leaves of A. cearensis, which was dissolved in 0.9% saline

solution, corresponding to concentrations of 0.1; 0.2 or 0.4 mg/mL [16].

2.3.Source of ovarian tissue

Ovaries (n = 130) were collected at a local abattoir from 65 adult (1-3 years old)
mixed-breed goats (Capra hircus). Immediately post-mortem, pairs of ovaries were washed
once in 70% alcohol and then twice in minimum essential medium buffered with HEPES
(MEM-HEPES) and supplemented with antibiotics (100 pg/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin). Next, the ovaries were transported within 1 h to the laboratory in tubes

containing MEM-HEPES with antibiotics at 4°C [24].
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2.4.1solation, selection and in vitro culture of ovine secondary follicle

In the laboratory, the surrounding fatty tissues and ligaments were stripped from the
ovaries; large antral follicles and corpora lutea were removed. Ovarian cortical slices (1-2
mm thick) were cut from the ovarian surface using a surgical blade under sterile conditions
and subsequently placed in holding medium consisting of MEM-HEPES with antibiotics.
Goat secondary follicles, approximately 250 um in diameter without antral cavities, were
visualized under a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan) and mechanically
isolated by microdissection using 26-gauge (26 G) needles. These follicles were then
transferred to 100 pL droplets containing basic culture medium for the evaluation of quality.
Only follicles that displayed the following characteristics were selected for culture: an intact
basement membrane, two or more layers of granulosa cells and a visible and healthy oocyte
that was round and centrally located within the follicle, without any dark cytoplasm. Isolated
follicles were pooled and then randomly allocated to the treatment groups, with approximately

45-50 follicles per group, depending on the experiment.

After selection, the follicles were individually cultured (one follicle per droplet) in 100
pL droplets of culture medium under mineral oil in Petri dishes (60 x 15 mm; Corning,
Sarstedt, Newton, NC, USA). Incubation was conducted at 39°C and 5% CO: in air for 12
days. This work was divided into two experiments that occurred at different times, as shown

in Figure 1.

2.5.Experiment 1
The basic control medium consisted of a-MEM (pH 7.2—7.4) without supplements. To
verify the influence of the plant, the follicles (approximately, 45 follicles per treatment group)
were randomly distributed in a-MEM (control medium) or into medium composed of

different concentrations of A. cearensis extract (Amb 0.1; 0.2 or 0.4 mg/mL; pH 7.2-7.4). In
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all the treatments 60 pL of the culture media was replaced with fresh media in each droplet

every 2 days.

The morphological aspects of all preantral follicles were assessed every 6 days using a
pre-calibrated ocular micrometer in a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon) at 100x
magnification. Only those follicles showing an intact basement membrane, with bright and
homogeneous granulosa cells and an absence of morphological signs of degeneration were
classified as morphologically normal follicles. Follicular atresia was recognized when a
darkening of the oocytes and surrounding cumulus cells, misshapen oocytes or decreased
follicle diameter was noted. The rupture of the basement membrane was also observed and
characterized as oocyte extrusion. The following characteristics were analyzed in the
morphologically normal follicles: (i) antral cavity formation, defined as the emergence of a
visible translucent cavity within the granulosa cell layers, (ii) the diameter of healthy follicles,
measured from the basement membrane, which included two perpendicular measures of each
follicle, and (iii) the increase in the diameter, and (iv) the daily growth rate, calculated as the
diameter of normal follicles at day 12 minus the diameter of follicles at day 0 divided by the

days of in vitro culture (12 days).

After 12 days of culture, all of the healthy follicles were carefully and mechanically
opened with 26 G needles under a stereomicroscope for oocyte recovery. The percentage of
fully grown oocytes, i.e., oocyte >110 um, was calculated as the number of acceptable quality

oocytes (> 110 um) recovered out of the total number of cultured follicles (x 100).

2.6.Experiment 2
To evaluate the effectiveness of adding supplements to the culture medium, secondary
follicles (approximately, 50 follicles per treatment group) were randomly distributed in the
following treatments: a-MEM (control medium) and Amb 0.2 mg/mL (best results in the first

experiment), both without supplements, or those same media supplemented with 3.0 mg/mL
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bovine serum albumin (BSA), 10 ng/mL insulin, 5.5 pg/mL transferrin, 5.0 ng/mL selenium,
2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine and 50 pg/ml ascorbic acid. These media were referred
as o-MEM® and Amb 0.2%, respectively. In addition, these last groups were further
supplemented with human recombinant FSH (Gonal-F®; Serono Laboratorios, Sdo Paulo,
Brazil) in increasing concentrations (Sequential FSH: from day 0 to day 6 = 100 ng/mL; from
day 6 to day 12 = 500 ng/mL, according to [6]), constituting groups o-MEM* + FSH and Amb
0.2" + FSH. Every other day, 60 uL of the culture media was replaced with fresh media in
each droplet. In all the FSH treatments, a change of the complete volume (100 pL) of the
medium was performed every 6 days.

As described for experiment 1, every 6 days of culture, the follicles were assessed for
morphological aspects (morphologically normal follicles, oocyte extrusion, antral cavity
formation, diameter, increase in the diameter, daily growth rate and percentage of fully grown
oocytes). Furthermore, healthy oocytes retrieved from the experiment 2 were evaluated for

apoptosis rates, intracellular GSH levels and mitochondrial activity.

2.7.Detection of apoptotic cells by TUNEL Assay

To assess DNA fragmentation and apoptosis, at the end of culture, oocytes were
subjected to the TUNEL assay as previously described [25]. Briefly, oocytes were fixed in 4%
paraformaldehyde solution for 1 h at room temperature. Then, oocytes (approximately, 10
oocytes per treatment group) were washed three times in solution of PBS/PVP and stored at
4°C in eppendorf with PBS/PVP until the beginning of TUNEL procedure. Therefore, oocytes
were incubated in droplets of 100 pL of permeabilizing solution [0.1% (v/v) Triton X-100 in
10 mM PBS] for 3 h at room temperature. Positive and negative controls were incubated in

drops of 100 pL containing DNase free RNase (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA)
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at 37°C for 1 h and washed 3 times in drops of PBS/PVP. The TUNEL assay was prepared as
indicated by the manufacturer (In Situ Cell Detection Kit, Fluorescein: Boehringer
Mannheim/Roche Diagnostics Ltd., Indianapolis, USA). To this end, 12.5 uL DTT enzyme
and 112.5 pL of marker solution of 2-deoxyuridine triphosphate 5-FITC - FITC-dUTP were
made to obtain 125 pL of TUNEL mixture for reaction. The experimental groups and the
positive control were incubated with 15 pL of this solution for 1 h at 37°C in a moist chamber
in the dark. The negative control was incubated at 15 pL with the marker solution. Oocytes
were washed 3 times in drops of PBS/PVP and incubated in drops of PBS containing 10 mM
Hoechst 33342 for 15 minutes at room temperature in the dark. Then, oocytes were washed in
drops of PBS/PVP and slides were prepared for evaluation using an epifluorescence
microscope (Nikon E200, Tokyo, Japan) at a magnification of x400. Oocytes were considered

apoptotic when they have marked chromatin green fluorescence.

2.8.Measurement of intracellular GSH levels and metabolically active mitochondria

After culture, the oocytes were recovered and intracellular GSH levels and
mitochondrial activity were measured as previously described [26, 27], with minor
modifications. Briefly, 4-chloromethyl-6.8-difluoro-7-hydroxycoumarin (CellTracker® Blue;
CMF2HC; Invitrogen) and MitoTracker Red (MitoTracker® Red, CMXRos, Molecular
Probes, Melbourne, Victoria, Australia) were used to detect intracellular GSH and
mitochondrial activity levels as blue and red fluorescence, respectively. Oocytes
(approximately, 10 oocytes per treatment group) were incubated (in the dark) for 30 minutes
in PBS supplemented with 10 mM of CellTracker Blue and 100 nM MitoTracker Red at 37
°C. After incubation, the oocytes were washed with PBS and the fluorescence was observed

under an epifluorescence microscope with UV filters (370 nm for GSH and 579-599 nm for
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active mitochondria). Fluorescent images were saved as image TIFF format and the
fluorescence intensities of oocytes were analyzed using Image J software (National Institutes

of Health, Bethesda, MD, USA).

2.9.Statistical analysis

Data from follicle survival, extruded follicles, antrum formation and retrieval of grown
oocytes after in vitro culture were expressed as percentages and compared by the Chi-squared
test. Data from GSH, mitochondrial activity, follicular diameter, increase in the diameter and
growth rate were submitted to the Shapiro-Wilk test to verify normal distribution of residues
and homogeneity of variances. Then, Kruskal-Wallis non-parametric test was used for
comparisons. When main effects or interactions were significant, means were compared by
test Student Newman Keuls. Data from apoptotic cells (TUNEL) were submitted to PLSD
Fisher test and expressed as percentage. The results were expressed as the means + standard

error mean (SEM), and differences were considered significant when P < 0.05.

3. Results
3.1. Experiment 1

3.1.1. Follicular morphology and development after in vitro culture

Morphologically normal follicles showed centrally located oocytes and normal
granulosa cells, which were enclosed by an intact basement membrane (Fig. 2A). As early as
day 6 of the culture, a small antral cavity (Fig. 2B) and atretic follicles (Fig. 2C) could be

observed in all the treatments. No extruded follicles were observed in the experiment 1.
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The percentage of morphologically normal follicles decreased significantly from day 0
to day 12 in all the treatments (Fig. 3A). However, irrespective of culture time, the
percentages of normal follicles were similar (P > 0.05) between control medium (a-MEM)
and all concentrations of A. cearensis extract. At day 12 of culture, follicular survival was
significantly higher in 0.2 mg/mL A. cearensis treatment than the other A. cearensis

concentration treatments.

All the treatments induced a significant increase in the rates of antral cavity formation
from day O to day 6, except in 0.1 mg/mL A. cearensis treatment (Fig. 3B). At the end of
culture, antrum formation was higher in both a-MEM and 0.2 mg/mL A. cearensis treatments
than 0.1 mg/mL A. cearensis treatment (P < 0.05). At day 12 of culture, follicles cultured in
0.4 mg/mL A. cearensis treatment had greater diameter than the other treatments (P < 0.05;
Fig. 3C) except compared to 0.2 mg/mL A. cearensis treatment. However, there were no
significant differences either in the daily growth rate (Figure 3D) or in the average increase in
diameter (6.4 um for the control; 6.0 um for Amb 0.1; 13.1 um for Amb 0.2, and 11.3 um for
Amb 0.4 mg/mL) among treatments. At the end of culture, the percentage of oocytes > 110
pum was similar (P > 0.05) between control and 0.2 mg/mL A. cearensis treatments, being

both significantly higher than the other treatments (Tab. 1).

3.2.Experiment 2

3.2.1. Follicular morphology and development after in vitro culture

Based on the results described above (experiment 1), we evaluated the effectiveness of
adding a mix of supplements alone or associated with increasing FSH concentrations in the

control medium (a-MEM) and in medium composed of A. cearensis extract at a concentration
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of 0.2 mg/mL on the follicle development in vitro. Figure 2 shows caprine ovarian follicles
before (Fig. 2D) and after in vitro culture in experiment 2, being possible to observe, from day
6 onwards, antral cavity formation in all the treatments (Fig. 2E) and extruded follicles only in

medium containing FSH (Fig. 2F).

The percentage of morphologically normal follicles in experiment 2 decreased
significantly from day 0 to day 12 in all the treatments (Fig. 4A). At the end of culture, there
was no significant difference (P > 0.05) in the percentage of morphologically normal follicles
among all supplemented media, including treatments with FSH. In addition, these media have

more normal follicles (P < 0.05) than both base media without supplements.

The rate of antrum formation at day 12 of culture was significantly higher in both base
media supplemented with FSH than non-supplemented media (a-MEM and 0.2 mg/mL A,
cearensis extract), and similar (P > 0.05) to the other supplemented media (Fig. 4B).
Follicular diameter did not differ (P > 0.05) among the treatments after 12 days of culture
(Fig. 4C). However, supplementation of A. cearensis with FSH (Amb 0.2* mg/mL + FSH)
showed daily growth rates similar (P > 0.05) to Amb 0.2 mg/mL and significantly higher
than the other treatments (Fig. 4D). Moreover, follicles cultured in medium composed of 0.2
mg/mL A. cearensis + FSH showed an average increase in diameter significantly higher than
the other treatments (6.6 um for the control; 11 um for Amb 0.2 mg/mL; 6.2 um for a-MEM®;
14.6 pum for Amb 0.2" mg/mL; 10.8 um for a-MEM* + FSH, and 23.4 pum for Amb 0.2"
mg/mL + FSH). At the end of culture, the percentage of oocytes > 110 um was significantly
higher in both treatments supplemented with sequential FSH than in a-MEM and Amb 0.2
(both without supplements), but similar (P > 0.05) to the other supplemented treatments (Tab.

2).
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3.2.2. Oocyte apoptosis detection after in vitro culture by TUNEL assay

The TUNEL assay revealed the absence or very few apoptotic oocytes after 12 days of
culture (Fig. 5A). All oocytes were apoptotic in the positive control (Fig. 5B) and negative
control did not show marking for TUNEL analysis (Fig. 5C). All oocytes show marking
chromatin with Hoechst 33342 in blue fluorescence (Fig. 5D-F). No differences (P > 0.05) on

TUNEL-positive oocytes were observed among treatments (data not shown).

3.2.3. Intracellular GSH levels and active mitochondria

Oocytes cultured in both treatments supplemented with sequential FSH showed greater
level of intracellular GSH (P < 0.05) than a-MEM and Amb 0.2 mg/mL (both without
supplements), and similar (P > 0.05) to the other treatments (Fig. 6). Similar results were

observed for the mitochondrial activity (Fig. 7).

4. Discussion

This study is the first report evaluating the effects of A. cearensis extract on the in vitro
culture of caprine ovarian follicles. In experiment 1, supplements were not added to the
medium to verify if the plant extract alone would influence follicle morphology and
development. After 12 days of culture, control medium (a-MEM) and the medium composed
of 0.2 mg/ml A. cearensis extract, both without supplements, have similar percentages of

morphologically normal follicles, antrum formation and oocyte recovery.
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We have already shown that the ethanolic extract of A. cearensis, which was the same
used in the current work, contains gallic acid, protocatechuic acid, epicatechin, p-coumaric
acid and kaempferol [16]. Gallic acid and protocatechuic acid (PCA), endogenous plant
phenol found in large amounts in the A. cearensis extract, have been studied due to their
antioxidant, cardioprotective and anti-cancer potential [28; 29]. Evidence from rat models
suggests that gallic acid has neuroprotective activity against 6-hydroxydopamine-induced
oxidative stress via enhancement of glutathione peroxidase (GPx) levels [30], and PCA
reduces neuronal apoptosis in vitro, through the reduction of ROS and increase of antioxidant
enzymes such as catalase (CAT) [31]. The flavonoids epicatechin, kaempferol and p-coumaric
acid act directly on eliminating ROS through the action of several enzymes (CAT, GSH,
GPx), thus, reducing DNA damage in different cell types [32; 33; 34]. Therefore, in our study,
it can be suggested that these natural antioxidants may act isolated or in association to support
the survival and promote development of caprine preantral follicles cultured in 0.2 mg/mL A.
cearensis similarly to a-MEM, which is a commercial medium, containing non-essential
amino acids, carbohydrates, sodium pyruvate, lipoic acid, biotin, vitamins and DNA
precursors [35]. In addition, in the present study, the percentage of normal follicles and the
rate of oocytes > 110 um was higher in 0.2 mg/mL A. cearensis compared to other plant
concentrations. It is possible that 0.1 mg/mL A. cearensis may not be sufficient for the
maintenance of follicular survival and that a higher concentration (0.4 mg/mL) may have
potentiated the cytotoxic effect of some compounds, such as p-coumaric acid, that showed
cytotoxic effect on neuroblastoma after 72 h of treatment, promoting an increase in ROS
levels [36].

We further hypothesized that viability might be affected by either mix supplements
(BSA, insulin, transferrin, selenium, glutamine, hypoxanthine and ascorbic acid) or FSH, and

that the growth rates of follicles cultured in a supplemented medium, especially in A.
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cearensis extract, would be higher than those of non-supplemented medium. This hypothesis
was confirmed in experiment 2. At the end of culture, all supplemented media showed higher
percentage of normal follicles than non-supplemented media. Previous studies have also
shown that addition of supplements into the base culture medium could maintain ovarian
follicle viability [37; 38], especially due to the antioxidant potential (ascorbic acid, selenium
and transferrin) or to the action as energy substrates (glutamine and BSA) for follicular cells
[39; 8; 9]. Some authors showed that defined concentrations of bovine recombinant FSH,
added in specific moments of the culture and in a progressive way, preserve caprine follicle
survival [12], compared to supplemented control medium. In contrast, we did not see any
difference among supplemented media (with or without FSH). These differences in results
could be to different sources of FSH used (bovine x human). Furthermore, a longer culture
period would be needed to observe a significant change in follicular viability or antral cavity
formation in FSH-free medium.

The average increase in diameter was maximum at a combination of supplements
together with sequential FSH in the A. cearensis medium. It is known that after antrum
formation, the follicle become gonadotrophin-dependent [40], suggesting that the use of FSH
may be necessary to give a large support to follicle growth. Moreover, we have recently
showed that A. cearensis extract promotes the development of ovine isolated secondary
follicles in vitro [17]. Therefore, it could be thought that any compound of the A. cearensis
extract (e.g. PCA stimulated rat neural stem cells proliferation in vitro — [41]) may interact
with the supplements and FSH, stimulating the rates of caprine follicle growth.

Finally, we observed that media containing both supplements and FSH enhanced
follicular levels of GSH and active mitochondria, compared to non-supplemented media.
These parameters are related to the fertilizing potential and developmental capacity of oocytes

[42; 43]. GSH is an endogenous antioxidant and may play an important role in DNA and
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protein synthesis, cellular protection during oxidative stress, and cell proliferation during
embryonic events [44; 45]. Mitochondria are directly involved at several levels in the
reproductive process since their functional status influences the quality of oocytes and
contributes to the process of fertilization and embryonic development [46], and part of the
antioxidant defense are formed in the mitochondria [47]. Moreover, low mitochondrial
activity would seem to be a feature of bovine oocytes that have not undergone significant
maturation [48]. Thus, our results provide evidence that addition of supplements and FSH to
the medium is important to ensure follicular growth and protection against oxidative stress
due its ability to increase GSH (probably decreasing ROS) and mitochondrial activity. This
could be one of the facts related to the very few apoptotic oocytes found after culture.

In conclusion, this study showed that A. cearensis extract (0.2 mg/mL) added by
supplements and FSH improves follicle growth, GSH levels and mitochondrial activity. This
extract can be a cheap (about 40 times less than a-MEM) and efficient alternative base culture
medium for preantral follicle development. Further studies are needed to mature in vitro

grown oocytes for fertilization techniques.
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Table

Table 1. Percentage of fully grown oocytes (>110 um) after 12 days of culture of caprine

preantral follicles in the control (a-MEM) or different concentrations of A. cearensis extract

without supplements (Experiment 1).

Treatments % fully grown oocytes
a-MEM 42.22 (19/45) A
Amb 0.1 16.20 (7/45) B
Amb 0.2 30.95 (14/45) A
Amb 0.4 7.50 (3/45) B

("B Different letters denote significant differences among treatments (P < 0.05).
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Table 2. Percentage of fully grown oocytes (>110 um) after 12 days of culture of caprine

preantral follicles in a-MEM or 0.2 mg/mL Amburana cearensis extract, both in the absence

or presence of supplements or FSH (Experiment 2).
% fully grown oocytes

Treatments
o-MEM 26.0 (13/50) A
Amb 0.2 20.0 (10/50) A
a-MEM* 36.0 (18/50) AB
Amb 0.2* 30.0 (15/50) AB

a-MEM*+FSH 44.0 (22/50) B

42.5 (21/50) B

Amb 0.2*+FSH
("B Different letters denote significant differences among treatments (P < 0.05).
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Figure captions

Figure 1 - General experimental protocol for in vitro culture of caprine secondary follicles in

different media.

Figure 2 - Morphologically normal secondary follicle at day 0 (A and D), antral (B and E),
atretic (C) and extruded (F) follicle after 6 days of culture. Experiment 1: A-C; Experiment 2:
D-F. GC: granulosa cell; O: oocyte. Arrow: antral cavity. Scale bar: 250 pm (x 100
magnification).

Figure 3 - Experiment 1: Percentages of morphologically normal follicles (A), antrum
formation (B), follicular diameter (C) and daily growth rate (D) in a-MEM or different

concentrations of Amburana cearensis extract (Amb 0.1; 0.2 and Amb 0.4).

(ABC) Different letters denote significant differences among treatments in the same period (P
< 0.05); (*P°) Different letters denote significant differences among culture periods in the

same treatment (P < 0.05).

Figure 4 - Experiment 2: Percentages of morphologically normal follicles (A), antrum
formation (B), follicular diameter (C) and daily growth rate (D) in a-MEM or Amburana

cearensis extract (0.2 mg/mL), both in the absence or presence of supplements and/or FSH.

(“BC) Different letters denote significant differences among treatments in the same period (P
< 0.05); () Different letters denote significant differences among culture periods in the

same treatment (P < 0.05).

Figure 5 - Representative DNA fragmentation of caprine oocytes after 12 days of culture.
Normal preantral follicle in 0.2 mg/mL A. cearensis (A and D), apoptotic follicle in positive
control (B and E) and negative control (C and D). Ocytes stained with TUNEL (A, B, C) and
Hoechst 33342 (D, E, F). Note the DNA fragmentation, as evidenced by green chromatin in

figure B. O: oocyte. Scale bars: 100 pm.
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Figure 6 - Epifluorescent photomicrographic images of caprine oocytes stained with
CellTracker® Blue (A-F) to detect intracellular level of GSH: Oocytes cultured in a-MEM (A)
or Amb 0.2 mg/mL (B) (both without supplements), in supplemented o-MEM?* (C) or in Amb
0.2" mg/mL (D) and in supplemented a-MEM™* + FSH (E) or Amb 0.2* + FSH (F) and
Intracellular glutathione (GSH) relative level (pixel/oocyte) in goat oocytes after 12 days of in
vitro culture in a-MEM or Amburana cearensis extract (0.2 mg/mL), both in the absence or

presence of supplements and/or FSH (G). Scale bars: 75 pm.
(ABC) Different letters denote significant differences among treatments (P < 0.05).

Figure 7 - Epifluorescent photomicrographic images of caprine oocytes stained with
MitoTracker ® Red (A-F) to detect intracellular level of active mitochondria: Oocytes cultured
in a-MEM (A) or Amb 0.2 mg/mL (B), both without supplements, in supplemented a-MEM"*
(C) or in Amb 0.2" mg/mL (D) and in supplemented a-MEM* + FSH (E) or Amb 0.2" + FSH
(F) and Intracellular mitochondrial activity relative level (pixel/oocyte) in goat oocytes after
12 days of in vitro culture in a-MEM or Amburana cearensis extract (0.2 mg/mL), both in the

absence or presence of supplements and/or FSH (G). Scale bars: 75 pum.

(“BC) Different letters denote significant differences among treatments (P < 0.05).
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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