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RESUMO

O resveratrol tem emergido como um composto natural com imenso potencial
terapéutico. Pode atuar como um antioxidante contra o estresse oxidativo em
diferentes células, no entanto, o resveratrol nunca foi utilizado no cultivo de foliculos
pré-antrais. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do resveratrol sobre a
viabilidade, apoptose e desenvolvimento de foliculos secundarios ovinos isolados,
bem como, o nivel intracelular de GSH e atividade mitocondrial. ApGs a coleta dos
ovarios, foliculos secundarios foram isolados e cultivados por 18 dias em meio a-
MEM+ suplementado com BSA, insulina, transferrina, selénio, glutamina,
hipoxantina e acido ascorbico (meio controle) ou em meio suplementado com
diferentes concentracbes de resveratrol (2,0; 10,0 ou 30,0 pM). Os parametros
analisados foram morfologia, formacdo de antro, diametro, taxa de crescimento,
apoptose através da técnica de TUNEL, niveis de GSH e atividade mitocondrial.
Todos os grupos de resveratrol diminuiram significativamente a percentagem de
foliculos morfologicamente normais no dia 18 comparado com o grupo controle (a-
MEM+). A formacéo de antro foi maior em foliculos cultivados em a-MEM+ sozinho
ou adicionado de 2 uM de resveratrol do que aqueles foliculos cultivados na
presenca de 10 uM de resveratrol. Além disso, os foliculos cultivados com 30 uM
resveratrol mostraram maior percentagem de o00citos apoptoticos quando
comparados ao grupo controle. Odcitos de foliculos tratados com 10 e 30 uM
resveratrol diminuiram significativamente o0s niveis intracelulares de GSH
comparados com 2 pM resveratrol. Além disso, foliculos cultivados em a-MEM+
(controle) mostraram maior atividade mitocondrial do que foliculos cultivados com
10 e 30 puM resveratrol. Em conclusdo, esse estudo mostrou que o resveratrol, em
altas concentracdes, diminuea viabilidade folicular e promove apoptose no odcito,
apos cultivo in vitro de foliculos secundarios ovinos, pela diminuicdo dos niveis de

GSH e atividade metabdlica.

Palavras-chave: Pré-antral, Polifenol, Espécies Reativas de Oxigénio (EROS),
Viabilidade, TUNEL



ABSTRACT

Resveratrol has emerged as a natural compound with immense therapeutic
potential. It may act as an antioxidant against oxidative stress in different cells,
however, resveratrol has never been used in preantral follicle culture. The aim of the
present study was to evaluate the effect of resveratrol on viability, apoptosis and
development of isolated ovine secondary follicles as well as intracellular glutathione
(GSH) level and mitochondrial activity. After collection of the sheep ovaries,
secondary follicles were isolated and cultured for 18 days in a-MEM+ supplemented
with BSA, insulin, transferrin, selenium, glutamine, hypoxanthine and ascorbic acid
(control medium) or in control medium added by different concentrations of
resveratrol (2; 10 or 30 uM). The parameters analyzed were morphology, antrum
formation, follicular diameter, growth rate, apoptosis, GSH levels and mitochondrial
activity. All resveratrol groups significantly decreased the percentage of
morphologically normal follicles at day 18 compared with the control group (a-
MEM+). Antrum formation was higher in follicles cultured in a-MEM+ alone or added
with 2 pM resveratrol than those cultured in presense of 10 uM resveratrol. In
addition, follicles cultured with 30 uM resveratrol showed a higher percentage of
apoptotic oocytes when compared to follicles cultured in control medium. Oocytes
from follicles cultured with 10 and 30 pM resveratrol significantly decreased
intracellular GSH levels compared with those cultured with 2 pM resveratrol.
Moreover, follicles cultured in a-MEM+ (control) showed more active mitochondria
than those cultured with 10 and 30 uM resveratrol. In conclusion, this study showed
that resveratrol, at high concentrations, decrease follicular viability and promote
oocyte apoptosis after in vitro culture of ovine secondary follicles, by decreasing GSH
levels and metabolic activity.

Keywords: Preantral, Polyphenol, Reactives oxygen species (ROS), Viability, TUNEL
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1. INTRODUCAO

A criagdo de ovinos no Brasil, em especial na regido nordeste, tem sido
desenvolvida de maneira crescente. Cada vez mais, os produtores tém visto nos
ovinos uma excelente fonte de renda, através da venda dos animais e da producao
de carne ou pele, atendendo, assim, o0 mercado consumidor. Diante disso, com o
intuito de aumentar o potencial reprodutivo das ovelhas, torna-se prioritario o
desenvolvimento de pesquisas que contribuam para uma melhor compreensao dos
processos relacionados com a formacdo, crescimento e maturacdo dos o00citos
inclusos em foliculos ovarianos ovinos.

Neste contexto, a biotécnica de Manipulacao de Odcitos Inclusos em Foliculos
Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA), se destaca pela potencialidade de recuperar
milhares de odcitos viaveis inclusos em foliculos pré-antrais e, posteriormente,
possibilitar seu desenvolvimento até a maturacéo, prevenindo o processo de atresia
que ocorre largamente nos ovarios (FIGUEREIDO et al.,, 2010). No entanto, os
odcitos, quando retirados do seu ambiente natural perdem sua viabilidade quando
submetidos ao cultivo in vitro . Desta forma, cuidados especiais devem ser tomados,
como a adicao de antioxidantes ao meio de cultivo. Alguns estudos tém avaliado o
efeito da adi¢éo diferentes antioxidantes ao meio de cultivo (4cido alfa lipdico (ALA) :
TABELI et al., 2012; melatonina: GANJI et al., 2013). Outra substancia que parecer
exercer efeito antioxidante é o resveratrol.

O resveratrol (3,5,4-trihydroxystilbene), um polifenol natural largamente
encontrado em uvas e vinhos tintos, tem se tornando alvo de pesquisas devido as
suas acdes anti-inflamatoéria, anti-tumoral e, principalmente, antioxidante (LEIRO et
al., 2004; BAUR ESINCLAIR, 2006; MORITA et al., 2012). O resveratrol ja tem sido
utilizado nos procedimentos de criopreservacdo de sémen humano para evitar ou
minimizar os danos causados ao DNA e, consequentemente, preservar a integridade
dos espermatozoides (BRANCO et al., 2010; GARCEZ et al., 2010). Alguns autores
ja observaram que meio contendo resveratrol favorece uma maior formacédo de
blastocistos e menor expressdo de genes pro-apoptoéticos (caspase-3 e bax) apds
maturacgéo in vitro (MIV) de odcitos suinos (KWAK et al., 2012), bem como menores

taxas de apoptose, através da reducdo da atividade da caspase-3, ap0s cultivo in
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vitro de células da granulosa de ratas (ORTEGA et al., 2012). Contudo, o resveratrol
pode desempenhar papeis distintos dependendo do tipo celular. Wong et al. (2010)
demonstraram que o resveratrol exerce acfes antiproliferativas e pro-apoptoticas
apos cultivo de células da teca de ratas. Entretanto, o efeito do resveratrol sobre o

desenvolvimento in vitro de foliculos secundéarios ovinos é desconhecido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ovario mamifero

O ovario mamifero é constituido por muitos tipos de células diferenciadas como
por exemplo odcitos, células da granulosa, da teca, luteais e do estroma ovariano
(Figura 1). Todas estas células trabalham em conjunto para promover um ambiente
ideal para o desempenho de suas fungdes enddcrina (sintese e secrecdo de
horménios e fatores de crescimento) e gametogénica (liberacédo de od6citos maduros
aptos a fecundacéo) (BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006; KNIGHT; GLISTER,
2006).

Este 6rgao é dividido em duas regides distintas: a cortical, de localizacdo mais
externa, onde podem ser observados foliculos ovarianos em diversos estagios de
desenvolvimento, além de corpos lateos, e a regicdo medular, de localizacdo mais
interna, que é constituida por tecido conjuntivo, ricamente vascularizado, fibroblastos
e fibras colagenas (SANTOS et al., 2006).

Figura 1. Esquema do ovario mamifero.

Adaptado de: http:/Awaew. tarleton.edu/Departamentsfanatomy/ovary. html

Céhilas
da
Foliculo  granulosa :
secundério Foliculo

antral

Folicuio

prEmario
Medula

Corpo Corpo Cortex
albicans Liteo
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ApOs 0 nascimento, nota-se no ovario ovino, um pool de foliculos em fase de
repouso ou quiescentes, que constitui a reserva ovariana. Essa reserva inclui os
foliculos classificados como primordiais, que representam a grande maioria dos
foliculos presentes no ovario (95%). Em todas as espécies de mamiferos, estes
foliculos deixam o estoque de foliculos quiescentes em um fluxo continuo, seja por

atresia ou por entrada para a fase de crescimento (GOUGEON, 2010).

2.2 Oogénese e foliculogénese

A oogénese comeca durante a embriogénese inicial com alguns genes de
efeito materno (genes que sao herdados do ovo e afetam os eventos poés-
fertilizacdo), que iniciam a transcricdo durante os estagios iniciais da foliculogénese
(JAGARLAMUDI e RAJKOVIC 2012). No periodo embrionario, as células
germinativas primordiais (CGPs) migram do saco vitelinico até os primordios
gonadais, onde as gbnadas irdo se desenvolver. No inicio da fase ativa da sua
migracdo, as CGPs modificam as suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas,
adquirindo uma forma alongada (PALMA et al., 2012). Estas células interagem com
o meio ambiente ao redor utilizando interacdes receptor/ligante e ligacdes
especializadas para faciltar a sua migracdo até a regido das gbOnadas
(JAGARLAMUDI e RAJKOVIC 2012).

A regulacdo do desenvolvimento, migracdo e proliferacdo das CGPs é
importante para evitar a perda prematura de células germinativas em humanos
(JAGARLAMUDI e RAJKOVIC 2012). Sabe-se que algumas moléculas e
reguladores governam o desenvolvimento e proliferagdo das CGPs. Os genes que
sdo expressos has células germinativas, assim como nas células somaticas
gonadais sdo importantes para a formagcdo e diferenciacdo gonadal. Varios
reguladores de transcricdo sdo conhecidos por interferir inicialmente na formacgao
das gbnadas, como por exemplo o LHX9 (BIRK et al., 2000), a proteina de
maturagcdo 1 induzida por linfécitos B (BLIMP1, também conhecida como PRDM1:
OHINATA et al., 2009), o fator transcricional 1, dominio POU, classe 5, (POU5F1)
(PESCE e SCHOLER, 2000) e o fator de transcricdo dedo de zinco (Zfx)(LUOH et
al., 1997).
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ApoOs a migracdo das CGPs para os primordios gonadais, estas células se
proliferam e se transformam em ooglOnias. Em seguida, as oogbnias entram na
primeira divisdo meiotica e recebem a denominacao de odcitos primarios. Estes se
caracterizam por apresentar um nucleo em fase de dipléteno da préfase |,
conhecido como vesicula germinativa (FIGUEIREDO et al., 2008). Nessa fase, os
odcitos priméarios sdo envolvidos por células achatadas denominadas de células da
pré-granulosa, originarias do mesoderma (JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004), dando
origem aos foliculos primordiais. Uma massiva perda de odcitos ocorre durante a
formacéo dos foliculos primordiais, porém os mecanismos dessa perda ndo sédo bem
conhecidos (JAGARLAMUDI e RAJKOVIC 2012). Uma vez formados, os foliculos
primordiais podem ser perdidos a partir da reserva do ovario como consequéncia da
exposicao a fatores de estresse exdgenos e enddgenos, tais como quimioterapia,
radioterapia e toxicos ambientais (KERR et al. 2012a, SOBINOFF et al. 2013,
SIVAKUMAR et al., 2014). Estes agentes sdo conhecidos por ativar as respostas
apoptoticas dentro do proprio oécito do foliculo primordial, bem como nas células da
granulosa de foliculos em crescimento (SUH et al., 2006).

Os foliculos primordiais sdo definidos como um odcito circundando por uma
camada de 4-8 células da pré-granulosa, de morfologia pavimentosa (FAIR, 2003).
Assim como a migragcdo e a proliferacdo das CGPs sdo coordenadas por alguns
fatores transcricionais, a passagem do estadio de foliculo primordial para primario
também requer a expressao de alguns fatores. Sabe-se que a via fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K-Akt) esta presente na ativacao de foliculos primordiais (JOHN et al.,
2008; REDDY et al., 2008) via Fator de transcricao forkhead (FOXO3), sendo este o
efetor priméario da ativacdo do foliculo primordial. O FOXO 3 atua na auséncia do
seu antagonista, a Fosfatase e homélogo de tensina (PTEN) (JOHN et al, 2008). Os
foliculos primordiais passam para o estadio de foliculo priméario sob influéncia de
diversos fatores, como fator inibitério da leucemia (LIF), fator de crescimento
fibroblastico basico (FGFb) (KEZELE et al., 2005; NILSSON et al., 2006; NILSSON e
SKINNER, 2004; SCHINDLER et al., 2010; SKINNER, 2005), Kit ligante (KL) e fator
neurotréfico derivado da glia (GDNF) (ESMAIELZADEH et al, 2013)

O foliculo primario é caracterizado pela presenca de uma camada de células da
granulosa de morfologia cuboide, ao redor do oécito (BRAW-TAL e YOSSEFI, 1997).
A transicdo de foliculo primério para foliculo secundéario é impulsionado por fatores

produzidos pelo odcito, células da granulosa e células da teca (KOL et al., 1995) e
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essa transicao € caracterizada pela multiplicacéo das células da granulosa, levando
a formacao de varias camadas destas células ao redor do odcito (PAN et al., 2012).
Além disso, tal transicdo requer a expressdo e acao de proteina de ligacdo a
sequéncia TATA (TBP2), um fator de transcricdo especifico do odécito, expresso ao
longo da folliculogénese. Ovarios de ratas deficientes em TBP2 tém um reduzido
namero de foliculos secundarios e uma expressdo alterada de transcricbes
especificas de odcitos envolvidos na foliculogénese inicial. Por exemplo, os niveis de
Fator de Crescimento e Diferenciacdo 9 (GDF-9), Proteina Morfogenética Ossea
(BMP-15) e o gene Zona Pellcida 3 (ZP3) estédo diminuidos, ao passo que 0s niveis
de Oct4 e Nobox estdo aumentados (OTSUKA et al.,, 2000). Assim, um papel
potencial de TBP2 na regulacédo do controle transcricional da oogénese foi sugerido
(SANCHEZ e SMITZ, 2012) (Fig. 2).

Estudos demonstram que o GDF-9 promove o crescimento de foliculos
primérios e a proliferacdo de células da teca de ratas (NILSON e SKINNER, 2002),
estimula a manutencdo da viabilidade folicular e a proliferacdo de células da
granulosa de humanos (HREISSON et al., 2002). A BMP-15 promove a proliferacdo
das células da granulosa e estimula o desenvolvimento de foliculos primordiais e
primarios em roedores (FORTUNE, 2003; OTSUKA et al, 2000; NILSSON e
SKINNER, 2002) e ovinos (McNatty et al, 2003), ou seja, € um importante regulador
da mitose das células da granulosa e do desenvolvimento folicular inicial
(FORTUNE, 2003; OTSUKA et al., 2000; NILSSON e SKINNER, 2002).

Figura 2. Papel dos fatores de transcricdo durante a oogénese. Adaptado de Jagarlamudi e Rajkovic,
(2012).
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Sob a influéncia de gonadotrofinas (JAGARLAMUDI e RAJKOVIC, 2012) e de
fatores de crescimento, como por exemplo, o Fator de crescimento Semelhante a
Insulina (IGF-1; SILVA et al., 2009), os foliculos secundarios se transformam em
foliculos antrais (JAGARLAMUDI e RAJKOVIC, 2012), caracterizados por uma
cavidade repleta de liquido folicular entre as camadas de células granulosa,
denominada antro (FORTUNE, 2003). Além disso, o seu diametro aumenta
acentuadamente devido ao crescimento do odcito, multiplicacdo das células da
granulosa, da teca e aumento do fluido antral (DRIANCOURT et al.,, 1991). Tal
fluido pode servir como uma importante fonte de substancias reguladoras derivadas
do sangue ou secrecbes das células foliculares, isto €, gonadotrofinas,
esterdides, fatores de crescimento, enzimas, proteoglicanos (VAN DEN HURK &
ZHAO, 2005). Durante todo o crescimento folicular, o volume oocitario aumenta
significativamente. Porém, o o0cito continua com o ndcleo em estadio de préfase | e
s6 retoma a meiose apdés o pico pré-ovulatério de LH. Em seguida, o odcito
permanece no estadio de metafase Il até o momento da fecundacédo (PAN et al.,
2012).

2.3 Populacao ovariana e atresia folicular

Os foliculos pré-antrais representam cerca de 90 a 95% de toda populacdo
folicular e, desta forma, armazenam a grande maioria dos o00citos presentes em
ovarios mamiferos. No tocante aos ruminantes domésticos, a formacao dos foliculos
ovarianos e, consequentemente, a dos 04citos neles contidos, iniciam-se no periodo
pré-natal (FIGUEIREDO et al., 2008). Entretanto, recentemente, alguns
pesquisadores tém demonstrado a possibilidade da formacdo, apés o nascimento,
de novas células germinativas e de foliculos na mulher (BUKOVSKI et al., 2004) e
em camundongos fémeas adultos (JOHNSON et al., 2004). Essas descobertas
indicam um novo caminho a ser pesquisado na area da biologia reprodutiva de
fémeas mamiferas. No entanto, muitos trabalhos ainda sdo necessarios para
esclarecer se as células germinativas primordiais poderdo ser capazes de se

diferenciar espontaneamente em foliculos in vivo, bem como também
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esclarecer quais mecanismos promoveriam a neofoliculogénese em pacientes
inférteis (PESSOA, 2013).

A populacao folicular difere entre as espécies, sendo de 160.000 na ovelha
(DRIANCOURT, 1991). Apesar desse grande numero de foliculos presentes no
ovario, a grande maioria (99,9%) ndo chega até a ovulagdo, mas ao contrério, €
eliminada por meio de um processo conhecido por atresia ou morte folicular
(ARAUJO et al, 2014). A atresia pode ocorrer por duas vias: apoptotica e/ou
degenerativa (necrose).

A apoptose €& uma forma de morte celular determinada geneticamente e
biologicamente funcional (HUSSEIN, 2005). As caracteristicas morfoldgicas da
apoptose sdo a eliminacdo de uma unica célula, perturbacbes do citoesqueleto,
retracdo celular, vacuolos na membrana, condensacao nuclear, formacao de corpos
apoptéticos e a fagocitose pelas células vizinhas. A permeabilidade celular
permanece inalterada, e as organelas mantém sua integridade morfofuncional (ABIR
et al., 2002).

A necrose € consequéncia de lesdes provocadas por fatores ambientais-
patologicos e estd associada a uma série de alteracfes celulares, que se iniciam
com a alteracdo da permeabilidade da membrana celular, seguido de ruptura das
estruturas citoplasmaticas e, em seguida, degeneracdo nuclear. A morte de grupos
de células, perda da integridade da membrana celular, turgidez e lise, vazamento
lisossomal e agregacdo mal definida da cromatina identificam a necrose (ABIR et al.,
2002).

No estagio inicial da atresia, as células foliculares apresentam caracteristicas
morfologicas tipicas de apoptose, tais como a condensacgdo da cromatina nuclear
precoce em massas densas, na periferia nuclear. Além disso, 0s corpos apoptoéticos
sdo observados no interior das células adjacentes. Diante disso, € sugerido a
participacédo da apoptose no inicio da atresia. No entanto, as alteracdes morfologicas
acentuadas no final da atresia parecem estar envolvidas com a necrose. Além disso,
as células foliculares também apresentam alteragbes mais drasticas, incluindo
dilatacdes de membrana nuclear, auséncia de cristas nas mitocondrias e presenca
de vacuolos citoplasmaticos (AGUIRRE et al., 2013). A seguir, serdo apresentados

mais detalhes sobre a apoptose.
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2.4 Apoptose

Antes do nascimento, a grande maioria dos odécitos sado perdidos no ovario
fetal. Durante a vida fetal, a apoptose esta localizada nos odcitos (HUSSEIN, 2005).
Durante a idade adulta, a apoptose € detectada em células da granulosa de foliculos
secundarios e antrais (HUSSEIN, 2005). Isso mostra que a apoptose pode ocorrer
em vérias fases do desenvolvimento folicular e oocitario.

Os mecanismos de decisédo entre vida e morte celular envolvem um dialogo
entre moléculas pré-apoptéticas e pré-sobrevivéncia (HUSSEIN, 2005). Além disso,
dois mecanismos gerais participam da apoptose: um é desencadeado pela ligacédo
de moléculas de morte celular com os receptores da superficie celular (eventos de
morte mediada pelo receptor), caracterizando a via extrinseca da apoptose. A outra
via € iniciada por sinais que surgem no interior da célula (eventos mediados por
mitocbndrias), caracterizando a via intrinseca da apoptose. (HUSSEIN et al., 2003a)
(Fig 3).

No que diz respeito a via intriseca, diversos fatores de estresse podem resultar
na sua ativacdo, como por exemplo, espécies reativas de oxigénio (EROs), auséncia
de fatores de crescimento e hormdnios. Em todos os casos, estas varias formas de
estresse convergem para a mitocondria e determinam a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial externa (MOMP), esta por sua vez resulta na dissipacao do
potencial da membrana mitocondrial e, por conseguinte, na cessa¢ao da producao
de ATP, assim como liberacdo de uma série de proteinas que contribuem para a
ativacdo da caspase. A capacidade de formacdo de poros de algumas das proteinas
da familia Bcl-2 na membrana mitocondrial, tem sido proposta para explicar como 0s
diferentes sinais convergem na mitocdndria, resultando em MOMP (GREEN e
KROEMER, 2004; YIVGI-OHANA et al, 2011). As proteinas da familia Bcl-2, séo
reguladores essenciais deste tipo de apoptose e sdo todas caracterizadas pela
presenca de pelo menos uma proteina Bcl-2 de dominio Homdélogo (BH). De um
ponto de vista funcional, os membros que podem ser classificados em anti-
apoptéticos contém trés ou quatro dominios BH (tais como Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-
1), e os membros pro-apoptéticos com dois ou trés dominios BH (tais como Bax,
Bak, Bcl-xs, Bok) ou com apenas um (como Bad, Bik, Bid, Bim, Noxa, Puma). Os

membros pré-apoptéticos da familia mediam a apoptose por perturbar a integridade
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da membrana, induzindo a formacgéo de poros. Os diferentes sinais apoptoéticos sédo
detectados por proteina BH3-apenas que séo induzidas ou ativadas e migram para
as mitocondrias onde se ligam aos membros pro-apoptoticos, promovendo, assim, a
sua agregacédo (CHIPUK e GREEN, 2008).

Em qualquer caso, uma vez ocorrendo o MOMP, um certo niumero de proteinas
sao liberadas a partir da mitocondria, estas incluem o Citocromo C, fator indutor da
apoptose (AlF), a endonuclease G (endo G), proteina de ligacdo direta IAP com
baixo Pl (DIABLO, também conhecido como SMAC) e outros. Uma vez CYTC é
liberado, liga-se a Apaf-1 induzindo a formagé&o de um complexo grande, conhecido
como 0 apoptossomo, que recruta a caspase-9. No apoptossomo, a caspase-9 €
ativada e clivada e ira ativar moléculas adicionais, como a caspase 3. Devido a sua
letalidade, o sistema esta sujeito a um certo numero de controles, como por
exemplo, uma classe de proteinas conhecida como inibidores de apoptose (IAP),
que se ligam e inativam as caspases. Apés a MOMP, a mitocéndria liberta também
proteinas tais como DIABLO / SMAC que se ligam a IAPS, removendo a sua inibicao
de apoptose e permitindo que ocorra apoptose (FAVALORO et al., 2012)

Com relacéo a via extrinseca, esta € iniciada por horménios extracelulares ou
agonistas que pertencem a superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), incluindo
o TNFa, 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
interag6es 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 sinalizacdo (DISCO)
indutor de morte. Este complexo recruta e ativa as caspases iniciadoras (caspase-8),
gue ativadam as caspases executoras, tais como a caspase-3 e caspase-7 (JIANG e
WANG, 2004), responsaveis pela clivagem de proteinas essenciais, conduzindo a
morte celular (HUTT, 2015). Hipo6teses de causas subjacentes a esta perda
apoptética incluem: (i) ‘controle de qualidade' para eliminar anomalias meiéticas; (ii)

um déficit de fatores de sobrevivéncia; e (iii) um "auto-sacrificio” (Hussein, 2005).



Figura. 3 Representacdo esquematica das principais vias moleculares que levam a

apoptose (FAVALORO et al., 2012).
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Diante disso, visando evitar a grande perda folicular que ocorre naturalmente

in vivo pela atresia, nas ultimas décadas, vem sendo desenvolvida a biotécnica de

MOIFOPA.

2.5. Biotécnicade MOIFOPA e suas Aplicacdes

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicas da reproducdo animal séo

condi¢des indispensaveis para o aumento da eficiéncia produtiva dos rebanhos.

Neste sentido, especialmente no tocante a ruminantes domeésticos, biotécnicas como

a inseminacgao artificial, a fecundacgéo in vitro (FIV) e a transferéncia de embrides

vém sendo utilizadas com sucesso. Outras biotécnicas terdo sua aplicabilidade

pratica em larga escala no futuro. Nesse grupo, pode-se incluir a clonagem e a

manipulagdo de oocitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA)
(FIGUEIREDO et al, 2009). A importancia da biotécnica de MOIFOPA deve-se ao

fato de que 90% dos odcitos presentes nos ovarios estdo armazenados nos foliculos
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pré-antrais, ou seja, em foliculos destituidos de antro. Além disso, a morte folicular
por atresia ocorre predominantemente na fase antral (FIGUEIREDO et al, 2009).

Para a maximizacdo do potencial reprodutivo, especialmente de fémeas
domésticas, € importante estudar a foliculogénese a fim de se compreender os
mecanismos e fatores envolvidos nesse evento. Desta forma, a MOIFOPA visa o
isolamento ou resgate de foliculos pré-antrais a partir de ovarios, conservacao dos
foliculos por curto (resfriamento) ou longo (criopreservacédo) periodo e cultivo
folicular in vitro (FIGUEIREDO et al, 2008). Neste sentido, foliculos pré-antrais
eficientemente isolados a partir de ovérios, sdo uma grande fonte de odcitos
(material genético) que podem alcancar a competéncia meiotica in vitro. Além disso,
0s odcitos imaturos de foliculos pré-antrais podem ser utilizados em outras
tecnologias de reproducédo assistida, como a maturacao in vitro (MIV) e producao de
embrides, transgenia, e conservacdo de espécies ameacadas de extingdo (ARAUJO
et al, 2014).

No entanto, os fatores e mecanismos responsaveis pelo controle da
foliculogénese inicial ainda séo pouco conhecidos e representam uma das principais

questdes relacionadas com a biologia do ovario (ARAUJO et al, 2014).

2.5.1 Cultivo In Vitro de Foliculos Pré-Antrais (CIV)

7z

O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € uma ferramenta importante para
estudar a foliculogénese, pois possibilita a avaliagdo do diferentes substancias
(gonadotrofinas, fatores intra-ovarianos) (FIGUEIREDO et al., 2007). Basicamente,
existem duas maneiras de cultivar os foliculos pré-antrais: 1) inclusos em fragmentos
de tecido ovariano (fatias ou tiras), também chamado de cultivo in situ; ou 2)
utilizando foliculos isolados. Os foliculos isolados podem ser cultivados em um
sistema de duas dimensdes (2D). Nesse sistema, o foliculo € colocado na superficie,
gue pode ser plastico ou matriz extracelular (por exemplo, gel de colagéno, matrigel,
etc). Aléem do sistema 2D, os foliculos podem ser cultivados em um sistema

tridimensional (3D), inclusos em uma matriz extracelular (ARAUJO et al., 2014).
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No tocante ao cultivo de foliculos isolados em sistema 2D, este ja foi utilizado
em diferentes espécies (suina: LIU et al., 2003; CECCONI et al., 2004; caprina:
ARAUJO et al., 2011; BARROS et al, 2013, ovina: SANTOS et a., 2014;
BARBERINO et a.l, 2015; bovina: ROSSETO et a.l, 2013; ARAUJO et al., 2014).
Atualmente, a principal utilizagcdo do cultivo de foliculos isolados é para promover o
crescimento e desenvolvimento dos odécitos imaturos e permitir a compreenséo dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento do odécito, na diferenciacdo de células
da granulosa, e na regulacdo de fatores autdcrinos / paracrinos que controlam os
estagios iniciais de foliculogénese (THOMAS, WALTER e TELFFER, 2003).

Neste sentido, um sistema de cultivo eficiente precisa manter a morfologia
folicular, a sobrevivéncia, a proliferacdo, a esteroidogénese e a expressao génica.
Adicionalmente, fatores, tais como a idade (adultos ou imaturos) dos animais,
categoria folicular (foliculos pré-antrais iniciais ou tardios, ou foliculos antrais) a ser
utilizada, e o sistema de cultivo in vitro (duas ou trés dimensdes) devem ser
considerados fontes muito importantes de variacdo de dados. Este fato tem
estimulado um grande interesse no desenvolvimento de um sistema de cultivo capaz
de manter o crescimento folicular e evitar a perda de foliculos (ARAUJO et al, 2014).
Além disso, uma das principais causas de morte folicular, durante o cultivo, é a
producdo em excesso de EROs.

As EROs séo formadas como subproduto do metabolismo aerébio e, quando
acumuladas, podem reagir com moléculas biol6gicas (BARBOSA et al., 2014) e
funcionar como sinalizadoras e indutoras de processos que causam injurias as
células, como a peroxidacdo dos lipidios das membranas, danos ao DNA e morte
celular por apoptose ou necrose. Os niveis intracelulares das EROs podem
determinar se a célula continua via ou morre por apoptose ou necrose (LIMA-
VERDE et al., 2007).

A instalacdo do estresse oxidativo se da por meio de um desequilibrio entre os
fatores pré-oxidantes e antioxidantes (BARBOSA et al., 2010). Em foliculos, a falha
dos mecanismos de defesa antioxidantes para neutralizar o estresse oxidativo
permite que as EROs alterem o estado redox celular (reducédo-oxidacdo), com a
diminuicdo da capacidade antioxidante total (OYAWOYE et al.,2003). Para reverter o
quadro de estresse oxidativo, € preciso reduzir a produgcdo de EROs ou aumentar a

quantidade de antioxidantes disponiveis (ANDRADE et al., 2010). Neste sentido, a
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composicdo do meio de cultivo utilizado para promover o desenvolvimento folicular &

um fator essencial para o sucesso do cultivo in vitro.

2.5.2 Importancia da composicao do meio de cultivo

O meio de cultivo é um dos principais fatores que influencia o desenvolvimento
folicular in vitro. Diversos meios ja foram testados, bem como a adi¢do de diferentes
substancias. O meio de cultivo deve garantir o fornecimento adequado de
eletrolitos, antioxidantes, aminodcidos, substratos energéticos e vitaminas
(PICTON et al., 2008). Com relacdo aos antioxidantes, estes sdo adicionadas ao
meio na tentativa de contrapor o aumento indiscriminado de EROs produzidas
durante o cultivo in vitro (SILVA et al., 2011). No entanto, € necesséario cautela
quanto a adi¢cdo de antioxidantes ao meio de cutivo, uma vez que dependendo da
concentracdo e da presenca de outras substancias antioxidantes no meio de cultivo,
pode-se observar um efeito contrario. Ou seja, ao invés de proteger as células
contra as EROs produzidas durante o metabolismo celular, as substancias
antioxidantes poderdo atuar como pré-oxidantes, favorecendo maior producédo de
EROs, ou ainda, podem se ligar a receptores celulares, levando a morte da célula.

Vérias substancias antioxidantes foram testadas no cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais ovinos isolados, como por exemplo, &cido ascérbico (ROSSETO et al,
2009; ANDRADE et a.l, 2012) e acido alfa lipdico (TABELI et al., 2012). Outra

substancia que parece exercer funcao antioxidante na reproducao € o resveratrol.
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2.6. Resveratrol

O resveratrol, termo comum para 3,5,4 V-hidroxistibeno, é um polifenol
pertencente a classe dos estilbenos e existe em ambas as formas isomeéricas cis e
trans (Fig. 4), esta Ultima, a mais comumente encontrada em plantas (DELMAS et
al., 2011)

Figura 4. Estrutura quimica do (a) trans- e (b) cis-resveratrol (DELMAS et al, 2011).
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O resveratrol foi caracterizado como um fitoestrégeno com base na sua
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capacidade de competir com 17B-estradiol (E;) pela ligacdo e modulagdo da
atividade de receptor alfa do E, (ERa) (GEHM et al., 1997). Além disso, Bowers et al.
(2000) mostraram que o resveratrol além de se ligar ao ERa, liga-se também ao ERP
com uma afinidade, menor que o E,. Estes mesmos autores concluiram que o
resveratrol ocupa ambos os receptores pela ligacdo de sequéncias particulares
chamadas de elementos de resposta de E, (EREs) de uma maneira dependente da
concentracdo. Além disso, o resveratrol exerce atividade antagonista ao E;, a partir
de certos EREs. Lin et al,. (2006) descreveram que o resveratrol também pode se
ligar a integrinas, glicoproteinas estruturais da membrana plasmatica.

Alguns estudos tém mostrado que o resveratrol é efetivo para reduzir os riscos
de aterosclerose, além de possuir atividade anti-tumoral, anti-inflamatoria
(SUBBARAMAIAH et al., 1998) e antioxidante (MORITA et al., 2012).
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2.6.1. Atividades bioldgicas do resveratrol in vivo

Para avaliar os efeitos do resveratrol in vivo, SIMSEK et al. (2012)
administraram diferentes doses (10 ou 100 mg/Kg) de resveratrol em ratas e, ap0s
24 h, submeteram os animais a radiacdo. Os autores observaram que as ratas
tratadas com resveratrol apresentavam significativamente mais foliculos ovarianos,
além de maior expressdo da enzima glutationa peroxidase do que os animais do
grupo controle (sem resveratrol). Dessa forma, eles sugeriram que o resveratrol é
eficiente em reduzir a perda folicular induzida pela radiagdo. Outro experimento in
vivo demonstrou que a administracdo de resveratrol inibe a ativacdo folicular
(transicdo de foliculos primordiais para primarios) em ratas, o que evitaria a falha
ovariana prematura, além de reduzir as taxas de apoptose (KONG et al., 2011).
Resultados similares foram observados por CHEN et al., (2010), em que o
resveratrol aumentou a reserva de foliculos ovarianos de ratas e promoveu uma
reducdo na atresia. Liu et al., (2013) demonstraram que o resveratrol possui um
efeito protetor sobre a fertiidade de camundongos fémeas com idade avancada,
aumentando o numero de foliculos viaveis, bem como a quantidade e qualidade dos
oocitos.

Ginkel et al., (2007) estudando o efeito inibitério do resveratrol sobre o
crescimento tumoral humano, observaram que os camundongos xenotransplantados
com linhagens de células de neuroblastoma humanas (NGP e SK-N-AS), tratados
por via oral com o resveratrol, tiveram diminuicdo do crescimento tumoral apos 5
semanas de tratamento, quando comparados aos nao tratados. Neste mesmo
estudo, apds aplicacdo peritumoral de 5 inje¢cdes de resveratrol, foi possivel
observar uma diminuicdo do tamanho do tumor, quando comparado ao grupo nao
tratado. Além disso, observou-se que o resveratrol inibibiu o crescimento celular,
uma vez que houve um aumento da porcentagem de células de neuroblastoma (SK-

N-AS ) na fase Go-G; e S do ciclo celular.
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2.6.2 Atividades bioldgicas do resveratrol in vitro

2.6.2.1 Células tumorais e renais

O resveratrol foi utilizado, in vitro, em varios tipos de células com a finalidade
de parar a proliferacdo celular, na sua maior parte numa forma irreversivel, levando
a apoptose. Este efeito tem sido atribuido a capacidade do resveratrol em modular a
atividade de muitos mediadores chave do ciclo celular e da sobrevivéncia (Signorelli
e Ghidoni, 2005). Mitchell et al., (1999) observaram que células do cancer de
prostata tratadas com resveratrol sofreram uma diminuicdo em numero, indicando
reducdo do crescimento celular. Além disso, o resveratrol promoveu a inibicdo do
crescimento de diversas linhagens de células tumorais humanas (Seg-1, HCE?,
SW480, MCF7, e HL60 (JOE et al., 2002; HL60 CLEMENT et al., 1996), bem como,
induziu a apoptose dessas células.

O resveratrol pode induzir a apoptose em células de glioma U251 humanos
tanto dose, quanto tempo-dependente. A apoptose induzida pelo resveratrol requer a
ativacdo de caspase-3 e envolve o aumento da regulacdo da expressao de Bax,
aumento da liberacdo de citocromo c e ativagdo da caspase-9. A relacdo temporal
entre a inducdo de alteracdes da expressdo de genes relacionados com a apoptose
e a ativacdo de caspases indica que a via de sinalizacdo intriseca pode estar
envolvida no processo de morte celular por apoptose induzida pelo resveratrol. Os
resultados também mostram que o resveratrol inibe a proliferagcéo celular e promove
a inducdo da parada do crescimento nas fases GO/G1 através da supressdo da
expressado de ciclina D1, que pode contribuir para o processo de morte celular por
apoptose (JIANG et al., 2005).

Com relacdo as células renais, o pré-tratamento com resveratrol protegeu o
cortex renal de ratos contra a citotoxicidade da cisplatina, através da diminuicdo dos
niveis de EROs e prevencdo da peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo
(VALENTOVIC et al., 2014).
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2.6.2.2 Espermatozoides

O resveratrol tem sido utilizado nos procedimentos de criopreservacdo de
sémen humano para evitar ou minimizar os danos causados ao DNA e,
consequentemente, preservar a integridade dos espermatozoides (BRANCO et al.,
2010; GARCEZ et al., 2010). Apos avaliar o efeito protetor do resveratrol sobre o
estresse cronico testicular causado por imobilizacdo, Bitgul et al. (2013) observaram
gue os grupos tratados com resveratrol apresentavam forma e diametro dos tabulos
seminiferos semelhantes ao grupo controle. Além disso, apresentaram menor
namero de células TUNEL e caspase-3 positivas, quando comparados ao grupo
submetido ao estresse testicular. Neste mesmo estudo, foi possivel observar que o
grupo tratado com alta dose de resveratrol apresentou alto nivel de testosterona
sérica quando comparado ao grupo com estresse.

Unal et al., (2013) concluiram que o resveratrol protege contra a apoptose de
células esperméticas de ratos submetidos ao poluente Di-n-butil-ftalato (DBP), bem
como manteve a estrutura do epitélio seminifero e espermatogénese. Além disso, foi
observado que apOs aplicacdo de resveratrol, houve uma expressdo do c-kit, um
marcador de proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular, nos testiculos de ratos
tratados com DBP. Além disso, p0s e pré-tratamento com resveratrol promoveu
aumento no peso do testiculo e epididimo, diminuicdo de anormalidades dos
espermatozoides e melhora da mobilidade esperméatica e do nuamero de
espermatozoides vivos, em comparacdo com ratos tratados com cipermetrina, um
inseticida comumente utilizado (SHARMA et al., 2015). Apés tor¢do testicular em
ratos, Ylung et al., (2014) observaram que o resveratrol promoveu um efeito positivo
no equlibrio oxidante/antioxidante, reducéo da lesdo histopatoldgica e prevencao da

apoptose.
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2.6.2.3 Células da granulosa e teca

Um estudo recente demonstrou que, apos cultivo de células da granulosa de
ratas, baixas concentragdes de resveratrol estimularam a incorporagao de timidina
triciada, o que é indicativo de proliferacdo celular, e altas concentracdes inibiram
esta incorporacdo (ORTEGA et al., 2012). Este mesmo estudo mostrou ainda que o
resveratrol reduziu a apoptose, através da reducdo da expressdo da caspase-3 e
possibilitou a manutencdo da morfologia celular. Contudo, efeitos contrarios foram
encontrados quando células da teca de ratas foram cultivadas in vitro (WONGet al.,
2010). Neste estudo, o resveratrol exerceu um efeito antiproliferativo e préapoptotico
através da ativacado das caspases-3 e 7, além de provocar mudancas na morfologia

dessas células.

2.6.2.4 O6citos e embrides

Estudos com odcitos suinos demonstraram que a presenca de diferentes
concentracbes de resveratrol (0,5; 2,0 e 10,0 uM) na maturacdo in vitro (MIV)
promoveram uma reducao significativa nos niveis de EROs utilizando-se 2,0 uM de
resveratrol, comparado aos demais tratamentos (KWAK et al., 2012). Estes autores
também relataram maior formacdo de blastocistos e menor expressdo de genes
relacionados com apoptose (caspase-3 e bax), comparados ao controle. Além disso,
a suplementacdo do meio de MIV com resveratrol nas concentracdes de 0,25 ou 0,5
UM melhoram o desenvolvimento de embrides partenogenéticos e clonados em
suinos, bem como diminui a expressdo de genes pré-apoptéticos em células do
cumulus, oécitos maduros e blastocistos (MUKHERJEE et al., 2014)

Outro estudo demonstrou que os blastocistos suinos produzidos in vitro
possuiam mais ceélulas e menor expressdao de genes pro-apoptéticos, como a
caspase-3, ap0s incubacdo em meio contendo 0,5 uM de resveratrol (LEE et al.,
2010). O resveratrol também teve efeito benéfico para a sobrevivéncia do odcito de
gatas durante a vitrificacdo (COMIZZOLI et al., 2009).

O resveratrol, nas concentracdes de 0,1 mM e 1,0 mM, aumentou a producao

de progesterona pelas células do cumulus, bem como a taxa de formacdo do
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primeiro corpusculo polar e reduziu as EROs ap6s MIV de odcitos bovinos (WANG et
a.l, 2014).

Entretanto, apesar dos trabalhos descritos acima, ainda ndo ha estudos
avaliando o potencial efeito antioxidante do resveratrol sobre o desenvolvimento in

vitro de foliculos pré-atrais isolados em nenhuma espécie de mamiferos domésticos.

2.7.Técnicas para detectar viabilidade folicular, metabolismo celular

e apoptose

Apds o desenvolvimento in vitro, € necessaria a manutencdo da qualidade
folicular para que se tenham odcitos aptos a serem maturados e fecundados in vitro,
ou que possam ser utilizados em outras biotécnicas relacionadas a reproducao
animal. Dessa forma, quanto mais parametros e técnicas forem utilizados em
conjunto para avaliar os foliculos pré-antrais e antrais apds o cultivo in vitro, mais
precisa serd a interpretacdo da qualidade e da viabilidade folicular (MATOS et al,
2007). Diferentes técnicas vém sendo utilizadas, tais como histologia classica,

microscopia eletrénica de transmissao, microscopia de fluorescéncia e TUNEL.

2.7.1 Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia 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 1999). A
microscopia de fluorescéncia é considerada uma técnica confiavel, pratica e rapida
para analisar a viabilidade folicular (LOPES et al., 2009) e ja foi utilizada para avaliar
a viabilidade de foliculos pré-antrais apds cultivo in vitro (CHAVES et al, 2010;
ROSSETO et al, 2012; DUARTE et al., 2013), em que os foliculos vivos e mortos
sdo marcados pela calceina-AM e etidio homodimero-1, respectivamente. A
calceina-AM atravessa passivamente a membrana celular, quando entdo é

convertida por esterases intracelulares, ativas somente em célula integra, a seu
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anélogo negativo, impermeavel e de fluorescéncia verde, também conhecido como
calceina (NERI et al., 2001). Com a perda da integridade ou aumento da
permeabilidade da membrana, a atividade esterasica cessa e o etidio homodimero-1
(EthD-1) reage com os acidos nucléicos, produzindo fluorescéncia vermelha (GATTI
et al., 1998). Assim, a calceina permite a verificacdo da viabilidade celular através da
diminuicdo da atividade esterasica, enquanto EthD-1 permite constatar as alteracdes
fisicas e quimicas na membrana celular verificadas na membrana danificada, com
elevacdo de 40 vezes em sua fluorescéncia a medida que se associa a acidos
nucléicos (MOLECULAR PROBES INCORPORATION, 1999) (Figura 5).

Figura 5. Foliculos pré-antrais marcados com calceina- AM (verde) (A) e etidio
homodimero-1 (vermelho) (B) (SILVA et al, 2014).

| —
150 un

A microscopia de fluorescéncia € utilizada, também, para avaliar os niveis de
EROs e GSH, bem como a atividade mitocondrial, uma vez que o balanco entre os
pré-oxidantes e antioxidantes determina a viabilidade celular. Além disso, o estresse
oxidativo pode causar danos as mitocondrias, organelas importantes para o
desenvolvimento oocitario. Para tal, sdo utilizados marcadores fluorescentes como
diacetato de diclorodihidrofluorosceina, cell tracker blue e mitotracker red para
avaliar as EROs, GSH e atividade mitocondrial, respectivamente.

A oxidacdo de diclorofluorescina 2'-7 '(H2DCF) para 2'-7'diclorofluorescein
(DCF) tem sido bastante utilizada para a quantificagédo de H,0O,. A forma diacetato,
H2 DCFDA e seu éster acetometil H2DCFDA-AM séo absorvidos pelas células, onde
esterases celulares ndo especificas atuam sobre ela para clivar os grupos lipofilicos,
resultando em um composto carregado, que é retido no interior da célula. A oxidagéo
de H2DCF por EROs converte a molécula de 2', 7' diclorodihidrofluoresceina (DCF),

que é altamente fluorescente (Figura 6) (HELD, 2015).
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Figura 6. Formacdo do composto fluorescente DCF por ERO (HELD, 2015) (A) e éocitos

caprinos (B) maturados in vitro corados com diacetato diclorodihidrofluorosceina (H2DCFDA)
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O marcador cell tracker blue passa livremente através das membranas
celulares. No entanto, uma vez dentro da célula sdo transformados em produtos
impermeabilizantes. Este marcador contém um grupo clorometil ou bromometil, que
reage com grupos tiol, utilizando uma reacdo mediada por glutationa-S-transferase.
Na maioria das células, os niveis de glutationa sdo elevados (até 10 mM) e a
glutationa-transferase esta sempre presente (MOLECULAR PROBES, 2006) (Figura
6). Ja o Mitotracker red atravessa a membrana celular e se acumula nas

mitocdndrias com potencial de membrana ativa (Figura 7).

Figura 7. Odcitos caprinos corados com Cell Tracker blue (A) (Mukherjee et al, 2014) e células da

granulosa coradas com Mito tracker red (TANABE et al., 2015)
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A técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labeling) é utilizada para identificacdo de fragmentos de DNA
caracteristicos do processo de apoptose. Nesta analise, o grupo 3’-OH do DNA
fragmentado é marcado com Isotiocianato de fluoresceina (FITC) pela enzima
deoxinucleotideo transferase (Tdt), a qual catalisa a polimerizacdo de nucleotideos
modificados no terminal 3’-OH (LIMA, 2012). O TUNEL pode ser geralmente
considerado como um método para a detec¢cado de danos no DNA (fragmentacéo do
DNA), e mais especificamente, como um método para a identificacdo de células

apoptoticas (Figura 8).

Figura 8. Embrides bovinos submetido a técnica de TUNEL . Os nucleos TUNEL-positivos foram corados em
verde . Ponta de seta indica fragmentacdo de DNA (MIRANDA et al., 2009).
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3. JUSTIFICATIVA

O arranjo produtivo local da ovinocultura possui enorme importancia economica e
social para o semiérido nordestino. Informacdes sobre a fisiologia ovariana em ovinos
sdo fundamentais para gestdo do bem-estar desses animais e para um melhor
desempenho reprodutivo, que poderia ser refletido no crescimento de foliculos ovarianos,
na maturacdo do odécito e na maior producdo de embriGes in vitro. Nesse sentido, 0
desenvolvimento de biotecnologias na area da reproducdo animal, como por
exemplo, o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, a MIV e a FIV, abrem inUmeras
possibilidades para proporcionar um melhoramento genético dos rebanhos e um
aumento na produtividade animal. Dessa forma, o estudo dos fatores que controlam o
desenvolvimento folicular ovariano na espécie ovina pode ser de grande importancia
para o desenvolvimento agropecuario da regido semiarida do Vale do Sao
Francisco, especialmente no Estado de Pernambuco.

Uma substancia que parece exercer influéncia sobre a fisiologia reprodutiva é o
resveratrol, cujos efeitos benéficos ja foram demonstradas em espermatozoides
humanos e de ratos, odcitos caprinos e suinos e embrides suinos. Além disso,
estudos mostraram que o resveratrol pode diminuir a formacdo de EROs e proteger
odcitos contra o estresse oxidativo apés a MIV. Por outro lado, o resveratrol exerce
um papel pro-apopoético em células da teca cultivadas in vitro. Entretanto, o efeito do
resveratrol sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais ovinos isolados
ainda nao foi elucidado. Neste caso, para avaliar a eficacia do cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais, € de extrema importdncia avaliar o estresse oxidativo, 0

metabolismo celular e as taxas de apoptose que podem ocorrer in vitro.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Estudar o efeito do resveratrol sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-

antrais ovinos isolados.

4.2. Objetivo especifico

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de resveratrol sobre a morfologia,
a viabilidade, a formacdo de antro, o crescimento, a producdo GSH, a atividade
mitocondrial e a apoptose apos cultivo in vitro de odcitos inclusos em foliculos pré-

antrais ovinos isolados.
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5. Capitulo 1

Efeito do Resveratrol sobre o desenvolvimento, apoptose e atividade metabdlica de

foliculos secundarios ovinos

(Effects of resveratrol on in vitro development, apoptosis and metabolic

activity of ovine secondary follicles)

Periodo: Reproduction in Domestic Animals
(Submetido em 01/07/2015)
Qualis A2
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RESUMO

O resveratrol tem emergido como um composto natural com imenso potencial
terapéutico. Pode atuar como um antioxidante contra o estresse oxidativo em
diferentes células, no entanto, o resveratrol nunca foi utilizado no cultivo de foliculos
pré-antrais. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do resveratrol sobre a
viabilidade, apoptose e desenvolvimento de foliculos secundéarios ovinos isolados,
bem como, o nivel intracelular de GSH e atividade mitocondrial. ApGs a coleta dos
ovarios, foliculos secundarios foram isolados e cultivados por 18 dias em meio a-
MEM+ suplementado com BSA, insulina, transferrina, selénio, glutamina,
hipoxantina e &cido ascoérbico (meio controle) ou em meio suplementado com
diferentes concentracbes de resveratrol (2,0; 10,0 ou 30,0 pM). Os parametros
analisados foram morfologia, formacdo de antro, diametro, taxa de crescimento,
apoptose através da técnica de TUNEL, niveis de GSH e atividade mitocondrial.
Todos os grupos de resveratrol diminuiram significativamente a percentagem de
foliculos morfologicamente normais no dia 18 comparado com o grupo controle (a-
MEM+). A formacao de antro foi maior em foliculos cultivados em a-MEM+ sozinho
ou adicionado de 2 uM de resveratrol do que aqueles foliculos cultivados na
presenca de 10 uM de resveratrol. Além disso, os foliculos cultivados com 30 uM
resveratrol mostraram maior percentagem de o00citos apoptéticos quando
comparados ao grupo controle. Odcitos de foliculos tratados com 10 e 30 uM
resveratrol diminuiram significativamente o0s niveis intracelulares de GSH
comparados com 2 pM resveratrol. Além disso, foliculos cultivados em a-MEM+
(controle) mostraram maior atividade mitocondrial do que foliculos cultivados com
10 e 30 puM resveratrol. Em conclusdo, esse estudo mostrou que o resveratrol, em
altas concentrac6es, diminue a viabilidade folicular e promove apoptose no odcito,
apos cultivo in vitro de foliculos secundarios ovinos, pela diminuicdo dos niveis de

GSH e atividade metabdlica.

Palavras-chave: Pré-antral, Polifenol, Espécies Reativas de Oxigénio (ERO),
Viabilidade, TUNEL
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1. INTRODUCAO

O cultivo in vitro de foliculos € uma estratégia promissora de preservagédo da
fertilidade (HORNICK et al., 2012), que imita 0 processo que ocorre in vivo, a fim de
investigar a fisiologia subjacente e gerar um odcito totalmente crescido capaz de
sofrer maturagéo e fertilizagdo bem sucedidas (CECCONI, 2002). No entanto, no
cultivo in vitro os odécitos sdo mantidos em atmosfera com nivel de oxigénio mais
elevado do que no ambiente in vivo, levando a um aumento do nivel de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (WANG et al., 2007). Em concentrac¢des fisioldgicas, as
EROs participam em processos celulares normais (CHIARUGI e FIASCHI, 2007,
PARKER et al., 2011). Entretanto, 0 aumento dos niveis de EROs dentro das células
provoca danos na membrana celular por peroxidacéo lipidica (DALLE-DONNE et al.,
2006; DEAVALL et al., 2012), fragmentacdo do DNA (HALLIWELL et al., 1991;
AGARWAL et al.,, 2014) e influéncia na transcricdio do RNA e sintese proteica
(TAKAHASHI et al., 2000; DEAVALL et al., 2012).

In vivo, os efeitos prejudiciais de EROs sdo normalmente impedidos ou
limitados por antioxidantes enddgenos, que incluem as enzimas, tais como
glutationa peroxidase (GPX) (HALLIWELL, 2011). A glutationa (GSH) pode
desempenhar um papel importante em muitos processos biologicos incluindo a
sintese de DNA e proteinas, a protecdo celular durante o estresse oxidativo, e a
proliferacdo celular durante eventos embrionarios (GARCIA-GIMENEZ et al., 2013;
Timme-Laragy et al., 2013). Além disso, uma reducdo da tolerancia ao estresse no
tecido poderia resultar numa alteracdo do metabolismo aerébico do tecido com
consequente disfungcdo mitocondrial e estresse oxidativo (FABBRI et al., 2014).

Portanto, o elevado nivel de glutationa e atividade metabdlica sdo relevantes
potenciais marcadores bioquimicos da viabilidade e da capacidade de
desenvolvimento de oocitos mamiferos (ZUELKE et al., 2003; CASTANEDA et al.,
2013). Assim, o estabelecimento de um sistema de cultivo in vitro, com elevados
niveis de GSH intracelular e atividade metabdlica pode melhorar a viabilidade dos
oocitos e contribuir para o desenvolvimento de tecnologias de reproducdo assistida
em espécies animal e humana. No entanto, durante o cultivo in vitro, o nivel de
antioxidantes naturais € menor do que in vivo, por conseguinte, a adicdo de um

antioxidante pode ser importante para melhorar os resultados do cultivo folicular. O
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resveratrol € uma substancia protetora que pode ser adicionado ao meio de cultivo
de foliculos ovarianos.

O resveratrol € um polifenol natural que pertence a classe dos estilbenos e é
um termo comum para 3,5,4V-hidroxiestilbeno. Resveratrol existe em ambas as
formas isoméricas cis e trans, no entanto, o isdmero trans € de longe o mais
comumente encontrado em plantas e extensivamente estudado (SIGNORELLI e
GHIDONI, 2005). Alguns estudos relatam que o resveratrol exibe ampla variedade
de propriedades farmacologicas como cardioprotetora, anticancerigena, anti-
inflamatéria (SUBBARAMAIAH et al., 1998; BAUR e SINCLAIR, 2006; MENG et al.,
2014) e efeito antoxidante (MORITA et al., 2012). Além disso, estudos in vivo
mostraram que o pré-tratamento com resveratrol em ratas irradiadas protege a
contagem dos foliculos ovarianos e aumenta o0s niveis teciduais de enzimas
antioxidantes (SIMSEK et al., 2012).

A suplementacdo de resveratrol na concentracdo Otima durante a MIV de
oocitos suinos (KWAK et al., 2012) e caprinos (MUKHERJEE et al., 2014) estimulou
o desenvolvimento embrionario através do aumento da GSH intracelular e
diminuicdo dos niveis de ERO. No entanto, o resveratrol inibe o crescimento de
células da teca de rata diminuindo a sintese de DNA e induzindo efeitos pro-
apoptéticos (WONG et al., 2010). No entanto, ndo existe relatos em que o
resveratrol tem sido usado como agente antioxidante no cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais ovinos. O objetivo do presente estudo foi determinar se a adicdo de
resveratrol no meio de cultivo influenciaria na viabilidade, apoptose e
desenvolvimento de foliculos secundarios ovinos isolados, bem como o nivel de

GSH intracelular e atividade mitocondrial.
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2. Material e métodos

2.1 Fonte dos ovérios

Os ovarios (n = 50) foram coletados em abatedouro local a partir de 25 ovelhas
mesticas adultas (1-3 anos de idade), ndo prenhes. Imediatamente apds o abate, 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), suplementado
com antibioticos (100 pg/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). Os
ovarios foram transportados ao laboratdrio durante uma hora em tubos contendo
MEM- HEPES e antibidticos (100 pg/mL de peniciina e 100 pg/mL de
estreptomicina), a 4 °C (CHAVES et al., 2008).

2.2 Isolamento e selec¢ao de foliculos pré-antrais

No laborat6rio, o tecido adiposo circundante e ligamentos foram removidos dos
ovarios. Fatias corticais do ovario (1 a 2 mm de espessura) foram cortadas a partir
da superficie do ovario utilizando uma lamina cirargica sob condi¢cdes estéreis e em
seguida colocados em meio de fragmentacdo que consistiu em MEM-HEPES com
antibiéticos. Foliculos pré-antrais ovinos, com aproximadamente 250-400 pm de
didmetro sem cavidade antral, foram visualizados sob um estéreomicroscépio (S MZ
645 Nikon, Tokyo, Japdo) e isolados mecanicamente por microdissec¢cdo usando
agulhas de calibre de 26 gauges (26G). Estes foliculos foram entdo transferidos para
gotas de 100 pL contendo meio de cultivo de base para a avaliagcdo da qualidade
folicular. Somente foliculos secundarios que exibiam as seguintes caracteristicas
foram selecionados para o cultivo: uma membrana basal intacta, duas ou mais
camadas de células da granulosa circundando um oécito saudavel e Vvisivel
localizado centralmente, sem apresentar citoplasma escuro. Os foliculos isolados
foram reunidos e, em seguida, distribuidos aleatoriamente em grupos de tratamento,

com aproximadamente 45-50 foliculos por grupo.
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2.3 Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Apos selecéo, os foliculos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de
estudo e 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, EUA). O
meio de controle de base foi constituido de a-MEM (pH 7,2-7,4) suplementado com
3,0 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 10 ng/mL de insulina, 5,5 pg/mL de
transferrina, 5,0 ng/mL de selénio, 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina e 50
ug/mL de éacido ascorbico , sendo denominado de a-MEM'. Para as condicbes
experimentais, 0 meio de controle foi suplementado com resveratrol em diferentes
concentracdes (2,0; 10,0 ou 30,0 uM). Todos os foliculos foram cultivados a 37 °C
sob 5% de CO; durante 18 dias. A cada dois dias, 60 pL do meio de cultivo era

substituido por meio fresco.

2.4 Avaliacdo morfoldgica do desenvolvimento folicular

Durante e apds o cultivo, os foliculos foram classificados de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas, e aqueles que apresentaram sinais morfolégicos de
degeneragdo, como odécitos e células da granulosa circundantes escuros, odécitos
disformes, ruptura da membrana basal e/ou extrusdo de odcitos foram classificados
como degenerados. As andlises de viabilidade folicular foram realizadas a cada seis
dias de cultivo.

As seguintes caracteristicas foram analisadas nos foliculos morfologicamente
normais: (i) formagcéo de cavidade antral, definidas como o surgimento de uma
cavidade transllcida visivel dentro das camadas de células da granulosa, (ii)
didmetro dos foliculos saudaveis, medido a partir da membrana basal, que incluiu
duas medidas perpendiculares de cada foliculo, e (ii) a taxa de crescimento,
calculados como a variacdo do didmetro durante o periodo de cultivo. ApGs 18 dias
de cultivo, todos os foliculos saudaveis foram cuidadosamente e mecanicamente
rompidos com agulhas de 26 G sob estéreomicroscopio para recuperar 0s 00Citos

(=110 um). A percentagem de recuperacao de odcitos foi calculado como o niumero
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de odcitos de qualidade aceitdvel (=110 um) recuperados a partir do numero total de

foliculos cultivados.

2.5 TUNEL

Para avaliar a fragmentacdo do DNA, odcitos foram submetidos ao ensaio de
TUNEL por métodos anteriormente descritos (LIMA, 2012). Resumidamente, apos o
cultivo in vitro os oécitos foram fixados em solucéo de paraformaldeido a 4% durante
1 h a temperatura ambiente. Os odcitos foram lavados trés vezes em PBS/PVP e
apos a fixacdo os odcitos foram armazenados a 4 °C em eppendorf com 400 pL de
PBS-PVP até o inicio do procedimento de TUNEL.

Para o ensaio de TUNEL os odcitos foram incubados em gotas de 100 uL de
solucéo de permeabilizacéo [0,1% (v/v) de Triton X-100 em PBS 10 mM] durante 3 h
a temperatura ambiente. Os controles positivos e negativos foram incubados em
gotas de 100 pL contendo DNase livre de RNase (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA, USA) a 37 °C durante 1 h e lavados 3 vezes em gotas de 50 yL de PBS-PVP. O
ensaio de TUNEL foi preparado cerca de 15 minutos antes da utilizacdo e mantido,
tal como indicado pelo fabricante a 4 °C (Kit de deteccdo celular in situ,
Fluoresceina: Boehringer Mannheim/Roche Diagnosticos; 1.684.795). Para esta
utilizacgéo final foi feito 12,5 pL de enzima DTT e 112,5 pL de solugdo marcadora de
2-desoxiuridina trifosfato de 5-FITC (FITC-dUTP) para se obter 125 yL de mistura de
TUNEL para a reacdo. Os grupos experimentais e 0 controle positivo foram
incubados com 15 pL desta solucéo durante 1 hora a 37 °C numa camara humida,
no escuro. O controle negativo foi incubado com 15 pL da solu¢cdo marcadora. Os
odcitos foram lavados 3 vezes em gotas de 50 uL PBS-PVP e incubados em gotas
de 50 pL contendo 5 pL/mL de Hoechst 33342 em PBS 10 mM durante 15 minutos a
temperatura ambiente no escuro. Os o0citos foram lavados 3 vezes em gotas de 50
uL de PBS-PVP e as laminas foram preparadas para posterior leitura sob um

microscoépio de epifluorescéncia. (Nikon E200) com uma ampliagdo de 400x.
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2.6 Mensuracédo dos niveis intracelulares de GSH

Apés 18 dias de cultivo, os odcitos foram recuperados para determinar 0s
niveis intracelulares de GSH. Niveis de GSH foram mensurados pelos métodos
anteriormente descritos (KEERE et al., 2013), com pequenas modificacoes.
Resumidamente, 4-clorometil-6.8-difluoro-7-hidroxicumarina (CellTracker azul,
CMF2HC; Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), foi utilizado para a deteccdo
intracelular de GSH, como fluorescéncia azu. De seis a oito o6citos de cada grupo
foram incubados (no escuro) durante 30 minutos em PBS suplementado com 10 mM
de CellTracker. Apdés a incubacdo, os odcitos foram lavados com PBS e a
fluorescéncia foi observada num microscopio de epifluorescéncia (E200; Nikon
Corp.) com filtro de UV (370 nm para GSH). Imagens fluorescentes foram salvas
como formato de imagem TIFF. As intensidades de fluorescéncia dos odcitos foram
analisadas utilizando o software ImageJ (versao 1.47; National Institutes of Health,

Bethesda, MD, EUA) e normalizados para os odcitos controle.

2.6 Avaliacédo da atividade mitocondrial

Apoés o cultivo in vitro, os odécitos foram recuperados, desnudados e corados
para avaliacdo mitocondrial através de métodos anteriormente descritos (FABRI et
al., 2014), com pequenas modificacbes. Resumidamente, 0s o00citos foram
incubados em PBS com 100 nM Mitotracker Red (Mitotracker® Red, CMXRos,
Molecular Probes, Melbourne, Victoria, Australia) a 37 °C. ApGs a incubacdo com
sondas especificas para mitocéndrias, os odcitos foram lavados em PBS e avaliados
por meio de um microscopio de epifluorescéncia (E200; Nikon Corp.) com ampliacéo
de 400 x. As imagens fluorescentes foram salvas como formato de imagem TIFF e a
intensidade de fluorescéncia dos odcitos foi mensurada usando o software Image J.
(NIH, Bethesda, MD, EUA).
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2.7 Andlise estatistica

Os dados de sobrevivéncia folicular, foliculos extrusos, formacdo antro e
recuperacdo de odcitos crescidos apos o cultivo in vitro foram expressos em
porcentagem e comparados pelo teste do qui-quadrado. Os Dados de GSH,
atividade mitocondrial, taxas de diametro e de crescimento folicular foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo normal dos
residuos e homogeneidade das variancias. Em seguida foram comparados pelo
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Quando os efeitos principais ou interacdes
foram significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Student Newman
Keuls. Os dados de apoptose (TUNEL) foram submetidos ao teste Exato de Fisher,
e expressos em percentagem. Estes resultados foram expressos como a média +
erro padrdo da média (EPM), e as diferencas foram consideradas significativas

qguando p <0,05.

. Resultados

3.1 Morfologia e desenvolvimento folicular apés a cultivo in vitro

Os foliculos morfologicamente normais mostraram o6citos localizados
centralmente e células da granulosa normais, que foram circundados por uma
membrana basal intacta (Fig. 1A). No dia 6 de cultivo, uma pequena cavidade antral
(Fig. 1B), foliculos atrésicos (Fig. 1C) e extrusos (Fig. 1D) foram observados em
todos os tratamentos. A percentagem de foliculos morfologicamente normais, apés o
cultivo in vitro € mostrada na Figura 2. Com a progressao do cultivo para 18 dias,
houve uma reducédo significativa (p <0,05) na percentagem de foliculos
morfologicamente normais em todos os tratamentos. Considerando o mesmo
periodo de cultivo, as percentagens de foliculos normais foram semelhantes (p>
0,05) entre os tratamentos controle e resveratrol, no dia 12 de cultivo. No entanto,
todos os grupos do tratamento com resveratrol diminuiram significativamente a

sobrevivéncia folicular no dia 18 em comparacédo com o grupo controle (a-MEM +).
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A partir do dia 6 de cultivo , a formagéo de cavidade antral foi observada em
todos os tratamentos (Fig. 3). No final do cultivo, a formag&o de antro foi maior em
ambos os tratamentos a-MEM® e resveratrol 2 quando comparados a 10 uM (p
<0,05). Nao houve diferencas significativas (p> 0,05) no diametro folicular, taxa de
crescimento diario ou na percentagem de odcitos maiores do que 100 pM, no final
do cultivo, entre os tratamentos (dados néo apresentados).

Figura 1. Foliculos secundarios morfologicamente normais no dia 0 (A); foliculo antral, atrésico (C) e
extruso apés 6 dias de cultivo em 30 pM resveratrol (D). O: oécito; CG: célula da granulosa; seta:

cavidade antral. Barra de escala: 200 um.

MMEM ®Resv2puM #Resv 10puM ®Resv30uM
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Tratamentos

Figura 2. Percentagem de foliculos morfologicamente normais cultivados em a-MEM+ ou diferentes
concentracdes de Resveratrol (Resv 2; 10 ou 30 uM).(a'b) Letras diferentes denotam diferengas significativas
entre os periodos de cultivos no mesmo tratamento (P<0.05). (*?) Letras diferentes denotam diferencas

significativas entre os tratamentos no mesmo periodo (P<0,05).
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Figura 3. Percentagem de formacédo de cavidade antral de foliculos cultivados em a-MEM+ ou diferentes
concentracdes de Resveratrol (Resv 2; 10 ou 30 pM).(a'b) Letras diferentes denotam diferencas significativas
entre os periodos de cultivos no mesmo tratamento (P<0.05). (*®) Letras diferentes denotam diferencas
significativas entre os tratamentos no mesmo periodo (P<0,05).
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3.2 Deteccao de apoptose no odcito pela técnica de TUNEL

A técnica de TUNEL revelou a presenca de oocitos apoptéticos em todos os
tratamentos, apés 18 dias de cultivo. O grupo controle (a-MEM®) consistiu,
principalmente,de odcitos saudaveis (Fig. 4A). No entanto, foliculos cultivados com
resveratrol a 30 uM mostraram uma percentagem significativamente mais elevada
(62,5%) de odcitos apoptoticos (Fig. 4B), quando comparado com o grupo controle
(14,3%) (Fig. 5). No entanto, ndo foram observadas diferencas em odcitos TUNEL-

positivos entre a-MEM®, resveratrol 2 ou 10 pM (P> 0,05).

Figura 4. Identificacdo de odcitos apoptéticos, através do TUNEL, apés 18 dias de cultivo in

vitro. (A) Odcitos normais do grupo controle e (B) oécitos TUNEL-positivos (células em verde)

do grupo 30 pM de resveratrol.
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Figura 5. Percentagem (média + EPM) de odcitos TUNEL-positivos ap6s 18 dias de cultivo
em diferentes concentracdes de resveratrol. (a'b ) Letras diferentes denotam diferencas

significativas entre os tratamentos (p<0.05)
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3.3 Efeitos do resveratrol sobre os niveis intracelulares de GSH e atividade

mitocondrial

Os odcitos de foliculos tratados com resveratrol a 10 e 30 puM diminuiu
significativamente (P <0,05) os niveis de GSH intracelular em compara¢cdo com
resveratrol a 2 uM (Fig. 6A). Além disso, o grupo de controle (a-MEM®) mostrou
mitocdndrias mais ativas do que os grupos de resveratrol a 10 e 30 uM (Fig. 6B).

(a)

MEM 2uM 10 M 30 M

(b)
. GSH MitoTracker red
1(
) A - A
£ 600 g 400 I
8 g 350 AB
25
Rl 3 300 :
2 400 B8 .3 250 4
2 300 T B & 200 BC
= : g ° 150 T
g 200 % 100 »C
s 100 . ® 50 .
z 0 E 0 ==
MEM Resv 2 Resv1i0 Resv30 Z .50 MEM RVT 2 RVT 10 RVT 30
-100

Figura 6. Imagens epifluorescentes de odécitos ovinos cultivados. (a) Odécitos foram corados com CellTracker Blue
(A-D) e MitoTracker red (E-H) para detectar os niveis de glutationa (GSH) e atividade mitocondrial,
respectivamente. Odcitos cultivados no grupo controle (A e E) ou com 2,0 (B e F), 10,0 (C e G) ou 30 uM (D e H)
de resveratrol. Barra de escala: 50 um (b) Efeito do tratamento resveratrol no meio de cultivo in vitro sobre os
niveis intracelulares de GSH e atividade mitocondrial em o6citos de ovelhas (C). Dentro de cada grupo (GSH e

Mitocdndria Ativa), do ponto final, barras com diferentes letras (A-C) sdo significativamente diferentes (P<0,05).
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4. Discussao

Para nosso conhecimento, este estudo € o primeiro relato avaliando os efeitos
do resveratrol no cultivo de foliculos ovarianos pré-antrais de ovelhas. O presente
estudo mostrou que sob as condi¢cdes testadas o resveratrol afetou negativamente a
sobrevivéncia e desenvolvimento folicular através do: (i) aumento do apoptose, (ii)
diminuicdo dos niveis de GSH e (iii) reducéo da atividade metabdlica.

Na ultima década, resveratrol emergiu como um composto natural com
potencial terapéutico imenso (Wong et al.,, 2010). Ele é encontrado em altas
concentragbes em uvas, , nozes e vinho tinto com beneficios anti-carcinogénico,
anti-inflammatorio, antioxidante e propriedades cardioprotetoras (JIANG et al., 2005).
Estudos recentes tem demosntrado que o resveratrol pode atuar como um
antioxidante contra o estresse oxidativo em diferentes tipos de células (odcitos:
KWAK et al., 2012; espermatozbides: UNAL et al., 2013; células renais:
VALENTOVIC et al., 2014). Entretanto, em nosso sistema de cultivo in vitro, a
porcentagem de foliculos morfologicamete normais foi menor em meio contendo
resveratrol (2, 10 ou 30 uM) e a taxa de apoptose foi maior com 30 uM de resveratrol
comparado com o grupo controle (a-MEM+). Apds cultivo de células intersticiais da
teca, Wong et al. (2010) também observaram que o resveratrol reduziu a viabilidade
de maior numero de células em concentracdes mais altas (70 e 100 uM) bem como
induziu um aumento dose-dependente de caspase-3/7 ativada e fragmentacao de
DNA nas concentracfes de 50 e 100 uM de resveratrol. Em seu estudo, 30 uM de
resveratrol ndo aumentou a apoptose celular. O resveratrol pode modular a atividade
de muitos mediadores chaves do ciclo e sobrevivéncia celular. Portanto, o
resveratrol pode participar em ambos 0os mecanismos celulares de pré-sobrevivéncia
e pro-morte, favorecendo a preservacdo do estado funcional das células e
possivelmente alongando um periodo de vida da célula, e induzindo a morte de
células cujas condicdes fisiologicas tornaram-se desequilibradas (SIGNORELLI;
GHIDONI, 2005).

Estudos revelam que o resveratrol pode se ligar a proteina de superficie
celular, como as integrinas, e promover a apoptose. As integrinas séo glicoproteinas
heterodiméricas estruturais de membrana plasmatica cujos dominios extracelulares

ligam-se a proteinas de matriz extracelulares e outros fatores (PLOW et al., 2000).
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Resveratrol liga-se ao dominio intracelular da integrina avp3, ativa a via das
quinases reguladas extracelulares 1 e 2 (ERK1 / 2) com a consequente fosforilagéo
de serina-15-p53, resultando na apoptose de células cancerigenas (LIN et al., 2003).
Uma vez que a expressao de RNAmM de varias integrinas foi descrita anteriormente
em ovarios de camundongos fémeas (BURNS et al., 2002), é provavel que o
resveratrol se ligue a essas proteinas e promova a apoptose. Outra possibilidade é
que, depois da auto-oxidacdo ou degradacdo, o resveratrol pode gerar complexos
com outras moléculas, tais como ions de cobre. Como efeito, o produto oxidativo do
resveratrol € um dimero, e a transferéncia de elétrons inicial gera a reducdo de Cu
(1) a Cu (I). Assim, o complexo cobre-peroxido € capaz de se ligar ao DNA e formar
um complexo ternario DNA-resveratrol-Cu (1) (RADI et al., 2010). Este complexo
pode favorecer a fragmentacdo do DNA internucleossbmica, o que é uma
caracteristica da apoptose (DELMAS et al., 2011). No entanto, no presente estudo,
nao esta claro por qual mecanismo o resveratrol promove a apoptose.

Falha dos mecanismos de defesa antioxidantes para neutralizar 0 estresse
oxidativo permite que as EROs alterem o estado redox celular (reducao-oxidacéo),
com a diminuicdo da capacidade antioxidante total em foliculos acompanhado de
fertilizacdo de odcitos de ma qualidade (OYAWOYE et al., 2003). Alguns estudos
tém demonstrado que o resveratrol exerce seus efeitos antioxidantes pela
modulacdo de enzimas antioxidantes, tais como GSH, diminuindo assim os niveis de
EROs (SIMSEK et al., 2012; KWAK et al.,, 2012; MUKHERJEE et al., 2014). Por
outro lado, no presente estudo, o resveratrol a 10 ou 30 pM reduziu os niveis
intracelulares de GSH em comparagdo com a concentracdo mais baixa (2 pM).
Podemos supor que o resveratrol pode atuar como agente pro-oxidante em
concentracbes elevadas, reduzindo o0s niveis de enzimas antioxidantes,
provavelmente, aumentando a producdo de EROs, promovendo assim a apoptose
nos oocitos ovinos. Além disso, além das diferencas espécie-especificas, o
resveratrol pode funcionar como um agente pro-oxidante, bem como um
antioxidante, dependendo da concentracdo administrada as células e dos tipos de
células (DELMAS et al., 2011).

As mitocOndrias, as organelas mais abundantes em odcitos mamiferos,
desempenham um papel primordial durante a maturacéo citoplasmatica (HARRIS et
al.,, 2010). O estresse oxidativo provoca danos nas mitocondrias, levando a

disfuncdo mitocondrial (TANABE et al., 2015). Avaliacdo do metabolismo do tecido
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proporciona uma indicagdo das atividades bioenergéticas mitocondriais normais,
incluindo a geracéo de trifosfato de adenosina, homeostase do calcio, transducgédo de
sinal, regulacdo do estado redox citoplasmatico e, assim, a producdo de EROs. Por
isso, estes parametros (GSH e atividade mitocondrial) foram escolhidos, pois ambos
estdo relacionados com a capacidade de fertilizacdo e desenvolvimento de odcitos
(MCEVOY et al., 2000; CUMMINS, 2004; CASTANEDA et al., 2013). No nosso
sistema de cultivo, as concentracbes mais elevadas de resveratrol (10 e 30 uM)
reduziram a atividade mitocondrial. Um mecanismo da atividade antiproliferativa do
resveratrol é a ativacdo da via apoptética intrinseca, a liberacdo mitocondrial de
citocromo ¢ e o envolvimento da Bax, geracdo de EROs, modulacdo da via p53 e a
ativacdo da via extrinseca do receptor de morte (DELMAS et al., 2011).
Especificamente, o resveratrol interefere com a cadeia respiratéria mitocondrial, e
conduz ao aumento da producdo de EROs (WALLACE, 1999). O estado redox das
células desempenha um papel importante em muitos tipos de apoptose e as EROs
produzidas ao nivel das mitocondrias podem estar envolvidas na morte celular
(MIGNOTTE; VAYSSIERE, 1998).

No estudo atual, a formacdo de antro foi maior nos tratamentos a-MEM+ e 2
MM de resveratrol do que em 10 pM resveratrol. No entanto,nenhum efeito sobre o
crescimento folicular foi observado. Ap6s a formacao do antro, o foliculo comeca a
depender de FSH (ERICKSON; SHIMASAKI, 2001), sugerindo que a utilizacdo de
FSH no meio de cultivo de base pode ser necesséria para dar um grande suporte
para o crescimento de foliculos antrais. No entanto, a suplementacédo de resveratrol
(0,24 e 0,5 pM) durante a MIV de odcitos de cabra melhora o potencial
desenvolvimento embrionario (MUKHERJEE et al., 2014), mostrando, assim, que na
concentracdo Otima, o resveratrol pode ser importante para o0 crescimento de
oocitos. Portanto, acreditamos que concentracdes de resveratrol inferiores a 2 uM
podem ser consideradas ideais para promover o desenvolvimento de foliculos
secundarios ovinos.

Em conclusdo, altas concentracbes de resveratrol diminuem a viabilidade
folicular e promovem a apoptose de odcitos apds cultivo in vitro de foliculos
secundarios ovinos, através da diminuicdo dos niveis de GSH e da atividade
metabdlica. Como o resveratrol tem concentracdes e efeitos dependentes das
células, estudos futuros devem ser feitos para investigar a concentracdo adequada

para a suplementacédo de meio de cultivo celular.
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5. Conclusao

Em altas concentragdes, o resveratrol diminui a viabilidade follicular e promove
apoptose em o00citos apos cultivo in vitro de foliculos secundarios ovinos, por meio

da reducéao dos niveis de GSH e atividade metabdlica.
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Contents

Resveratrol has emerged as a promising natural compound with immense
therapeutic potential. It may act as an antioxidant against oxidative stress in different
cells, however, resveratrol has never been used in preantral follicle culture. The aim
of the present study was to evaluate the effect of resveratrol on viability, apoptosis
and development of isolated ovine secondary follicles as well as intracellular
glutathione (GSH) level and mitochondrial activity. After collection of the sheep
ovaries, secondary follicles were isolated and cultured for 18 days in a-MEM®
supplemented with BSA, insulin, transferrin, selenium, glutamine, hypoxanthine and
ascorbic acid (control medium) or into control medium added by different
concentrations of resveratrol (2; 10 or 30 uM). The parameter analyzed were
morphology, antrum formation, follicular diameter, growth rate, apoptosis, GSH levels
and mitochondrial activity. All resveratrol groups significantly decreased the
percentage of morphologically normal follicles at day 18 compared with the control
group (a-MEM"). Antrum formation was higher in both a-MEM" and 2 puM resveratrol
treatments than 10 pM resveratrol. In addition, follicles cultured with 30 pM
resveratrol showed a higher percentage of apoptotic oocytes when compared to
control group. Oocytes from follicles treated with 10 and 30 pM resveratrol
significantly decreased intracellular GSH levels compared with 2 pM resveratrol.

Moreover, a-MEM" (control) showed more active mitochondria than 10 and 30 pM

resveratrol. In conclusion, this study showed that resveratrol, at high concentrations,
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decreased follicular viability and promoted oocyte apoptosis after in vitro culture of

ovine secondary follicles, by decreasing GSH levels and metabolic activity.

Additional keywords: Preantral, Polyphenol, ROS, Viability, TUNEL

Introduction

In vitro follicle culture is a promising fertility preservation strategy (Hornick et al.
2012), which mimics the process occurring in vivo, in order to investigate the
underlying physiology and generate a fully grown oocyte able to undergo successful
maturation and fertilization (Cecconi 2002). However, in vitro cultures of oocytes are
maintained at higher oxygen atmosphere than the in vivo environment, leading to an
increased level of reactive oxygen species (ROS) (Wang et al. 2007). At
physiological concentrations, ROS participate in normal cell processes (Chiarugi and
Fiaschi 2007; Parker et al. 2011). Increased ROS levels within cells causes cell
membrane damage by lipid peroxidation (Dalle-Donne et al. 2006; Deavall et al.
2012), DNA fragmentation (Halliwell and Aruoma 1991; Agarwal et al. 2014) and
influences RNA transcription and protein synthesis (Takahashi et al. 2000; Deavall et
al. 2012).

In vivo, the damaging effects of ROS are usually prevented or limited by
endogenous antioxidants, which include enzymes such as glutathione peroxidase
(Halliwell 2011). Glutathione (GSH) may play an important role in many biological
processes including DNA and protein synthesis, cellular protection during oxidative
stress, and cell proliferation during embryonic events (Garcia-Giménez et al. 2013;
Timme-Laragy et al. 2013). In addition, a reduced cell stress tolerance could result in

altered aerobic metabolism with consequent mitochondrial dysfunction and oxidative
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stress (Fabbri et al. 2014). Therefore, glutathione level and metabolic activity are
potentially high relevant biochemical marker of the viability and developmental
competence of mammalian oocytes (Zuelke et al. 2003; Castaneda et al. 2013).
Thus, establishing an in vitro culture system with high intracellular levels of GSH and
metabolic activity may improve oocyte viability and contribute to the development of
assisted reproduction technologies in livestock and human species. However, during
in vitro culture, the level of natural antioxidants was lower than in vivo, consequently,
the addition of an antioxidant may be important in order to improve follicle culture
results. Resveratrol is a protective substance that can be added to the culture
medium of ovarian follicles.

Resveratrol is a natural polyphenol that belongs to the stilbene class and is the
common term for 3,5,4V-hydroxystilbene. Resveratrol exists in both trans and cis
isomeric forms, however, the trans isomer is by far more commonly found in plants
and extensively studied (Signorelli and Ghidoni 2005). Some studies have reported
that resveratrol exhibits wide variety of pharmacological properties like
cardioprotective, anticancer, anti-inflammatory (Subbaramaiah et al. 1998; Baur and
Sinclair 2006; Meng et al. 2014) and antioxidant (Morita et al. 2012) effects.
Furthermore, an in vivo study showed that pretreatment of irradiated rats with
resveratrol protects the ovarian follicle counts and increases the tissue levels of
antioxidant enzymes (Simsek et al. 2012). Supplementation of resveratrol at optimum
concentration during IVM of swine (Kwak et al. 2012) and caprine (Mukherjee et al.
2014) oocytes stimulated embryonic development by increasing the intracellular GSH
and decreasing ROS level. Nevertheless, resveratrol inhibits rat theca-interstitial cell
growth by decreasing DNA synthesis and inducing proapoptotic effects (Wong et al.

2010).
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There were no reports where the resveratrol has been used as antioxidant
agent in in vitro culture of ovine preantral follicles. The aim of the present study was
to determine if the addition of resveratrol to the culture medium would influence on
viability, apoptosis and development of isolated ovine secondary follicles as well as

intracellular GSH level and mitochondrial activity.

Material and methods

Source of ovaries

Ovaries (n= 50) were collected at a local abattoir from 10 adult (1 - 3 years old) non-
pregnant mixed-breed sheep. Immediately postmortem, 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). The ovaries were transported within one hour to the
laboratory in tubes containing MEM-HEPES and antibiotics (100 pg/ml penicillin and
100 pg/ml streptomycin) at 4°C (Chaves et al. 2008). Unless otherwise mentioned,
culture media, supplements and chemicals used in the present study were purchased

from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Isolation and selection of secondary follicles

In the laboratory, the surrounding fatty tissues and ligaments were stripped from the
ovaries. Ovarian cortical slices (1 to 2 mm thick) were cut from the ovarian surface
using a surgical blade under sterile conditions and subsequently placed in
fragmentation medium consisting of MEM-HEPES with antibiotics. Secondary
follicles, approximately 250-400 pm in diameter without antral cavities, were

visualized under a stereomicroscope (SMZ 645, Nikon, Tokyo, Japan) and
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mechanically isolated by microdissection using 26-gauge (26 G) needles. These
follicles were then transferred to 100 ul droplets containing basic culture medium for
evaluation of quality. Only secondary 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.

In vitro culture of secondary follicles

After selection, the follicles were randomly divided into four study groups and
individually cultured (one follicle per droplet) in 100 ul droplets of culture medium
under mineral oil in petri dishes (60 x 15 mm, Corning, USA). The basic control
medium was consisted of a-MEM (pH 7.2 - 7.4) supplemented with 3.0 mg/ml 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 and then referred as
a-MEM®. For the experimental conditions, the control medium was supplemented
with resveratrol at different concentrations (2; 10 or 30 uM). All follicles were cultured
at 37 °C under 5% CO, for up to 18 days. Every 2 days, 60 ul of the culture media

was replaced with fresh media in each droplet.

Morphological evaluation of follicle development
During and after culture, follicles were classified according to their morphological
characteristics, and those showing morphological signs of degeneration, such as

darkness of the oocytes and the surrounding granulosa cells, misshapen oocytes,
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rupture of the basement membrane and/or oocyte extrusion were classified as
degenerated. Analysis of follicular morphology was performed every six days of
culture.

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 growth rate, calculated as the diameter variation during the
culture period.

After 18 days of culture, all of the healthy follicles were carefully and
mechanically opened with 26 G needles under a stereomicroscope for oocyte
recover. The recovery percentage of oocytes was calculated as the number of
acceptable quality oocytes (=110 um) recovered out of the total number of cultured

follicles.

Assessment of apoptosis by TUNEL assay

To assess DNA fragmentation and apoptosis, at the end of culture, oocytes were
subjected to the TUNEL assay as previously described (Li et al, 2009). Briefly, after
in vitro culture, oocytes were fixed in 4% paraformaldehyde solution for 1 h at room
temperature. Oocytes were washed three times in PBS/PVP and stored at 4 °C in
eppendorf with 400 pl of PBS-PVP until the beginning of TUNEL procedure. For the
TUNEL assay, 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) at 37 °C for 1 h and washed 3
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times in 50 pL drops of PBS-PVP. The TUNEL assay was prepared about 15 minutes
prior to use and kept on as indicated by the manufacturer 4 °C (In Situ Cell Detection
Kit, Fluorescein: Boehringer Mannheim/Roche Diagnostics). To this end, 12.5 uL
DTT enzyme and 112.5 ul 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 hour 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 50 pl
drops of PBS-PVP and incubated in drops of 50 pl containing 5 pl/ml Hoechst 33342
in 10 mM PBS for 15 minutes at room temperature in the dark. Oocytes were washed
3 times in 50 pl drops of PBS-PVP and slides were prepared for evaluation using an

epifluorescence microscope (Nikon E200, Tokyo, Japan) at a magnification of x400.

Measurement of GSH levels

After 18 days of culture, the oocytes were recovered to determine intracellular GSH
levels, which were measured as previously described (Keere et al. 2013), with minor
modifications. Briefly, 4-chloromethyl-6.8-difluoro-7-hydroxycoumarin (CellTracker
Blue; CMF2HC; Invitrogen) was used to detect intracellular GSH level as blue
fluorescence. Six to eight oocytes from each group were incubated (in the dark) for
30 minutes in PBS supplemented with 10 mM of CellTracker. After incubation, the
oocytes were washed with PBS and the fluorescence was observed under an
epifluorescence microscope with UV filter (370 nm for GSH). Fluorescent images
were saved as image TIFF format. The fluorescence intensities of oocytes were
analyzed using Image J software (Version 1.47; National Institutes of Health,

Bethesda, MD, USA) and normalized to those of the control oocytes.
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Evaluation of mitochondrial activity

After in vitro culture, the oocytes were recovered, denuded and stained for active
mitochondria as previously described (Fabbri et al. 2014), whit minor modifications.
Briefly, oocytes were incubated in PBS with 100 nM Mitotracker Red (Mitotracker®
Red, CMXRos, Molecular Probes, Melbourne, Victoria, Australia) at 37 °C. After
incubation with the mitochondria specific probe, oocytes were washed in PBS and
evaluated using an epifluorescence microscop) at a magnification of x400.
Fluorescent images were saved as image TIFF format and fluorescence intensity of

the oocytes was measured using the Image J software (NIH, Bethesda, MD, USA).

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 and
growth rates 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.

Results

Follicular morphology and development after in vitro culture
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Morphologically normal follicles showed centrally located oocytes and normal
granulosa cells, which were enclosed by an intact basement membrane (Fig. 1A). As
early as day 6 of the culture, a small antral cavity (Fig. 1B), atretic (Fig. 1C) and
extruded (Fig. 1D) follicles could be observed in all the treatments. The percentage of
morphologically normal follicles after in vitro culture is shown in Figure 2. From day 0
to day 18, there was a reduction (p < 0.05) in the percentage of morphological normal
follicles in all treatments. Considering the same culture period, the percentages of
normal follicles were similar (p > 0.05) among control and resveratrol treatments at
day 12 of culture. However, all resveratrol treatment groups significantly decreased
the follicular survival at day 18 in comparison with the control group (a-MEM™).

From day 6 of culture onward, antral cavity formation was observed in all
treatments (Fig. 3). At the end of culture, antrum formation was higher in both a-
MEM" and 2 pM resveratrol treatments than 10 pM resveratrol (p < 0.05). There were
no significant differences (p > 0.05) in follicular diameter, in the daily growth rate or in
the percentage of oocytes larger than 100 um at the end of culture among treatments

(data not shown).

Oocyte apoptosis detection by TUNEL assay

The TUNEL assay revealed the presence of apoptotic oocytes in all treatments after
18 days of culture. Control group (a-MEM®) consists mainly of healthy oocytes (Fig.
4A). However, follicles cultured with 30 uM resveratrol showed a significantly higher
percentage (62.5%) of apoptotic oocytes (Fig. 4B) when compared to control group
(14.3%) (Fig. 5). No differences on TUNEL-positive oocytes were observed among a-

MEM", 2 or 10 uM resveratrol (p > 0.05).
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Effects of resveratrol on intracellular GSH levels and mitochondrial activity

Oocytes from follicles treated with 10 and 30 uM resveratrol significantly decreased
(p < 0.05) intracellular GSH levels compared with 2 uM resveratrol (Fig. 6). Moreover,
the control group (a-MEM") showed more active mitochondria than 10 and 30 uM

resveratrol groups (Fig. 6).

Discussion

To our knowledge, this study is the first report evaluating the effects of resveratrol on
the culture of isolated ovarian preantral follicles. The present study demonstrates that
under the tested conditions resveratrol negatively affects sheep follicular survival and
development by: (i) increasing apoptosis, (ii) decreasing GSH levels and (iii) reducing
metabolic activity.

Over the past decade, resveratrol has emerged as a very promising natural
compound with immense therapeutic potential (Wong et al. 2010). It is found in high
concentrations in grapes, berries, nuts and red wine with potentially beneficial anti-
carcinogenic, anti-inflammatory, antioxidant and cardioprotective properties (Jiang et
al. 2005). Recent studies have reported that resveratrol may act as an antioxidant
against oxidative stress in different types of cells (oocytes: Kwak et al. 2012;
spermatozoa: Unal et al. 2013; kidney cells: Valentovic et al. 2014). However, in our
in vitro culture system, the percentage of morphologically normal follicles was lower
in medium containing resveratrol (2, 10 or 30 uM) and apoptosis rate was higher at
30 uM resveratrol compared with the control group (a-MEM®). After rat theca-
interstitial cell culture, Wong et al. (2010) also observed that resveratrol reduced the
viable cell number at highest concentrations (70 and 100 uM) as well as induced a

dose-dependent increase in caspase-3/7 activation and DNA fragmentation at
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concentrations of 50 and 100 puM. In their study, 30 uM resveratrol did not increase
cellular apoptosis. Resveratrol can modulate the activity of many key mediators of
cell cycle and survival. Therefore, resveratrol may participate in both prosurvival and
prodeath cellular mechanisms, favoring the preservation of the functional status of
cells and possibly elongating a cell life span, and inducing the death of cells whose
physiological conditions have become deranged (Signorelli and Ghidoni 2005).

Studies showed that resveratrol can bind to cell surface proteins, such as
integrin, promoting apoptosis. The integrins are heterodimeric structural plasma
membrane glycoproteins whose extracellular domains bind to matrix proteins and
other extracellular factors (Plow et al. 2000). Resveratrol binds to the integrin
intracellular domain [JvB3, activates the extracellular regulated kinases 1 and 2
(ERK1/2) pathway with consequent phosphorylation of serine-15-p53, resulting in
cancer cell apoptosis (Lin et al. 2003). Since integrin mMRNA expression has been
described previously in the mouse ovary (Burns et al. 2002), it is likely that
resveratrol may bind to this protein to promote apoptosis. Another possibility is that
after autooxidation or degradation, resveratrol could generate complexes with others
molecules, such as copper ions. Indeed, the oxidative product of resveratrol is a
dimer, and the initial electron transfer generates the reduction of Cu(ll) to Cu(l).
Thus, the copper peroxide complex is able to bind DNA and to form a DNA-
resveratrol-Cu(ll) ternary complex (Hadi et al. 2010). These complexes would favor
and give rise to internucleosomal DNA fragmentation, which is a hallmark of
apoptosis (Delmas et al. 2011). However, in the current study, it is not clear by which
mechanism resveratrol promotes apoptosis.

Failure of antioxidant defense mechanisms to counteract oxidative stress

allows ROS to alter the cellular redox (reduction-oxidation) state, with decreased total
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antioxidant capacity in follicles accompanied by poor oocyte fertilization. The
damaging effects of ROS are usually prevented or limited by endogenous
antioxidants (or scavengers of free radicals) (Oyawoye et al. 2003). Some studies
have demonstrated that resveratrol exerts its antioxidant effects by modulation of
antioxidant enzymes, such as GSH, thus decreasing ROS levels (Simsek et al. 2012;
Kwak et al. 2012; Mukherjee et al. 2014). However, in the present study, resveratrol
at 10 or 30 pM reduced intracellular GSH levels compared with the lowest
concentration (2 uM). We can hypothesize that resveratrol may act as pro-oxidant
agent at high concentrations, reducing antioxidant enzyme levels, probably
increasing ROS production, thus promoting apoptosis in the ovine oocytes. In
addition, besides the species-specific differences, resveratrol can work as a pro-
oxidant as well as an anti-oxidant agent depending on the concentration
administered to the cells and on the cell types (Delmas et al. 2011).

The mitochondria, the most abundant organelles in mammalian oocytes, play
a primary role during cytoplasmic maturation (Harris et al. 2010). Oxidative stress
causes mithocondria damage, leading to mithocondrial dysfunction (Tanabe et al.
2015). Evaluation of tissue metabolism provides an indication of normal
mitochondrial bioenergetic activities, including adenosine triphosphate generation,
calcium homeostasis, signal transduction, regulation of cytoplasmic redox status, and
thus ROS production. Therefore, these parameters (GSH and active mitochondria)
were chosen as both are considered to be related to the fertilizing potential and
developmental capacity of oocytes (McEvoy et al. 2000; Cummins 2004; Castaneda
et al. 2013). In our culture system, the highest concentrations of resveratrol (10 and
30 M) reduced mithocondrial activity. One mechanisms of resveratrol

antiproliferative activity is the activation of the intrinsic apoptotic pathway, the
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mitochondrial release of cytochrome c¢ and the involvement of Bax, the generation of
ROS, the modulation of p53 pathway and the activation of the extrinsic death
receptor pathway (Delmas et al. 2011). Specifically, resveratrol intereferes with the
mitochondrial respiratory chain, and leads to the increase of ROS production
(Wallace 1999). The redox state of the cells plays a role in many types of apoptosis
and the ROS produced at the level of the mitochondria can be involved in cell death
(Mignotte and Vayssiere 1998).

In the current study, antrum formation was higher in a-MEM" and 2 puM
resveratrol treatments than 10 uM resveratrol, however, no effect on follicular growth
was observed. After antrum formation, the follicle begins dependent on FSH
(Erickson and Shimasaki 2001), suggesting that the use of FSH in the basic culture
medium may be necessary to give a large support to antral follicle growth.
Nevertheless, supplementation of resveratrol (0.24 and 0.5 puM) during IVM of goat
oocytes improved embryonic developmental potential (Mukherjee et al. 2014), thus
showing that at optimum concentration, resveratrol may be important for oocyte
growth. Therefore we believe that resveratrol at concentrations lower than 2 pyM may
be ideal for providing ovine secondary follicle development.

In conclusion, high concentrations of resveratrol decreased follicular viability
and promoted oocyte apoptosis after in vitro culture of ovine secondary follicles, by
decreasing GSH levels and metabolic activity. As resveratrol may represent a novel
therapeutic agent and has dose and cell-dependent effects, future studies should be

done to investigate the suitable concentration for culture medium supplementation.
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Figure captions

Figure 1. Morphologically normal secondary follicle at day O (A); antral follicle after 6
days culture in a-MEM" (B); atretic (C) and extruded (D) follicle after 6 days of culture
in 30 uM resveratrol. O: oocyte; GC: granulosa cell; Arrow: antral cavity. Scale bars:

200 pm.

Figure 2. Percentages of morphologically normal follicles cultured in a-MEM" or
different concentrations of Resveratrol (RSV 2; 10 or 30 uM).
(®P) Different letters denote significant differences among culture periods in the same

treatment (P<0.05). (*®) Different letters denote significant differences among

treatments in the same period (p < 0.05).

Figure 3. Percentages of antral cavity formation in follicles cultured in a-MEM" or
different concentrations of Resveratrol (RSV 2; 10 or 30 uM).
(®P) Different letters denote significant differences among culture periods in the same

treatment (P<0.05). (*®) Different letters denote significant differences among

treatments in the same period (p < 0.05).

Figure 4. Identification of oocyte apoptosis after 18 days of in vitro culture by
TUNEL. (A) Normal oocyte from control group and (B) TUNEL-positive oocytes (cells

in green) from 30 uM resveratrol treatment group.

Figure 5. Percentage (mean + SEM) of TUNEL-positive oocytes after 18 days of

culture in different concentrations of resveratrol.
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(“B) Different letters denote significant differences between treatments (p < 0.05).

Figure 6. Epifluorescent photomicrographic images of in vitro cultured ovine oocytes.
(a) Oocytes were stained with CellTracker Blue (A—D) and MitoTracker red (E-H) to
detect intracellular levels of glutathione (GSH) and mitochondrial activity,
respectively. Oocytes cultured in control group (A and E) or with 2.0 (B and F), 10.0
(C and G) or 30 uM (D and H) resveratrol. Scale bars: 50 um. (b) Effect of resveratrol
treatment in in vitro culture medium on intracellular GSH and active mitochondria
levels in sheep oocytes. Within each group (GSH and Active Mitochondria) of end

point, bars with different letters (A—C) are significantly different (p < 0.05).



