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Titulo: Utilizacdo de substancias antioxidantastqcoferol e ternatina) no cultivim
vitro de foliculos pré-antrais caprinos

Autor : Isabel Bezerra Lima-Verde

Orientador: Paulo Fernandes de Lima

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliarfesos doa-tocoferol e da ternatina
sobre morfologia, ativacdo e crescimento de fabieyré-antrais caprinos cultivados
vitro e realizar uma revisao de literatura sobre teraxionados com a origem do
estresse oxidativo e das espécies reativas de nixjgbem como 0S mecanismos
protetores contra os radicais livres, as implicagiestes no ovario e embrido mamifero
e o papel do 6xido nitrico neste processo. No prorteabalho, o cértex ovariano foi
dividido em fragmentos, sendo um destes imediatiamierado (controle). O restante
dos fragmentos foi cultivadim vitro por 1 ou 5 dias a 8@ e de 5% C& em Meio
Essencial Minimo (MEM) suplementado e adicionadm&ao de 5, 10 ou 1M de a-
tocoferol ou ternatina. Os fragmentos do controlesecultivados, foram fixados em
10% de formol ou em 2% de paraformaldeido e 2,5%jld@raldeido em 0,1M de
tampéao cacodilato de sddio para andlise histoldgialira-estrutural, respectivamente.
Os foliculos foram classificados em primordiaisemn desenvolvimento, bem como em
normais ou degenerados. Quando comparados controleg cultivoin vitro levou a
uma reducdo nas percentagens de foliculos présami@fologicamente normais em
todos os tratamentos camtocoferol ou ternatina (P < 0,05) apés 5 diasudévo. No
entanto, quando comparado com o controle, o culi¥ccortex ovariano por 5 dias
aumentou as taxas de ativacao folicular em todosratamentos (P < 0,05). Em
comparacao com o MEM sozinho, a adicdood®coferol ou ternatina no meio de
cultivo ndo influenciou a ativacao folicular (P 308), exceto no dia 1 de cultivo,

quando as concentracdes de 5 aulbforam utilizadas respectivamente, e mostraram



um aumento significativo nos percentuais de atiwaigdicular, em comparacdo aos
outros tratamentos. A andlise ultra-estrutural meosgiue foliculos cultivados por 5 dias
em meio contendo antioxidants, estavam degener&ta. degeneracdo nao ocorreu
nos foliculos tratados apenas com MEM ou no comtrob quais mantiveram sua
integridade ultra-estrutural. Em concluséo, estbalho demonstrou quetocoferol e
ternatina podem promover ativacao follicular, ntaato, a adicdo destes antioxidantes
nas concentracoes testadas, reduziu a viabilidadmiler apds o cultivan vitro. No
segundo trabalho, verificou-se que as espéciesvasatle oxigénio (EROs) ou de
nitrogénio (ERN) ou radicais livres sao produtosmitabolismo organico normal e seu
acumulo pode gerar o estresse oxidativo. Este,sparvez, causa injurias celulares
podendo leva-las a morte, estando este processmvieloy com a degeneracdo e/ou
apoptose celular durante o desenvolvimento emhiimeaem diferentes 6rgaos, como
o ovario mamifero. No ovario de camundongas saalymidas EROs durante a
regressao luteal, e estas estdo envolvidas nogsmake ativacéo folicular e retomada
espontanea da meiose em o00citos. Embora sejam zwlodudurante processos
fisiologicos, o acumulo de radicais livres no owamamifero pode desencadear
patologias. No embrido, os radicais livres sdo yzambs normalmente devido ao
metabolismo normal. Porém em ambieniasvitro com altas concentracdes de
oxigénio, o desenvolvimento do embrido pode sejugieado. O Oxido nitrico é
considerado um radical livre e participa de prooggstologicos e fisioldgicos como
inflamacgédo, ovulacdo, implantacdo embrionaria etragéo uterina. Para proteger os
sistemas biolégicos dos danos celulares causados glicais livres, 0 organismo
utiliza enzimas como catalase, superéxido-dismutasglutationa peroxidase, e
mecanismos que incluem substancias antioxidaniesdano vitamina C, vitamina E,

[3-caroteno dentre outras.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effedtax-@ocopherol and ternatin on
morphology and activation of goat preantral fodlcultured in vitro and realize a
review including the origin of oxidative stress am@ctive oxygen species, as well as
the mechanisms that protects the organism agaeestaédicals, implications of them in
mammalian ovary and embryo and the role of nitse in this process. In the first
work, the ovarian cortex was divided into small ggie and one fragment was
immediately fixed (control). The remaining fragmemierein vitro cultured for 1 or 5
days at 3%C and 5% CQ in Minimum Essential Medium (MEM) supplementecdan
added or not by 5, 10 or M of a-tocopherol or ternatin. Control and cultured
ovarian fragments were fixed in 10% formaline o2l paraformaldehyde and 2.5%
glutaraldehyde in 0.1M sodium cacodylate buffer figtological and ultrastructural
analysis, respectively. Follicles were classifieadpaimordial or developing, as well as
normal or degenerated. When compared with controljtro culture led to a decrease
in the percentages of morphologically normal predribllicles in all treatments with
a-tocopherol or ternatin (P < 0.05) after 5-dayswel Furthermore, when compared

with control, culture of ovarian cortex for 5 dapsreased the percentages of follicular



Xii

activation in all treatments (P < 0.05). In compan with MEM alone, addition ai-
tocopherol or ternatin in the culture medium did affect follicular activation (P >
0.05), except at day 1 of culture, when concemmnatiof 5 and 15uM were used
respectively and showed a significantly increaséobicular activation, in comparison
with others treatments. Ultrastructural analysisvetd that follicles cultured for 5 days
in medium containing antioxidants were degenerakbd degeneration did not occur in
follicles treated with MEM alone or control, whiahaintained their ultrastructural
integrity. In conclusion, this study demonstratéatto-tocopherol and ternatin can
promote follicular activation, however the additimf antioxidants in the tested
concentrations reduced the follicular viabilityeaftn vitro culture. The second work
verified that reactive oxygen (ROS) or nitrogen @Nspecies or free radicals are
products of normal organic metabolism and theiruaudation can generate the
oxidative stress. Then, this stress causes cellialarage, leading to death. This process
is involved with cellular degeneration and/or apsg during embryos development
and in different organs, such as the mammalianyoviar murine ovary, ROS are
produced during luteal regression and they arelweebin the process of follicular
activation and spontaneous meiosis resumption ioytes. Although these are
physiological processes, accumulation of free &ditn the mammalian ovary may
unchain pathologies. In the embryo, free radicadsrmrmally produced due to normal
metabolism. However, inn vitro environment with high oxygen concentrations,
embryo development can be damaged. Nitric oxidemsidered a free radical and takes
part in pathologic and physiologic processes, aginflammation, ovulation, embryo
implantation and uterine contraction. To protdat biological systems from cellular
damage caused by free radicals, the organism usegmatic mechanism, which

involves, for instance, catalase, susperoxide-diaseuand glutation peroxidase and
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others that include antioxidants substances, sachitamin C, vitamin Ef-carotene

etc.
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1.INTRODUCAO

O desenvolvimento de biotécnicas relacionadas cdmolagia reprodutiva tem
sido extensivamente realizado nos ultimos anosigsa otimizacédo do aproveitamento
de material genético de animais de alto valor cormepu em via de extincdo. Nos
altimos anos, muitos esforcos tém sido empregados p avanco da biotécnica de
manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos ptéas (MOIFOPA), que em muito

tem contribuido para um melhor entendimento daohialovariana.

Tendo em vista que o ovario mamifero contém mikhakes oocitos inclusos em
foliculos primordiais e que poucos destes folicudesenvolvem-se até o estagio de
foliculo pré-ovulatoridEPPIG e O’'BRIEN, 1996), a biotécnica de MOIFOPAetiba
recuperar, preservar e cultivar vitro um grande numero de foliculos pré-antrais
visando a sua ativacdo, crescimento e completaragdin, prevenindo-os da morte
folicular, que ocorre naturalmentevivo.

Estudos referentes aos fatores e mecanismos edoslvio desenvolvimento
vitro de foliculos pré-antrais caprinos sdo escassosViSlet al.,, 2004a),
principalmente em relacdo a prevencédo da morteulali nesta espécie. Sabe-se que o
estresse oxidativo pode ser uma das causas dafpkedéar no ovario (BEHRMAN et
al., 2001). Neste sentido, acredita-se que a atdia de substancias antioxidantes como
a-tocoferol e a ternatina no desenvolvimento decfibdis pré-antrais cultivadas vitro,
possa exercer um efeito atenuante no processoeasgaat

Este trabalho propds verificar se a agcao antioxedde substancias comooe
tocoferol e a ternatina podem preservar a morfalegestimular a ativacao de foliculos

pré-antrais caprinos cultivadosvitro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Foliculogénese

A foliculogénese, evento iniciado na vida pré-natal maioria das espécies,
pode ser definida como o processo de formacédocioresto e maturacao folicular,
iniciando-se com a formacgéo do foliculo primordgatulminando com o estagio de
foliculo de De Graaf ou pré-ovulatorio (SAUMANDE41).

Os foliculos, constituidos por um odcito envoltor pélulas somaticas (da
granulosa e tecais), sdo as estruturas ovariamagagmitem ao ovario desenvolver suas
duas funcbes: a gametogénese e a esteroidogénégeELH 2000). Estes estéo
localizados no estroma do cortex ovariano, podeatiskinguir-se os pré-antrais ou nao
cavitarios, constituidos pelos foliculos primorsjgirimarios e secundarios, e os antrais
ou cavitarios que sao compostos pelos foliculos&eos e pré-ovulatérios ou de De
Graaf (HAFEZ, 2000).

Morfologicamente, os foliculos primordiais apresemtum odécito envolvido por
uma camada de células da pré-granulosa de formaatmentoso (VAN DEN HURK e
ZHAO, 2005). Apos a formacao dos foliculos primarslj as células da pré-granulosa
param de se multiplicar e entram num periodo dessgéncia, retomando seu
crescimento apés sua ativacdo. Quando o foliculesapta uma camada de células da
granulosa de formato cubico, ele é chamado primdxio estagio de foliculo
secundario, que apresenta duas ou mais camada&utkes da granulosa em intensa
atividade mitética, a zona pellucida é formada, edaslas precursoras da teca sao
recrutadas do estroma. Durante a evolucdo dosulmdicsecundarios, o acumulo de

liquido em seu interior origina uma cavidade demawi& de antro folicular, sendo neste



estagio denominado de foliculo terciario e podesetaobservadas as camadas interna e
externa da teca (MATOS, 2003)

Sob condi¢cbes normais, a maioria dos foliculos gories no ovario (99,9%)
sofre atresia, levando a uma completa exaustaestrva folicular na idade adulta
(VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). No entanto, recenterteeBukovskyet al (2004) e
Johnson et al (2005) propuseram a existéncia de formacédo de snaé&ulas
germinativas em fémeas adultas.

No tocante ao inicio do crescimento folicularaefsise envolve a passagem de
foliculos primordiais quiescentes para a fase @scomento e € caracterizada pelos
seguintes eventos: proliferacdo das ceélulas daupsan mudancas na forma destas
células de pavimentosa para cubica e aumento denteondo odcito (BRAW-TAL,
2002). Este evento também é denominado de ativfatidolar. Embora o processo de
ativacdo folicular ndo esteja completamente eldtdavarios estudogn vitro tém
demonstrado a acdo de varias substancias intraieeaarianas, conforme descrito nas

secgles posteriores.

2.2. Ativacao dos foliculos pré-antrais in vivo

O primeiro sinal de ativacdo dos foliculos primaisli € a retomada da
proliferac@o das células da granulosa, ou sejalicufo primordial, o qual apresenta-se
circundado por uma camada de células da granu$archato pavimentoso (BRAW-
TAL e YOSSEFI, 1997) transforma-se em foliculo @rim (VAN DEN HURK et
al.,1997), passando pelos estagios de crescimegtinses, a medida que as células da
granulosa proliferam.

Conforme mencionado anteriormente, 0s mecanisnspemsaveis pela ativacédo

e crescimento dos foliculos primordiais, bem conp@idodo no qual estes processos se



iniciam ainda séo pouco conhecidos (FORTUNE €2G00). Hirshfield (1991) sugeriu
que a ativacdo e o crescimento dos foliculos pdima@ devem ser controlados tanto
por fatores enddcrinos (gonadotrofinas), como poorés intraovarianos (fatores de
crescimento). Em caprinos, recentemente foi dememtesta presenca de Kit-Ligand
(KL), fator de diferenciacdo de crescimento-9 (GBF-proteina morfogenética do
0sso-15 (BMP-15), ativina, folistatina, fator deesgimento epidermal (EGF) e seus
receptores em foliculos primordiais, sugerindo egtes fatores podem estar envolvidos

na ativacdo. (SILVA et al., 2004ab, SILVA et alD0B, SILVA et al., 2006).

2.3. Ativacao e crescimento de foliculos pré-antrain vitro

E indiscutivel que grandes progressos ja tenham aidervados no cultivin
vitro de foliculos pré-antrais em diferentes espéciesani A ativacdo de foliculos
primordiais caprinos (MARTINS et .al 2005; MATOS et al., 2006ab), ovinos
(ANDRADE et al., 2005), bovinos (WANDJI et al., T9BRAW-TAL e YOSSEFI,
1997) e babuinos (FORTUNE &t,1998) também foi alcancada com éxito aposwaulti
de pequenos fragmentos de cortex ovariano.

No tocante ao desenvolvimento de foliculos pringagsecundarios, em felinos
(JEWGENOW e STOLTE, 1996) e marsupiais (BUTCHERL&MAN, 1996) ja foi
observado o crescimento desses foliculos ovarisuados apds o cultivin vitro,
porém sem a formagéo de antro. Em felinos (JEWGENCRVTRA, 1993) a adicédo de
FSH ao meio de cultivo estimulou o crescimentactdér enquanto a adigéo do Fator de
Crescimento Epidérmico (EGF) e Insulina + Trangferr+ Selénio (ITS) ao meio
resultou na manutencdo da integridade dos folicplésantrais cultivado#n vitro
(JEWGENOW e GORITZ, 1995). Nas espécies ovina (CBRLCet al., 1999), bovina

(GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000aprina (HUANMIN e YONG,



2000) foliculos secundarios isolados desenvolvesain-vitro até o estagio antral. O
desenvolvimento de foliculos antrais a partir décfibos primarios ou secundarios foi
igualmente relatado em humanos (ROY e TREACY, 19®3) suinos, foliculos
secundarios crescidom vitro chegaram até a ovulacdo e tiveram seus o00citos
fecundadosin vitro (HIRAO et al., 1994) com desenvolvimento até ocagist de
blastocisto (WU et al., 2001).

Apesar do grande avanco no cultivovitro de foliculos pré-antrais com as
referidas espécies supracitadas, os resultadossat#satorios tém sido observado em
animais de laboratério. Em camundongos, o deseimehtoin vitro de foliculos preé-
antrais foi descrito por varios autores (EPPIG,719VIST et al., 1990; CARROLL et
al., 1991; NAYUDU e OSBORN, 1992). Entretanto, oslmores resultados foram
observados por O"Brien et &003) que obtiveram o nascimento de 53 camundoagos
partir de foliculos primordiais desenvolvidos, nratlos e fecundadas vitro. Carroll
et al. (1990) obtiveram também o nascimenteitro de camundongos apds congelacao
e descongelacéo de foliculos pré-antrais.

No entanto, apesar dos avancos observados em cangas] o nascimento a
partir de foliculos pré-antrais maturadasvitro ainda nédo foi alcancado em espécies
domeésticas. Uma das razfes que em muito contrigra [3so, é a perda folicular
causada pela atresia durante o processo de cresgimenaturacam vitro, semelhante

OU superior ao que ocorire Vivo.

2.4. Atresia folicular

Os foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) represent90% da populagcéo

folicular (SAUMANDE, 1991) e constituem o estoque gametas femininos durante a



vida reprodutiva do animal (LIU et.aR001). No entanto, cerca de 99,9% dos foliculos
de um ovario ndo ovulam, mas sofrem um proceseddiggco conhecido como atresia,
que causa a morte do foliculo, por via degeneratioa apoptotica (MIKKELSEN et
al.,2001; SVANBERG, 1999).

A atresia € um fendmeno natural que leva a exaukigpool de foliculos pré-
antrais (MORITA e TILLY, 1999) e € comum a todaseapécies domeésticas, podendo
ocorrer em qualquer estagio do desenvolvimentoutar (GLAMOCLIJA et al., 2005).
Este processo afeta principalmente foliculos atraspecialmente quando estes
atingem um tamanho no qual ocorre a diferenciagdoinal das células da granulosa e
da teca (SAUMANDE, 1991; LUSSIER et al.,1987; HIRSHLD, 1988). Nos estagios
iniciais da foliculogénese, a atresia € iniciadaacito e em seguida ocorre nas células
da granulosa (MORITA e TILLY, 1999), verificando-ggrocesso inverso em foliculos
maduros (GLAMOCLIJA et al., 2005).

A atresia pode ser demonstrada utilizando-se tésntomo histologia classica
(HC) e microscopia eletronica de transmissao (MBE)principais achados observados
na microscopia otica em foliculos atrésicos samgse nuclear, destacamento das
células da granulosa e auséncia de integridadeed#brana basal. Embora a histologia
classica seja uma técnica que identifica somentaitasacdes superficiais, por outro
lado é de facil execucao, baixo custo, revela tedas de forma rgpida e seus achados
podem ser avaliados pela andlise ultra-estrtutdasta, observa-se nos foliculos
compactagcao e segregacao da cromatina, conderndagimplasma, fragmentacéo do
nacleo, protusao e ruptura da superficie celummando assim corpos apoptoticos de

tamanhos variados (KERR, 1995).



2.4.1 Apoptose

A apoptose é um processo fisiologicamente impataara o desenvolvimento
embrionario normal, bem como para a homeostaseamot adulto (AMSTERDAN et
al.,2003). Esse processo é altamente regulado, e &a a@lorre devido a varios
estimulos internos externos, tais como oscilacdo nos niveis hormomegeneracéo
tecidual, estresse oxidativo, quimioterapia e radapia (SVANBERG, 1999; EARLE,
2001).

Uma caracteristica marcante da apoptose é a ativl;aucleases enddgenas que
quebram o DNA a cada 180-200 pares de bases (U,2005). No ovario, uma alta
taxa de apoptose folicular ocorre durante a vigmodtiva, porém pouco se sabe a
respeito da perda de foliculos primordiais nas @epénamiferas. No entanto, a atresia
desses foliculos pode ser um evento significatieo determinacdo do potencial
reprodutivo da fémea (DEPALO et al., 2003).

A apoptose difere de outros tipos de degeneragind@or exemplo a necrose)
porque afeta individualmente as células, ocorredengacdo do citoplasma e da
cromatina e ndo apresenta reacao inflamatoria (BEBRG, 1999). Nesse processo, a
superficie das células apoptoéticas expressa reespae podem ser reconhecidos pelas
células vizinhas, sendo entéo rapidamente fag@stads corpos apoptoticos digeridos.
A fagocitose ocorre sem extravasamento dos comgégtucelulares e sem prejuizo as
outras células (ANDERSQMN997).

Desta forma, apesar de ao nascimento o ovario raemdonter milhares de
foliculos, a grande maioria torna-se atrésica darandesenvolvimento maturacgéo,
consequentemente um nuamero reduzido de odcito®igi®ao produzidos durante a
vida util da fémea, fazendo com que o potenciabwfirio seja fracamente aproveitado.

Diante disso, varios estudos tém sido realizadotemtativa de ser desenvolvido um



meio de cultivo ideal que possa promover a ativagaaocrescimento foliculan vitro,

evitando-se assim as perdas foliculares que ocaretamalmentén vivo.

2.5. Importancia da composi¢do do meio sobre o des®lvimento de foliculos pré-
antrais in vitro

Vérias tentativas visando maximizar o numero deefibds pré-antrais viaveis até
a ovulacdo tém sido relatadas. Dentre elas, podesitas a utilizacdo de varias
substancias adicionadas ao meio de cultivo, taisocagua de coco (MARTINS et al.,
2005), acido 3-indol acético (IAA) (ANDRADE et alR005), fator de crescimento
epidermal (EGF), horménio foliculo-estimulante (BSKSILVA et al., 2004c;
TAMILMANI et al., 2005; MATOS et al., 2006a) e fatde crescimento fibroblastico
(FGF) (MATOS et al., 2006b)

Neste contexto, o estabelecimento de um meio dévaubeal é um ponto
crucial para a ativacdo desses folicutowitro, permitindo o desenvolvimento de um
grande numero de foliculos pré-antrais que podendtribuir para uma melhor
compreensao dos diversos fatores implicados neufoliénese bem como no processo
de atresia (FIGUEIREDO et al., 1995). A composidaomeio € um importante fator
para a obtencdo de sucesso durante o cultivo teilfmd pré-antraign vitro. Este por
sua vez também é uma alternativa para o fornecordmtmilhares de odcitos viaveis,
inclusos em foliculos pré-antrais em diversos éstage desenvolvimento, para as
biotécnicas de fecundacéovitro e clonagem (TELFER, 1996).

Estudos descreveram que a sobrevivéncia dos fodiquté-antrais bovinom
vitro foi reduzida na auséncia de hipoxantina e substrahergéticos, tais como
piruvato e glutamina (FIGUEIREDO et al.,1994). Mamonstrado também que, a

adicdo de uma mistura de piruvato (0,23 mM), glutani2 mM) e hipoxantina ao meio



de cultivo de base denominado Meio Essencial MinimoMEM (controle)
suplementado com antibioticos: penicilina — 20 Wl/rastreptomicina — 20Qg/mL, e
ITS (insulina — 6,25ug/mL, transferrina — 6,25 ng/mL e selénio — 6,25mig
aumentou significativamente a percentagem de fokcuorfologicamente normais
(SILVA et al., 2004). Jewgenow et al. (1998) tambéemonstraram que a adicdo de
piruvato, glutamina e hipoxantina ao MEM ¢é essémaaa o crescimento de foliculos
pré-antrais felinog vitro.

Atualmente, uma outra preocupacado por parte dendietedas equipes (TILLY e
TILLY, 1995, OTALA et al.,, 2002) que visam o deselwmento de foliculos pré-
antrais inclusos no tecido ovariano cultivadositro € a adicdo ao meio de cultivo de
substancias que controlem a formacao de radicaesliproduzidos durante as reacdes
metabolicas normais. Estudos mostraram que esthsaig como por exemplo, o
peroxido de oxigénio (D), o anion superoxido () e o radical hidroxila (OH,
afetam o equilibrio entre pro-oxidantes e antioxida em sistemas biolégicos, levando
a peroxidacéo lipidica, (ROMERO et al.,1998). Epta,sua vez, provoca mudancgas na
estrutura, composicdo e propriedades das membizokigicas. Além disso, pode
influenciar também a diferenciacdo celular, afetadadtetamente as células ovarianas
(BEHRMAN et al., 2001).

As espécies reativas de oxigénio sao geradas delracorpo como um
subproduto do metabolismo oxidativo normal (CHANDRB®al., 2000), mas podem ser
muito danosas devido ao seu papel na inflamacatag@unese, necrose e deplecao de
ATP (BEHRMAN et al., 2001). Os efeitos potencialiteedanosos dos radicais livres
sdo, contudo, controlados pela agédo de antioxidantea e extracelulares, os quais

contribuem para a fungcdo ovariana, incluindo amefa espontdnea da meiose,
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maturacao oocitaria induzida pelas gonadotrofifa&@MI et al., 1999, TAKAMI et
al., 2000), regresséao do corpo luteo e ovulacadi@HAAN et al., 2001).

Em virtude da peroxidacéo lipidica, € necessaremagicélulas possuam mecanismos
que reduzam a formacao dos radicais livres ou gumative quando ja produzidos.
Entre os fatores que controlam a geracao e a a;éaddtais livres, estdo as substancias
antioxidantes naturais, como a vitaminacetgcoferol) e a ternatina, as quais agem
impedindo a formacao dos radicais ou removendosasidp ja formados (SOUZA et

al.,1999).

2.6.a-Tocoferol e Ternatina

A vitamina E foi descoberta em 1922 por Herbertrisva Katherine Bishop, como
um fator oriundo de vegetais, lipossoluvel, que epgatevenir a morte fetal em
camundongas, estando portanto relacionada contilaégte. E um nutriente essencial,
e age como antioxidante no organismo animal (SEdL,e2006). Hoje, sabe-se que esta
vitamina € predominante na membrana plasmaticacdhgas animais (WANG et
al.,2002; BARROSO et al.,1997) e gqgeantidades significativas estdo presentes no
ovario e no fluido folicular (ATTARAN et al.,2000Q termo vitamina E representa um
termo genérico para todos os tocoferdis e seuvatkrs que possuem atividade de
tocoferol, ou seja, componentes naturais com atiledsemelhante a da vitamina E
(TRABER e SIES, 1996). Sabe-se que existem naemunito substancias com esse
tipo deatividade:a-, -, y- e d-tocoferol ea-, B-, y- e d-tocotrienol, sendo estes ultimos
as formas primarias da vitamina E (SEN et al., 205 a-tocoferol em particular
desempenha um importante papel na regulacdo degsmmxidativo causado pelos
radicais livres, sendo a forma mais comum e mawa ancontrada na natureza

(POVALISHEV et al., 2006).
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A principal funcdo biolégica da vitamina E é pge#e os acidos graxos
poliinsaturados das membranas, visto que a pexo&adesses lipidios pode levar a
danos estruturais, afetando a funcéo e a permmdididestas, resultando em injarias
irreversiveis e morte celular (OLSON e SEIDEL JBQ®. Oa-tocoferol, por sua vez,
reage com outros radicais livres de forma muitadapevitando assim a propagacao
desses radicais (DUTTA e DUTTA, 2003). Esta sulzstaimibe a propagacao das
espécies reativas de oxigénio pela sua propriaece@w em um produto oxidado, o
radical livrea-tocoferoxil (INGOLD et al.,1987). A forma origindb a-tocoferol pode
ser regenerada através de sua reducdo (doacdoddmgémio) pela vitamina C
(SCHNEIDER, 2005), aumentando a capacidade anaoxédda vitamina E (TUCKER
e TOWNSEND, 2005) e sugerindo o conceito de regata dos antioxidantes. A
regeneracao do-tocoferol implica na manutencéao da concentracd&salsubstancia na
membrana celular (SEN et al., 2006).

Outras substancias antioxidantes importantes saftawsnoéides, os quais séo
polifendis naturais, presentes em frutas e vegé8BAEGHIPOUR et al.,2005). Os
efeitos terapéuticos dessas substancias tém ssgdatde para diabetes mellitus (ONG e
KHAO, 1997), alergias (INOUE, 2002), cancer (PARKSERH, 2004) e inflamacdes
(MANTHEY et al.,2001). A ternatina é um bioflavodéi (4'5-diidroxi-3,3'7,8-
tetroximetoxiflavona) e devido aos seus efeitoghiens sobre o organismo, vem sendo
intensamente estudada. E oriundeEgetes viscosd., popularmente conhecida como
macela-da-terra ou macela-do-sertdo, a qual é wngaepa erva medicinal que cresce
abundantemente no Nordeste do Brasil (SOUZA ell%8) Estudos quimicos-
farmacol6gicos mostraram atividades hepatoprotet@®®OUZA et al., 1998),

antianafilatica e antiinflamatorig@OUZA et al., 1992), antitrombdética (SOUZA et al.,
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1994), antidiarréica e gastroprotetora (RAO etX97), demonstrando a importancia

desta espécie para a farmacopéia brasileira e alundi

Souza et al., (1999) trabalhando com a ternatinar¢ocoferol, mostraram que
ambas as substancias foram inibidores efetivosedaxplacéo lipidica induzida pela
aflatoxina B1. Esses resultados indicam que tatéonatina como a-tocoferol podem

atuar efetivamente como eliminadores de radicaiedj prevenindo assim a apoptose.

No entanto, além da excelente atividade antioxeladgmonstrada pela-
tocoferol e a ternatina, sabe-se que estas sutegurlem, em determinadas situacoes,
agir como pro-oxidantes. Estudos mostraram quenalfjavondides podem apresentar
acdo oxidativa dependendo da concentracéo utilit@d®EGHIPOUR et al., 2005) e
que suas estruturas moleculares podem influen@tensas bioldgicos, induzindo a
degradacdo do DNA (SUGIHARA et al., 2003), crescitoes proliferacdo de células
malignas (AGULLO et al., 1997) e toxicidade aguda leepatocitos de camundongos
(MORIDANI et al.,2002). Semelhantementeq-tocoferol pode agir como oxidante na
presenca de jons Cu(BURKITT e MILNE, 1996) e no processo de oxidagim
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (IWATSUKIat,1995). Estudos verificaram
que oa-tocoferol possui acdo antioxidante apenas por wno eriodo, podendo entao
reagir rapidamente e formar radicais livres (SEMI.e2006). Sabe-se também que o
tocoferol em excesso pode inibir a proliferacdalee) efeito que ndo esté relacionado
com sua acgdo antioxidante, possivelmente mostramidoacdes especificas do
tocoferol com enzimas, proteinas estruturais, itygie fatores transcricionais (ZINGG e

AZZI, 2004).
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1. Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect@bcopherol and ternatin on the
morphology and activation of goat preantral follafterin vitro culture. The ovarian
cortex was divided into small pieces and one fragm&s immediately fixed (control).
The remaining fragments weire vitro cultured for 1 or 5 days at 3® and 5% CQ in
Minimum Essential Medium (MEM) supplemented andextidr not by 5, 10 or 1M

of a-tocopherol or ternatin. Control and cultured oaarfragments were fixed in 10%
formaline or in 2% paraformaldehyde and 2.5% ghlthehyde in 0.1M sodium
cacodylate buffer for histological and ultrastruatuanalysis, respectively. Follicles
were classified as primordial or developing, aslwasl normal or degenerated. When
compared with controljn vitro culture led to a decrease in the percentages of
morphologically normal preantral follicles in alteatments witha-tocopherol or
ternatin (P < 0.05) after 5-days culture. Furtheenmavhen compared with control,
culture of ovarian cortex for 5 days increasedgbecentages of follicular activation in
all treatments (P < 0.05). In comparison with MEMne, addition ofu-tocopherol or
ternatin in the culture medium did not affect folliar activation (P > 0.05), except at
day 1 of culture, when concentrations of 5 anduM were used respectively and
showed a significantly increase of follicular aetion, in comparison with others
treatments. Ultrastructural analysis showed thiitkes cultured for 5 days in medium
containing antioxidants were degenerated. This mEgéion did not occur in follicles
treated with MEM alone or control, which maintaintdeir ultrastructural integrity. In
conclusion, this study demonstrated thatocopherol and ternatin can promote
follicular activation, however the addition of aidants in the tested concentrations
reduced the follicular viability aften vitro culture.

Keywords: a-tocopherol, ternatin, caprine, preantral follicles
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2.Introduction

The ovarian follicle consists in the structural dadctional unit (McGee et al.,
1997) of the mammalian ovary, formed by an oocyteosinded by granulosa cells,
basal membrane and, according to their developiges theca cells adjacent to basal
membrane (Kagawa et al., 2005). Furthermore, mb#teofollicles (90%) present in
the ovary are found in the preantral phase (Saumat®P1). However, during female
lifespan, the vast majority is lost by atresia (@werg, 1999; Mikkelsen et aR001),
and a limited number (approximately 0.01%) of fdés develops until the preovulatory
stage,

Although follicular atresia occurs naturaliy vivo, during whole female
reproductive life, as well as durimg vitro culture, the complete mechanism responsible
for this process is still unknown (Silva et al.,02). Many researchers have been
suggested that atresia can follow the apoptoshsazat (Svanberg, 1999; Depalo et al.,
2003). Apoptosis is a physiological process (Nakahat al., 1997), essential to
maintain homeostasis (Amsterdan et al., 2003) aad @ccur as a consequence of
different factors, like oxidative stress (Earle,02)) which can be explained by the
excessive production of reactive oxygen speciegdBey et al., 2004), called ROS.

Many in vitro studies have showed the importance of adding »ddtat
substances in the culture medium of preantraldelsi (Tilly and Tilly, 1995; Otala et
al., 2002). ROS can affect the equilibrium betweenr and anti-oxidant factors in a
biological system, leading to a lipidic peroxidatiqgRomero et al., 1998) and,
consequently, cell death. Among the factors colmigpgROS generation and action, it is
possible include vitamin Ex¢tocopherol) and ternatin, which act obstructingegation

of free radicals or removing them when formed (Soeizal., 1999).
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The most important biological function af-tocopherol is to protect cell
membrane from lipidic peroxidation, avoiding irresible damages and cellular death
(Olson and Seidel Jr., 2000). With regard to temat bioflavonoid present in macela-
da-terra Egletes viscosa it offers hepatic (Souza et al., 1998), gas(Rao et al.,
1997), anti-anaphilactic and anti-inflammatory (Zawet al., 1992) protection, also
presenting antioxidant activity (Souza et &B99). Thus, since oxidative stress can be
one of the factors involved in follicular atresihe use of antioxidants may contribute
for the success of cellulan vitro culture. However, the effects oftocopherol and
ternatin onin vitro culture of caprine preantral follicles are unknown.

The aim of this study was to evaluate through hogioal and ultrastructural
analysis the effects af-tocopherol and ternatin on morphology, activatomn growth
of goat preantral folliclem vitro cultured.

3. Material and Methods

3.1. Source and transport of ovarian tissue

Ovaries ( = 6) from adult mixed breed goat were obtained atoeal
slaughterhouse (Fortaleza, Ceard, Brazil). Theiesavere trimmed of adhering tissue,
washed in 70% alcohol and then, twice in 0.9% sadialution. The ovaries were put
into tubes containing 10 ml of 0.9% saline solutsupplemented with antibiotics and
transported to the laboratory within 1h in a thesftask filled with water at 37C.

3.2. Medium and culture conditions

Each ovarian pair was divided into 15 fragment8 &3 x 1 mm. One fragment
was immediately fixed in 10% formalin for 12 h atié remaining fragments wene
vitro cultured for 1 or 5 days in twenty four-well cukudishes (Biossystems)
containing 1 ml of culture medium. Culture mediuonsisted of MEM (Cultilab, Rio

de Janeiro, Brazil) supplemented with antibioti@Q(ug/ml of penicillin, 200ug/ml of
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streptomycin) (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil), 0.2§/ml anphotericin B, BSA
(0.0014g/ml bovine serum albumine), ITS (insuliu®/ml, transferin 5.5 pg/ml and
selenium 5ng/ml), 0.23 mM pyruvate, 2 mM glutamine and 2 mMpbyanthine),
added or not by-tocopherol (DLea-tocopherol - TOC) or ternatin (TER - obtained
from Dr. Edilberto Silveira — Federal Ceara Univg)s both diluted in 95% alcohol
according to Tao et al. (2004) and at final conedidn of 5, 10 or 15uM. Unless
indicated, reagents were obtained from Sigma Chan@o. (St. Louis, MO). Fresh
medium was replaced every 48 hours. A minimum ofdiiicles were counted in each
repetition (150 per treatment), being evaluateddtal tof 2,250 evaluated preantral
follicles.

3.3. Histological procedure

After fixation in 10% formalin for 12 h, ovarianalyments were dehydrated in
ethanol, clarified with xylene and embedded in fisravax. Serial sections (jdm) of
ovarian tissue were cut and every fifth section wasinted on glass slides and stained
with periodic acid Schiff (PAS)-hematoxylin (PASasting system, Sigma, Inc., St.
Louis, MO, EUA). All sections were examined usinglight microscope (Zeiss,
Germany) at 10@nd 400X magnifications. Preantral follicles weediged as follicles
with an oocyte surrounded either by one flatterpran(ordial follicles) and/or cuboidal
layer or several layers of only cuboidal granuloshs (developing follicles). To avoid
counting a follicle more than once, preantral &ds were counted only in the sections
where their oocyte nucleus was observed. Follicglelity was evaluated based on the
morphological integrity of the oocyte and granulas#ls. Preantral follicles were also
classified as (i) histologically/morphologically meal when they contained an intact
oocyte and intact granulosa cells and (ii) degeardravhen their oocyte nucleus had

become pycnotic, the oocyte was shrunken and wihussily granulosa cells had
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detached from the basement membrane and have emlamgvolume. To evaluate
follicular activation, the number of primordial amtkveloping follicles was counted
before and aftein vitro culture.

3.4. Ultrastructural analysis

Tissue fragments with a maximum dimension of 1 3mmere fixed in 2%
paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.18uso cacodylate buffer (pH 7.2).
After fixation, specimens were post-fixed in 1% asm tetroxide, 0.8% potassium
ferricyanide and 5mM calcium chloride in 0.1M sadilcacodylate buffer for 1 h.
Subsequently, the samples were dehydrated throggidéent of acetone solutions (30—
100%) and the tissues were embedded in Spurr. S@msections (31m) were stained
with toluidine blue. The ultra-thin sections (60-iith) were contrasted with uranyl
acetate and lead citrate, and examined under aJi|100C transmission electron
microscope. At ultrastructural evaluation, were evlsed cytoplasmic organelles and
basement membrane integrity, as well as the presgineacuolization.

3.5. Statistical analysis

All treatment data from 2,250 preantral follicleene analysed using a factorial
design (medium effects: MEM x TOC x TER and congardn: 5 x 10 x 15uM) in an
ANOVA test. The data were compared using Bonfertest. The comparison of the
percentage of morphologically normal and developimgantral follicles as well as
follicular diameter in treatments in relation t@tbontrol was analyzed by a Chi-square
test. Values were considered statistically sigaritcwhen P < 0.05.

4. Results
4.1. Histological assessment
At histological sections, goat preantral folliclegppeared morphologically

normal when oocyte was spherical or slightly eldedawith a central nuclei and,
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sometimes, with a visible nucleoli. Granulosa cellsre well distributed around the
oocyte. Regarding to degenerating follicles, it vediserved piknotic oocyte nuclei,
cytoplasmic retraction, swelling and disorganizeahglosa cells around oocyte (Fig.1).

4.2. Effects of a-tocopherol and ternatin on the follicular morphology

The percentages of morphologically normal prearflicles in non-cultured
ovarian tissue (control) and cultured for 1 or Yy<dare showed in table In vitro
culture leads to a decrease on the percentagesogghoiogically normal preantral
follicles in all treatments (P<0.05) when companeth control.

The addition of 1QuM a-tocopherol at day 1 of culture and @8l a-tocopherol
or ternatin at days 1 or 5 of culture significanttgduced the percentage of
morphologically normal preantral follicles (P<0.08hen compared with MEM alone.
When the antioxidants were compared at the sameeatnation, at day 1 of culture the
percentage of normal preantral follicles was sigaiitly higher (P<0.05) in ternatin
when compared with-tocopherol, both at 10M.

Independently of the treatment no effects of celtperiod (1 or 5 days) on the

rates of morphologically normal preantral follickeas observed.

4.3. Effects of a-tocopherol and ternatin on the follicular activation and
diameter

The figure 2 shows the percentages of developidiiclés in non-cultured
ovarian tissue (control) and cultured for 1 or Sgddn vitro culture leads to a
significant increase on the percentage of devetpfoliicles when compared to control.
In regard to MEM alone, addition of antioxidantstie culture medium did not affect

follicular activation (P>0.05), except at day laoiiture when 5uM a-tocopherol and

15 pM ternatin were used. At day 5 of culture, MEM aoand MEM supplemented
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with 10 uM ternatin significantly increased (P<0.05) folliau activation when
compared to the others treatments.

The figure 3 shows follicular diameter in non-cudtd andin vitro cultured
ovarian cortex for 1 or 5 days. When compared withtrol, only at day 1 of culture, a
significantly decrease (P<0.05) in the folliculaamdeter was observed when (1Bl a-
tocopherol was used.

4.4. Ultrastructural analysis

For a better evaluation of the follicular morphologltrastructural studies were
carried out on fragments of control (non-culturadl those in vitro cultured in MEM
alone and in presence aftocopherol 5uM and ternatin 5 or 1QM, which appeared
the best in maintaining the histological image fué follicles. Ultrastructural analysis
was performed only for goat preantral folliclesttivere considered normal in semi-thin
sections stained with toluidine blue. In normalgmteal follicles from control (non-
cultured) and cultured in MEM alone were observedytes with a well-delimited
nucleus. Furthermore these follicles exhibit sonesicles spread throughout the
ooplasm. It was not observed completely condensedntatin and oocyte as well
nuclei outlines were regular. Regarding tpN a-tocopherol and 5 or 1AM ternatin,
follicles cultured in presence of these substanpessented highly vacuolated
cytoplasm, detached granulosa cells, nuclear arghl bmembrane damaged and

condensed chromatin at granulosa cells and ooEyge4, 5 and 6)

5. Discussion

Progression of growth and differentiation of preahtollicles in the ovary is a
crucial point for the success of reproduction (Me@e al., 1999). On the other hand, it
is known that mechanisms and factors involved endhrly folliculogenesis regulation

and follicular atresia are not well understood.the present study, caprine preantral
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follicles in ovarian cortical tissue were in vitcaltured for up to 5 days in the presence

of antioxidant substances to verify their effeatsfalicular viability and development.

Normal and degenerated preantral follicles wereenkesl in non-cultured
ovarian tissue and in tissue cultured for 1 or $sda the different treatments. Light
microscopical analysis showed normal preantraidet with well-organized granulosa
cells. Degenerated follicles showed disorganizedngjosa cells, retracted oocyte
and/or nuclear pyknosis. Otala et al. (2002) regabthe same changes in human ovarian
tissue cultured for 8, 24 and 48 h with the antlaxit N-acetilcistein. Similar finds were
also observed aftan vitro culture of preantral follicles (ovine: Andrade at, 2005;
caprine: Silva et al.,2004; murine: Nilsson and Skinner, 2004). In regaod
ultrastructural findings, degenerated preantralides were observed, i.e. exhibiting
disorganized granulosa cells, nucleus with condiméeomatin, nuclear outlines and
basement membrane damaged in all treatments oatitlcopherol and ternatin after 5
days of culture. These changes were not observedrircultured preantral follicles as
well as in those cultured with MEM only. The ultiragtural changes in this study were
similar to the signs of apoptosis in fresh (De Bblal., 1997) andn vitro cultured
(Otala et al., 2002) human preantral follicles.

With regard to the percentage of follicles that ement atresia durinm vitro culture,

in this study, it was observed a significant reouctin the percentage of
morphologically normal preantral follicles sincetfirst day of culture in all treatments
with antioxidants, regardless of the medium useddth culture periods (1 or 5 days),
it was observed that the culture with MEM alone dhd addition of 5 uM of-

tocopherol or ternatin resulted in a higher peragatof normal follicles when compared
to other treatments using antioxidants. Recentijjesn vitro studies have showed the

importance of antioxidants addition in cellulartoué (Tao et al.2004; Murray et al.,
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2001) to reduce the injuries that normally occure do the production of oxygen
reactive species (ROS) from normal cellular metgbaction. It is known that free
radicals, for instance, hydrogen peroxide (HQOsuperoxide anion () and hidroxyl
radical (OH), are responsible for lipidic peroxidat of poliinsaturated fatty acid of
cellular membranes (Povalishev et al., 2006), legdb injuries and cellular death.
Antioxidants, such as-tocopherol and ternatin, have been used succhssfuleduce
these deleterious changes. Olson and Seidel J0)28ported that addition of 1QM
dea-tocopherol in theén vitro culture of bovine embryos resulted in a higher banof
blastocysts and embryos when compared to contribhdut antioxidant). Tao et al.
(2004) observed that 1M a-tocopherol diminished cumulus cell DNA fragmeruati
and promoted oocyte development up to metapha¥¥itth. regard to ternatin, Souza et
al. (1999) verified that this substance inhibitpidic peroxidation and affords
protections against liver damage induced by afiat@®d. In vivo, Nugent et al. (1998)
demonstrated that the antioxidant treatment usimgg5of a-tocopherol subcutaneous
once/day during 7 days improved the survival of hanfollicles in ovarian grafts by

reduction of ischemic injury.

In this work, the addition of antioxidants to thdture medium did not improve
follicular viability. The differences between owesults from the other authors may be
due to type of substance used for dilution of amdiants, as well as their concentrations
and presence of others antioxidants (transferin setenium) in the culture medium.
Some authors (Kusakabe and Kamiguchi, 2004) shomatdlimetilsulphoxyde may be
utilized for dilution without damage in cell culaurHowever, in this work was used
ethanol 95% based in satisfactory results obtaineith vitro culture of embryos in
different species (murine: Tsuijii et &002; bovine: Olson and Seidel Jr., 2000) and in

porcine oocytes (Tao et al.,, 2004). Another fattobe considered is that antioxidant
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may act as a pro-oxidant in high concentrationsra#t certain period and that
tocopherol has an antioxidant action for a shortopeof time, then rapidly reacting
with oxidant species and forming free radicals (8eml., 2006). Others authors also
showed that some flavonoids can have oxidativ@aaepending on the concentration
used (Sadeghipour et aRP05). In addition, in this study we utilized tréaren and
selenium, which may act such as antioxidant in ¢bkure medium and probably
increasing pro-oxidants properties of these substarBased on that, we suggest that
the concentrations (5, 10 e b1) of both antioxidants substances used in thigystu
may not be ideal for thim vitro culture of caprine preantral follicles, although iM

a-tocopherol were used fam vitro culture of porcine oocytes and granulosa cells (Tao

et al., 2004).

The present study showed that caprine preantrétlés might be activated
since the first day of culture in the presenceifieent concentrations of ternatin and
a-tocopherol. These results are in accordance wigimynstudies in which preantral
follicles were cultivated in the presence of retaxn humans (Shirota et aR005),
epidermal growth factor (EGF), 3-indol-acetic a¢idA) and follicle stimulating
hormone (FSH) in ovine (Andrade et &Q05), kit-ligand (KL) and fibroblast growth
factor (FGF) in mouse (Nilsson and Skinner, 200¥)) eoconut water in caprine (Silva
et al.,2004; Martins et al.2005). In regard to follicular growth, in both auk period,
all treatments were similar when compared to cém@inol among them, except follicles
cultured with 15uM a-tocopherol, which showed a reduction of follicudiameter
after 1 day culture. These results can be due art@f degeneration, which was not

perceptible at histological evaluation.

In conclusion, this study demonstrated thatocopherol and ternatin can

promote follicular activation, however the additimf antioxidants in the tested
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concentrations reduced the follicular viabilityeaftn vitro culture. This suggests that
further studies are necessary to find optimal cotraions ofa-tocopherol and ternatin
for in vitro culture of preantral follicles and to provide maurate information about
antioxidants action on the regulation of atresid preantral folliculogenesis.
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8. Table and figures legends

Table 1. Percentage of morphologically normal gwatantral follicles in control (non

cultured) and after culture in presence or absehaetocopherol or ternatin.

Figure 1. Histological sections of ovarian tissudtuwred for 5 days in UM of a-
tocoferol (A and C) or ternatin (B and D) showingrmal and degenerated follicles
respectively (400X) o - oocyte, n — nucleus, gcranglosa cells, arrow — oocyte

membrane.

Figure 2. Percentage of developing follicles inteoin(non-cultured) or cultured for 1

and 5 days in presence or absence-twicopherol or ternatin.

Figure 3. Follicular diameter in control (non-cu#d) or cultured for 1 and 5 days in

presence or absenceostocopherol or ternatin.

Figure 4. Ultrastructural analysis of non cultupgdantral follicle (control) (4200X) n —
nucleus, m — mitochondria, er — endoplasmatic uktia, g —Golgi complex, v —

vesicles, o — oocyte, gc — granulosa cells, arrbasal membrane.



43

Figure 5. Ultrastructural analysis of preantralliété cultured for 5 days in MEM
alone(A) and 5uM of a-tocoferol (B) (4200X and 3000X) n — nucleus, nuelear

region, v — vesicles, o — oocyte, gc — granulodla,ce— empty space.

Figure 6. Ultrastructural analysis of preantraliébé cultured for 5 days in M (A) e
10uM (B) of ternatin (3750X and 5250X) n — nucleus—muclear region, v — vesicles,

0 — oocyte, gc — granulosa cells, * — empty space.
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Control

75.3% (113/150)

MEM
TOCS
TOC10
TOC15
TERS
TER10
TER15

D1 (%)

D5 (%)

50.7 (76/150)*2
40.7 (61/150¥%°
32.0 (48/150§*°
27.3 (41/150§%°
51.3 (77/150*°
44.0 (66/150)%°
32.7 (49/150§*°

40.0 (60/150)*2
37.3 (56/150)*%°
29.3 (44/150)*°
23.3 (35/150)%2°
43.3 (65/150)%"
33.3 (50/150)*
26.7 (40/150)a°

* differs significantly from control follicles (P<05)

A,B differs significantly from MEM alone in each ylaulture (P<0.05)

a differs significantly between culture period
b,c differs significantly betweem-tocopherol and ternatin at same concentration dag culture

(P<0.05)
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* differs significantly from control (P<0.05);

A,B differs significantly from MEM (P<0.05);

a, hdiffers significantly between culture period (1 eéhdays) (P<0.05);

c differs significantly between-tocopherol and ternatin at same concentrationdaycculture (P<0.05);

Figure 2.
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(Implications of oxidative stress in the mammaliaarg and embryp
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Resumo
As espécies reativas de oxigénio (EROs) ou degditio (ERN) ou radicais livres sdo

produtos do metabolismo organico normal e seu alirpode gerar 0 estresse
oxidativo. Este, por sua vez, causa injurias cedglgpodendo leva-las a morte, estando
este processo envolvido com a degeneracdo e/outogpopelular durante o
desenvolvimento embrionario e em diferentes 6rgé@osjo o ovario mamifero. No
ovario de camundongas sdo produzidas EROs duramigresséao luteal, e estas estdo
envolvidas no processo de ativacdo folicular ematta espontédnea da meiose em
oocitos. Embora sejam produzidos durante procdssol®gicos, o acumulo de radicais
livres no ovario mamifero pode desencadear patdodio embrido, os radicais livres
sdo produzidos normalmente devido ao metabolisrmmalo Porém em ambientés
vitro com altas concentracfes de oxigénio, o desenvehtindo embrido pode ser
prejudicado. O Oxido nitrico é considerado um raldlivre e participa de processos
patologicos e fisiolégicos como inflamacdo, ovutacémplantagdo embrionaria e
contracao uterina. Para proteger os sistemas IBokglos danos celulares causados
pelos radicais livres, o organismo utiliza enzirneso catalase, superoxido-dismutase
e glutationa peroxidase, e mecanismos que inclugast&ncias antioxidantes tais como
vitamina C, vitamina Hj3-caroteno dentre outras.

Palavras-chave:radicais livres; antioxidantes; ovario; embriao

Abstract

Reactive oxygen (ROS) or nitrogen (RNS) speciedree radicals are products of

normal organic metabolism and their accumulation ganerate the oxidative stress.
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Then, this stress causes cellular damage, leadidgath. This process is involved with
cellular degeneration and/or apoptosis during eoggevelopment and in different
organs, such as the mammalian ovary. In murineypWRDS are produced during luteal
regression and they are involved in the procedslixular activation and spontaneous
meiosis resumption in oocytes. Although these ateysiplogical processes,
accumulation of free radicals in the mammalian gvaay unchain pathologies. In the
embryo, free radicals are normally produced duectonal metabolism. However, in
vitro environment with high oxygen concentrations, embdevelopment can be
damaged. Nitric oxide is considered a free radarad takes part in pathologic and
physiologic processes, such as inflammation, omratembryo implantation and
uterine contraction. To protect the biologicalteyss from cellular damage caused by
free radicals, the organism uses enzymatic meamanshich involves, for instance,
catalase, susperoxide-dismutase and glutation gE®x and others that include
antioxidants substances, such as vitamin C, vitd&mficarotene, etc.

Keywords: free radicals; antioxidants; ovary; embryo

Introducao

A geracao de radicais livres ou espécies reatieasxajénio (EROs), como por
exemplo o radical hidroxila (OHo peréxido de hidrogénio ¢B,) e ainda as espécies
reativas de nitrogénio (ERN) como o oéxido nitricougn processo que ocorre
naturalmente no organismo devido ao metabolismalarelnormal (ORHAN et
al.,2006). Portanto, esses radicais participam de esdigiologicas normais no ovario e
no embrido (WELLS et al.2005), sendo também responsaveis pela inducdo de
processos inflamatdrios e respostas imunes (MIGNOD&TVAYSSIERE, 1998). No
entanto, sabe-se que o acumulo desses componentendicées onde 0os mecanismos
antioxidantes de defesa estdo deficientes pode &vastresse oxidativo. Este, por sua
vez, € um fendmeno necessario ao crescimento, \d#gignento e diferenciagéo celular

(TUCKER & TOWNSEND, 2005) e esta envolvido em diigies tipos de injdrias
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celulares, incluindo a peroxidacéo lipidica, ox&@ade aminoacidos e acidos nucléicos,
apoptose e necrose (HALLIWELL, 1992).

Nos ultimos anos tem-se estudado intensivamem@pel dos radicais livres e
do estresse oxidativo na reproducdo da fémea nmanif@ja vista 0s prejuizos
causados por estas moléculas no que se referaadsgmes reprodutivas e quadros de
infertilidade (AGARWAL et al.,, 2003). A presentevigdo sumariza a origem dos
radicais livres e suas principais implicac6es nériove embrido mamifero.

Origem das espécies reativas de oxigénio e do esse oxidativo

O balanco intrinseco entre a vida e a morte celubale ser influenciado por
varios fatores ambientais. O acumulo intraceluls EROs como o0 anion superoxido
(O2), peroxido de hidrogénio @@,) e o radical hidroxila (OBl pode resultar de um
insulto toxico ou do processo metabdlico normal EAOs podem alterar o sistema de
defesa antioxidante natural das células, result@mlalanos nas principais classes de
macromoléculas bioldgicas, incluindo os acidos éiaok, as proteinas, os carboidratos
e os lipidios (CHANDRA et al., 2000). Fisiologicamte varias moléculas reagem e
degradam-se quando expostas ao oxigénio, deng@glacidos graxos poliinsaturados
das membranas celulares, enzimas, vitaminas e o PMALIWELL, 1997). Estas
reacdes quimicas também resultam na formacdo d&s ER radicais livres e, na
presenca de ions e alguns metais no organisma esiécais tornam-se altamente
reativos, gerando mais radicais livres, e o pracésntdo perpetuado (EARLE, 2001).

Partindo-se do principio que as reacfes quimicasalrgente ndo sao
guantitativas, pode-se estimar que cerca de 5%ig@mo inalado seja convertido em
EROs (CHANCE et al.,1979). Durante o processoxi@gagdo que normalmente ocorre
nas células, o oxigénio é reduzido a agua e ogiestintermediarios desse processo

correspondem as EROs (SETIADI et al., 2003). Ogufzes causados no organismo
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devido a acéo dos radicais livres podem se acuraoléwngo do tempo e implicar ndo
somente em processos bioldégicos como o envelhetomermo também em processos
patolégicos tais como inflamacdo, carcinogénesedr8ine de Parkinson, catarata
(CHANDRA et al., 2000), ooforite (BEHRMAN et al.0@1) e até mesmo resultar em
desenvolvimento embrionario anormal (WELLS et &005). As EROs sao
extremamente reativas e possuem vida curta. Nomtenta aumento na sintese dessas
moléculas ndo causa necessariamente injarias @dut® 0s mecanismos de defesa
antioxidantes estiverem funcionando normalmenteH@R et al., 2006).

Os radicais livres podem induzir morte celular pwcrose ou apoptose,
dependendo das concentracdes. Niveis baixos de ER@Gsm induzir apoptose,
enguanto que o acumulo de altos niveis dessas nteégera necrose ou pode levar as
células comprometidas por apoptose a uma mortelacekemelhante a necrose
(MIGNOTTE & VAYSSIERE, 1998).

O estresse oxidativo € definido como uma elevag#acelular da concentracao
das EROs (BEDAIWY et al., 2004). As injarias cawsagelo estresse oxidativo nas
célulasin vivo e in vitro ocorrem através da exposicdo a agentes exogeanhaggo,
produtos quimicos) e devido ao metabolismo celutaimal (OLSON & SEIDEL JR.,
2000). Sob condicdes oxidativas extremas ou se esamsmos de protecdo
antioxidantes estdo comprometidos, podem ocorpérias e morte celular por necrose
ou apoptose, (NASR-ESFAHANI et al., 1990) devidoedoxidacao lipidica e danos ao

DNA (HIGUCHI, 2003).

Mecanismos protetores contra as EROs

O organismo possui dois tipos de mecanismos pan&nal ou minimizar a acao

da geracdo excessiva das EROs. Um desses mecancemyseende as reacdes
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enzimaticas, enquanto o outro utiliza substanaii®xdantes para regular o processo
(SETIADI et al., 2003). No primeiro mecanismo, &essaria a presenca de alguns
elementos tais como magnésio, vanadio, cromo, mm&sgderro, cobre, zinco ou
selénio no sitio ativo de algumas enzimas comoepemplo, superoxido dismutase
(SOD), catalase (KITAGAWA et al., 2004) e glutaoperoxidase (SETIADI et al.,
2003) que removem as EROs das células. A enzimaj@tiigipa da doacdo do,Oao
H.O,, sendo este ultimo convertido pela catalase aéoioge agua (FRIDOVICH,
1995). A glutationa e a glutationa peroxidase dggginam o maior papel no controle
celular da oxidacdo e sdo os mecanismos de defésgrips para remocado de
peroxidos (HIGUCHI et al.,, 2003) e envolvem diretante a acdo de varios
microelementos. O selénio encontra-se ligado atuia peroxidase, agindo como um
carreador temporario de oxigénio. O cobre e o ze@stéo presentes na SOD juntamente
com manganés, ferro e niquel. Estes dois ultimem@htos também podem estar
presentes na catalase. A responsabilidade da rentmc@eroxido de hidrogénio dos
sistemas biolégicos € do ferro presente na cat&lad® selénio contido na glutationa
peroxidase (SETIADI et al., 2003).

No segundo mecanismo, entram em acéao as vitarf@imas (BEHRMAN et al.,
2001), licopenof-caroteno, flavonas, acido lipoico dentre outrdssgincias (AMIS &
SHIGENAGA, 1992; CHASSE et al., 2001). Esses aidiaxtes sdo encontrados em
frutas e vegetais e suas necessidades no orgas&rsupridas pela ingestao através da
dieta.

A vitamina E {i-tocoferol e derivados) € um antioxidante liposgel(presente
nas células animais, protegendo-as das injUriesadas pelos radicais livres (WANG et
al., 2002; POVALISHEYV et al., 2006). @-tocoferol, por sua vez, reage com outros

radicais livres de forma muito rapida (DUTTA & DUAT 2003), evitando assim a
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propagacdo desses radicais pela sua propria céovers um produto oxidado, o
radical livrea-tocoferoxil (INGOLD et al., 1987). A forma origihdo a-tocoferol pode
ser regenerada através de sua reducdo (doacdoddmgémio) pela vitamina C
(SCHNEIDER, 2005), aumentando a capacidade anaoxédda vitamina E (TUCKER
& TOWNSEND, 2005) e sugerindo o conceito de regeta dos antioxidantes. A
regeneracao de-tocoferol implica na manutengéao da concentragcg&salsubstancia na
membrana celular (SEN et al., 2006).

A vitamina C (acido ascérbico) é um importantactlante hidrossolavel que
limita a difusdo do anion superéxido na membraralaree atua também na remocéao
do H,0O,, protegendo os lipidios e as proteinas da membcahdar das injurias
oxidativas (KRAMARENKO et al., 2006).

Espécies reativas de oxigénio no ovario

Vérios estudos (AGARWAL et al., 2003; McCLUSKEY at, 1999) sugerem
que as EROs estejam envolvidas no processo decsgoptl morte celular programada
no ovario. Sabe-se que @ 0o HO, e peroxidos lipidicos sdo gerados pelas células
luteais durante a regresséo do corpo luteo, naterdk ou induzida por prostaglandina,
em camundongas (BEHRMAN et al., 2001), sendo essposta associada a uma
deplecao reversivel do acido ascorbico presentsaseselulas (ATEN et al., 1992;
RILEY & BEHRMAN, 1991).

Em odcitos imaturos, os antioxidantes bloqueiametamada esponténea da
meiose e a maturacdo oocitaria induzida por gonafittds, as quais podem ser
revertidas pela geracao de radicais livres (TAKAd&L., 1999; TAKAMI et al., 2000).
Tanto em foliculos como no corpo luteo, os leuodcisdo a maior fonte de EROs
(BEHRMAN et al., 2001). Também se sabe que a nwmidos foliculos presentes no

ovario (cerca de 99%) nao chega a ovular, mas np&ie processo de atresia, a qual
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pode ocorrer por via degenerativa ou apoptotic& (JHIREDO et al., 1995), podendo
esta ultima ser influenciada pelas EROs.

A geracao de radicais livres pode desempenharrtarge papel fisiolégico no
ovario, no entanto a producéo ciclica destes agehtente anos pode levar a um risco
de patologias ovarianas, as quais podem provavénsen exacerbadas sob condi¢cdes
antioxidantes precarias. Como exemplo, podem tatas doencas como a ooforite e a

faléncia ovariana prematura autoimune (BEHRMANIe2&801).

Espécies reativas de oxigénio no embrido

As EROs podem ser originadas do metabolismo emdmim normal (GOTO et
al, 1993), podendo alterar varios tipos de molé&cwdalulares, além de induzir o
bloqueio ou retardo no desenvolvimento (GUERIN let 2001) e comprometer a
viabilidade embrionaria (OLSON & SEIDEL JR., 2008p entanto, o papel exato do
estresse oxidativo no desenvolvimento embrionanideando esta bem elucidado.

Estudos mostraram que durante a embriogéneseqooder morte celular por
apoptose (PARCHMENT, 1991; PIERCE et al., 1991 ndBeeste um fenbmeno que
ocorre naturalmente em embridasvivo, muitos autores sugeriram gque a apoptose em
embrides produzidogn vitro pode ser exacerbada devido as condicbes de cultivo
(BYRNE et al., 1999; MATWEEet al., 2000; VAN SOOMet al., 2002). Uma funcéo
muito importante da apoptose no desenvolvimentoriemdrio é a eliminacdo de uma
minoria de células anormais ou supérfluas e noralentdo numero de células
embrionarias (FABIAN et al., 2005).

Os embribes mamiferos em estagios iniciais deerdedvimento sé&o
susceptiveis as injurias causadas pelas EROs entarma producado de radicais livres
quando cultivado# vitro (GOTO et al., 1993). Embrides de ratos (UMAOKAakt

1992), ovinos (THOMPSON et al., 1990) e bovinos (M|BANA e NIEMANN, 2000)
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cultivadosin vitro e submetidos a baixas concentracdes (5%) de oamig@ostraram
altas taxas de desenvolvimento quando comparadosentbrides cultivados sob altas
concentracdes (20%) deste gas. Este fato € indicdé que uma alta concentracdo de
oxigénio reduz o desenvolvimento embrionario devido acumulo de EROs
(KITAGAWA et al.,, 2004), estando portanto o esteessxidativo envolvido no

desenvolvimento embrionario anormal (BEDAIWY et 2D04).

Oxido Nitrico

Um outro componente resultante das reacdes matab@ também considerado
um radical livre, é o 0xido nitrico. Este compoétam gas, cuja molécula é pequena e
hidrofobica e pode passar facilmente através de breeras (KIECHLE e ZHANG,
2002). Trata-se de um mediador importante de psosefisioldgicos e patoldgicos de
injarias celulares e provavelmente da apoptoseeManto, os mecanismos pelos quais
o 6xido nitrico induz esse processo permanecenodiscidos (KIECHLE e ZHANG,
2002). O oxido nitrico é produzido por trés tip@sahzimas sintetases: Oxido nitrico
sintetase endotelial (eNOS), 6xido nitrico sintetaseuronal (nNOS) e 6xido nitrico
sintetase indutora (iINOS), que s&o expressas ewsvécidos (VINAS et al., 2005). O
perfil fisiolégico normal da producédo de oxido ititr é dificil de ser definido, porém se
sabe que quando seus niveis estdo aumentados, podamr efeitos toxicos visto que
0 oOxido nitrico € um radical livre. Também se sajpe esta molécula exerce um
feedbacknegativo sobre si mesmo, inibindo as enzimas NDSGHELL et al., 2004)
e que possui um papel duplo como mediador ou ssgres morte celular (KIECHLE
e ZHANG, 2002).

O 6xido nitrico € um mensageiro bioquimico comedias acdes nos sistemas
fisiologicos e esta envolvido em varios processpsadutivos nas fémeas tais como

ovulacéo, implantacdo e contracdo uterina (MAUIalet2003). O oxido nitrico pode
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prevenir a apoptose em varios tipos celulares t@so ceélulas endoteliais

(DIMMELER et al., 1997) e foliculos ovarianos (CHUN al., 1995). A inibicdo da

apoptose pelo 6xido nitrico pode envolver a redgidade sistemas antioxidantes
intracelulares além da inibicdo de enzimas pro-fpgaps como as caspases
(KIECHLE e ZHANG, 2002).

No ovario, o oxido nitrico influencia positivamerd remodelacéo tecidual na
ovulacédo (JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 1997). Estudnestraram a presenca das
enzimas NOS em foliculos de camundongas em véasiagiies de crescimento, onde o
desenvolvimento folicular foi comprometido quand® @sou inibidores para essas
enzimas (MITCHELL et al., 2002). O papel das enam®S também foi demonstrado
na maturacdo oocitaria em murinos, as quais agamagohoras antes da ovulacao
(NAKAMURA et al., 2002). Sabe-se também que o oOxmdtvico € um inibidor da
esteroidogénese de células da granulosa cultiviadegro (DAVE et al., 1997). No
embrido, o 6xido nitrico pode alterar a sinalizagédrionaria e iniciar a hidroxilacao e
nitracdo das proteinas embrionarias e do DNA, adietaliretamente o desenvolvimento
embrionario (MAUL et al., 2003).

Estudos mostraram que o Oxido nitrico pode levianoéte celular devido a sua
alta reatividade com o anion superéxido. Esta weagémenta a producdo de
peroxinitrito, um oxidante altamente toxico, cawkaassim os danos celulares (HSIEH
et al., 2006). Sob condicdes fisioldgicas, o pertrio reage rapidamente com o
dioxido de carbono (C£ resultando na formacdo de didxido de nitrogéhN@Y) e
anion carbonato (C£ (UPPU et al.,, 1996). Esses radicais participamniti@céo
aromatica da tirosina, a qual pode interferir erpdrtantes mecanismos de sinalizagédo
celular (MONTEIRO, 2002) tais como proliferagdo dfeinciacdo celular

(MONDORO et al., 1997).
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Consideracoes Finais

A geracéo de radicais livres ou EROs (peréxidbidengénio, anion superoxido
e radical hidroxila) e ERN (6xido nitrico e peraxiihos) ocorre em processos
metabdlicos normais, tais como crescimento e diféagdo celular. Essas moléculas
podem funcionar como sinalizadoras e indutorasrdeggsos que causam injarias as
células, como a peroxidacao dos lipidios das memalsyalanos ao DNA e morte celular
por apoptose ou necrose, ou simplesmente partidipgrrocessos fisiolégicos como
ovulacdo, regressdo do corpo Iuteo e crescimentwi@endrio. Os niveis intracelulares
dessas substancias € que vao determinar se a@@htilaua viva ou morre por apoptose
ou necrose. Desta forma, observa-se que o0 papel sdbastancias e enzimas
antioxidantes no organismo € de fundamental impoidd para manutencdo do

equilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes siskemas bioldgicos.
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