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RESUMO

Baseado no tema plantas medicinais e das fungdes etnomedicinais atribuidas a
Selaginella convoluta (jerico, mao-fechada ou mao-de-papagaio) objetivou-se avaliar in
vitro a influéncia da suplementacdo de extrato de Selaginella convoluta em meio de
cultura de foliculos ovarianos ovinos e com isto criar evidencias cientificas sobre as
reais propriedades da espécie vegetal sobre o sistema reprodutor feminino. O primeiro
experimento baseou-se na investigacdo de possiveis relagcdes entre grau de higidez,
condicdo nutricional e reserva ovariana em fémeas ovinas. Selecionou-se em um
abatedouro local, 10 fémeas ovinas mesticas, adultas em idade reprodutiva. Durante a
sangria foram colhidas amostras de sangue, para realizacdo de hemograma, e perante a
abertura das carcacas os ovarios das fémeas selecionadas foram adquiridos e
processados sob técnica histologica para avaliacdo da qualidade celular dos mesmos,
posteriormente agrupados por categoria de parametros clinicos e por escore corporal.
Apos analise conclui-se que animais com escore corporal acima de 3 apresentam maior
reserva ovariana e de melhor qualidade celular. Com base nos resultados do
experimento descrito acima definiu-se as caracteristicas dos animais participantes do
segundo experimento: fémeas ovinas mesticas, adultas em idade reprodutiva, higidas e
com escore corporal 3. A metodologia baseou-se na fragmentacdo dos ovarios e cultivo
por 8 dias em a-MEM® suplementado ou ndo com diferentes concentragbes de S.
convoluta (0.0; 0,1; 0,2; 0,4 ou 0,8 mg/mL). Depois da cultura, o tecido ovariano foi
destinado a analise morfologica e pesquisa de espécies reativas ao oxigénio (ROS).
Com o objetivo de investigar os efeitos da adicdo do extrato etandlico bruto (EEB) de
Selaginella convoluta no cultivo in vitro de foliculos inclusos em tecido ovariano ovino,
observou-se que todos os grupos testados permitiram a ativacdo folicular, poréem os
cultivados com EEB de Selaginella convoluta permitiram maior ativacdo e menor
degeneracdo, sendo os melhores resultados expressos na concentracdo de 0,8 mg/mL.
Quanto a pesquisa de ROS, a suplementacdo do meio revelou uma redugdo nos niveis
de ROS. Com base nos achados do Experimento 2, pode-se concluir que neste estudo a
suplementacdo de meio de cultivo celular com EEB de S. convoluta revelou marcante
atividade citoprotetora, pois conservou a morfologia celular, estimulou o
desenvolvimento e diminuiu a formacdo de ROS no cultivo in situ.

Palavras-chave:, Caatinga, citoprotecédo, ovelhas, ovarios, S. convoluta.



ABSTRACT

Based on the theme of medicinal plants and the ethnomedicinal functions attributed to
Selaginella convoluta (jericho, closed-hand or parrot-hand), the objective was to
evaluate in vitro the influence of supplementation with extract of Selaginella convoluta
in the culture medium of ovarian follicles and sheep thereby creating scientific evidence
about the real properties of the plant species on the female reproductive system.The first
experiment was based on the investigation of possible relationships between degree of
hygiene, nutritional condition and ovarian reserve in ovine females. In a local
slaughterhouse, 10 crossbred female sheep, adults of reproductive age, were selected.
During the bleeding, blood samples were collected to perform a complete blood count,
and when the carcasses were opened, the ovaries of the selected females were acquired
and processed using histological technique to assess their cell quality, subsequently
grouped by body drainage category. After analysis, it is concluded that animals with a
body score above 3 have greater ovarian reserve and better cell quality. Based on the
results of the experiment described above, the characteristics of the animals
participating in the second experiment were defined: crossbred female sheep, adults of
reproductive age, healthy and with body runoff 3. The methodology was based on the
fragmentation of the ovaries and cultivation for 8 days in a-MEM + supplemented or
not with different concentrations of S. convoluta (0.0; 0.1; 0.2; 0.4 or 0.8 mg / mL).
After culture, the ovarian tissue was used for morphological analysis and research of
reactive oxygen species (ROS). In order to investigate the effects of adding Selaginella
convoluta crude ethanolic extract (EEB) to the in vitro culture of follicles included in
ovarian ovine tissue, it was observed that all tested groups allowed follicular activation,
however those cultivated with EEB from Selaginella convoluta allowed greater
activation and less degeneration, with the best results expressed in the concentration of
0.8 mg / mL. As for ROS research, supplementation of the medium revealed a reduction
in ROS levels. Based on the findings of Experiment 2, it can be concluded that in this
study the supplementation of cell culture medium with EEB of S. convoluta revealed
marked cytoprotective activity, as it conserved cell morphology, stimulated
development and decreased the formation of ROS in culture in situ.

Keywords: Caatinga, cytoprotection, sheep, ovaries, S. convoluta.
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INTRODUCAO

Apesar do mercado de ovinos apresentar forte tendéncia de crescimento, o setor
demonstra um desequilibrio na producdo, tornando-se necessario o trabalho conjunto,
incluindo boas praticas de manejo sanitario e reprodutivo no rebanho, qualidade do
abate (90% dos abates no Nordeste sdo clandestinos), e ainda, padronizacdo da
comercializacdo (COUTO & MEDEIRQS, 2000).

Os problemas enfrentados pelos produtores no Nordeste brasileiro sdo inimeros,
porém visivelmente perceptiveis, principalmente decorrentes de praticas de manejo
inadequadas, ocasionadas por negligéncia pessoal e governamental. Isto leva a
insuficiéncia de produtividade ao mercado, resultando em dificuldades na
sustentabilidade, competitividade e renda dos produtores (ROSA NOVA, 2004,
CORDAO, 2011). Assim, é essencial qualificar os produtores e oferecer assisténcia
técnica, por meio de Instituicbes de Ensino, Pesquisa e Extensdo, para que se consiga,

desta forma, elevar as taxas de produtividade do rebanho (COELHO et al, 2011).

Com este intuito, alguns trabalhos especificamente envolvendo a éarea de
reproducdo animal, usando como base ferramentas biotecnologicas, vém tentando
desenvolver um sistema capaz de aumentar a taxa de fertilidade dos rebanhos,

aumentando desta forma o rendimento da producéo.

Ultimamente tem sido observado um expressivo aumento no numero de estudos
cientificos envolvendo, de alguma forma, plantas medicinais, estudos estes que sdo de
grande interesse para o Ministério da Salde, que conta com o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Acredita-se que na flora brasileira aproximadamente
duas mil espécies sejam usadas como remédios naturais pela populacdo (BRASIL,
2009).

Neste estudo propbe-se como objeto a Selaginella convoluta, espécie
pertencente a familia Sellaginellaceae, conhecida popularmente como “jerico” , “mao-
fechada” ou “mao-de-papagaio” (AGRA et al, 2007; AGRA et al, 2008). A planta
apresenta, entre seus constituintes quimicos, compostos classificados como flavonoides,

biflavonoides, esteroides, antioxidantes e fendis (LEE et al, 2009; SA et al, 2012) e, na
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medicina popular, atribui-se a ela inumeras fungdes, entre elas aumentar da fertilidade
feminina (ALMEIDA et al, 2005; AGRA et al, 2007; AGRA et al, 2008).

Apesar de o ovario mamifero ser um érgdo que fornece um ambiente adequado
para a producdo de vérias substancias, com horménios e fatores de crescimento, além de
liberar os gametas femininos para o processo de reproducdo dos animais (JOHNSON,
2003), a maioria dos foliculos, presentes no ovario, ndo chega a ovulacdo (cerca de
99,9%) sofrendo um processo fisiologico de atresia durante seu crescimento e
maturacdo (MARKSTROM et al, 2002).

Sendo assim, pesquisas vém tentando desenvolver um sistema de cultivo in vitro
capaz de manter a viabilidade bem como promover o crescimento de foliculo pré-antral
(FOPA) e antral, uma vez que o cultivo dessa classe folicular resultaria no fornecimento
de milhares de ovdcitos vidveis, aumentando o rendimento da producéo in vitro (P1V)
(RODRIGUES, 2010).

Considerando os constituintes da planta e sua relacdo com a fertilidade, a
suplementacdo de extrato de Selaginella convoluta em meio de cultura de foliculos,
podera influenciar positivamente as células que compdem a unidade folicular, células do
cumulus e odcito, promovendo 0 crescimento e maturacdo in vitro como também
melhorando a viabilidade celular. Assim, a partir deste estudo in vitro, poderemos

avaliar o seu uso como principio ativo direcionado para o sistema reprodutora feminino.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 OVINOCULTURA NO NORDESTE BRASILEIRO

No contexto do agronegocio, a ovinocaprinocultura é uma atividade econdémica
explorada mundialmente e, especificamente no Brasil, desenvolve relevante papel, pois
gera oportunidade de emprego, renda e consequentemente fixacdo no campo (FILHO,
2002). A ovinocultura tornou-se uma atividade econémica de relevante importancia
para a regido Nordeste, pois agrega um grande valor social por adaptar-se as variagdes
de clima (CORDAO, 2011).

A origem da ovinocultura no Nordeste deu-se quando animais de ragas europeias
foram introduzidas por jesuitas e colonizadores. Estes animais eram criados de forma
extensiva e sofreram mecanismos de selecdo natural para adaptarem-se as novas
condicdes de clima, solo e alimentagcdo impostas, originando as racgas nativas (COUTO
& MEDEIROOQS, 2000).

O Nordeste conta hoje com um plantel de mais de 50% do rebanho nacional de
ovinos, constituido basicamente por animais na sua maioria deslanados, sem raca
definida (SRD) ou mesticos. As principais racas envolvidas sdo Santa Inés, Morada
Nova, Somalis Brasileira, Cariri e seus mesticos, Dorper e seus cruzamentos. Os
animais possuem material genético de boa qualidade, porém ha necessidade do emprego
de biotécnicas para manter a regularidade da producéo e aumentar a oferta, pois como
consequéncia da selecdo natural e adaptacdo, ocorreu reducdo na capacidade produtiva
dos rebanhos nas racas nativas (COUTO & MEDEIROS, 2000; FERREIRA, 2006).

A regido Nordeste brasileira possui area em torno de 166 milhGes de hectares,
onde aproximadamente 65% pertencem ao semiarido (LIRA et al, 1990). A maior
parte dos rebanhos do semiarido brasileiro concentra-se na caatinga, e tem criacdo de
forma extensiva (MARQUES et al, 2007) e, apesar de grande, o rebanho possui indices
de produtividade, producédo e rentabilidade baixos (SILVA SOBRINHO & MORENO,
2009).

A producdo ovina nordestina ainda estd basicamente direcionada para a

subsisténcia, porém se a tradi¢cdo nordestina nesta cultura for associada a agdes publicas
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e privadas, pode surgir uma excelente regido produtora de ovinos e caprinos, atendendo

assim a constante e crescente demanda do mercado (FERREIRA, 2006).
2.2 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA FEMEA

Ao nascimento, o tecido ovariano ja apresenta definida a quantidade total de
oocitos (ou Ovulos) que uma fémea sera capaz desenvolver durante a sua vida
reprodutiva, comportando fisiologicamente poucos foliculos antrais e milhares de
pré-antrais, 0s quais podem ser recuperados e criopreservados ou cultivados,
tornando-se grandes aliados dos programas de reproducdo (CUSHMAN et al, 2002;
TELFER, 1996). Com isto, é necessario compreender a fisiologia do sistema
reprodutor feminino e 0s mecanismos envolvidos in vivo, que possam ser

empregados in vitro.

2.2.1 Embriologia das células germinativas

No periodo gestacional, quando o ovario do feto encontra-se em
desenvolvimento, suas células germinativas primordiais (ovogénias) migram do saco
vitelino do embrido para a crista genital, multiplica-se por mitoses sucessivas,
atingindo milhdes de células. Posteriormente algumas ovogonias iniciam a primeira
divisdo da meiose, chegando até a profase I, convertendo-se em ovoOcitos primarios.
A primeira divisdo da meiose apenas se completa na ovulacdo, portanto os ovocitos
primarios vivem até a menopausa (VEJLSTED, 2012).

Simultaneamente a ovogénese ocorre degeneracao/atresia de muitos ovocitos,
reduzindo drasticamente o nimero destes, do nascimento ao inicio da puberdade.
Este processo é causado por apoptose, caracterizado pelo aumento da producéo de
radicais livres e pela degradacdo do DNA por endonucleases. O ovdcito torna-se
necrotico, a cromatina sofre picnose e as células da granulosa também degeneram.
Em contraste com o sexo masculino, no sexo feminino o nimero de células
reprodutoras diminui continuamente até que, na menopausa, poucos ovocitos restardo
e a capacidade reprodutora terminara (ANTONIOLLI, 2002).

A formacdo de foliculos ovarianos inicia no ovario fetal, quando o ovdcito
entra na meiose e é rodeado por uma camada de células fusiformes provenientes do

estroma ovariano, constituindo-se no foliculo primordial. Posteriormente estas
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celulas fusiformes transformam-se em células cuboides (células da granulosa) e o
foliculo passa a designar-se por foliculo priméario. As células da granulosa dividem-
se e constituem diversas camadas, criando o foliculo secundério, e segregam
mucopolissacarideos que constituem um halo protector do ovdcito - a zona pellcida.
O foliculo secundario continua a crescer, enquanto o ovdcito atinge o seu diametro
maximo, nesta altura, ocorrem dois outros fendmenos: o primeiro é caracterizado
pelo formagdo de mais uma camada de células do intersticio, que se diferenciam e
constituem a teca interna (células epitelidides semelhantes as da granulosa, segregam
hormonas esterdides) e a teca externa (capsula de tecido conjuntivo altamente
vascularizado). J& o segundo fenbmeno é marcado pela atividade das células da
granulosa, que secretam liquido folicular composto por mucopolissacarideos,
electrolitos, glicosaminoglicanos, hormonios esteroides, oxitocina, activina, inibina,
vasopressina e proteinas do plasma (CUNNINGHAM, 2008/ Figura 1).

Um destes foliculos vai prosseguir no seu desenvolvimento e o liquido das
vesiculas coalesce acumula-se numa Unica area central, o antro - foliculo maduro,
foliculo antral ou foliculo de Graaf. A medida que o foliculo se desenvolve, o
ovocito primario completa a primeira divisdo da meiose, transformando-se em
ovocito secundario e liberando o primeiro corpo polar, que se fragmenta e acaba por
desaparecer. Posteriormente, 0 ovdcito secundario inicia a segunda divisdo meiotica,
que é interrompida em metafase Il, por acdo de um fator inibidor da meiose
(provavelmente a inibina), completando a meiose apenas se ocorrer fertilizacdo. As
células da granulosa deste foliculo formam um anel a volta do ovécito e um pediculo
que o suporta. O anel designa-se por corona radiata e o pediculo é o cumulus
oophorus. Entre o ovocito e a corona radiata mantém-se a zona peltcida que vai

funcionar como barreira a penetracao dos espermatozoides (CUNNINGHAM, 2008).

Figura 1 - Esquema categorias foliculares
Fonte: Histologia Bésica, 2013.
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2.2.2 Foliculogénese

A foliculogénese trata do crescimento e maturacdo folicular, partindo do
foliculo primordial e culminando com o estdgio de foliculo pré-ovulatorio,
envolvendo mudancas que ocorrem na parede folicular (SAUMANDE, 1981).

Como comentado anteriormente, a funcdo ovariana tem inicio no periodo
fetal e, sob influéncia dos hormdnios maternos, os foliculos ovarianos do feto
apresentam crescimento e atresia, do nascimento a puberdade as génadas femininas
ficam sem atividade, pois neste momento a funcdo hipolamica e hipofisaria ainda
esta ausente, posteriormente segue-se a puberdade, marcada pela atividade funcional
do hipotadlamo e hipofise, fazendo os ovarios comecarem seu funcionamento
(ANTONIOLLI, 2002).

O inicio da atividade ovariana € marcado pela ativacdo dos foliculos
primordiais e, consequentemente, pela saida do estado de quiescéncia para iniciarem
seu crescimento. Os mecanismos que controlam o processo e sua continuidade sdo
controlados por hormdnios gonadotroficos e somatotroficos, aléem de fatores
extraovarianos e intrafoliculares (MARTINS et al, 2008).

O processo de ativagcdo e crescimento de foliculos pré-antrais depende de
inimeros fatores agindo sobre as células da granulosa, da teca e sobre o ovocito
(SILVA, 2011). A funcéo destes fatores pode ocorrer de forma isolada ou conjunta, e
ainda moldar o efeito de hormdnios, sinalizando deste modo uma interacdo entre

substancias intra e extraovarianas regulando o crescimento folicular (SILVA, 2011).

Contudo, naturalmente neste processo de desenvolvimento, a grande maioria
dos foliculos morre, estando este fenbmeno ligado a duas diferentes vias: uma
ocasionada por falha na oferta de nutrientes e oxigénio, denominada atresia por
degeneracdo e a outra por fragmentacdo nuclear, denominada atresia por apoptose
(RACHID et al, 2000).

2.2.3 Esteroidogénese na fémea

Esteroidogénese, por definicdo é o processo de formacdo de estrogenos,
caracterizado pela sintese de andrdgenos (androstenediona e testosterona), que serdo
convertidos em estrogenos (estrona e estradiol) (MURAY AMA et al, 2012).



A biossintese dos esteroides é restrita a alguns tecidos, como cOrtex das
adrenais e gbnadas (ovérios e testiculos), tendo o colesterol como principal
precursor. A sintese dos esteroides nas adrenais ocorre na zona reticular, e envolve
inicialmente a acdo do ACTH estimulando o transporte do colesterol citoplasmatico
para as mitocondrias, seguido pela atividade da proteina aguda reguladora da
esteroidogénese (StAR), responsavel pela translocacdo do colesterol da membrana
mitocondrial externa para a interna, posteriormente sofre acdo do complexo
enzimatico citocromo P450, responsavel conversdo do colesterol em pregnenolona e
posteriormente em progesterona que sofrerd hidroxilacdo, formando a
androstenediona. A androstenediona, por sua vez, terd redugdo do grupamento C-17-
ceto, formando a testosterona. Os estrogénios sdo formados a partir dos androgénios
pela perda da metila C-19 e a formacdo de um anel aromatico (CUNNINGHAM,
2008).

A esteroidogénese ovariana pode seguir duas vias. A primeira é caracterizada
pela atividade do LH nas células da teca sobre a enzima StAR, que capta o colesterol
circulante que, sob acdo de uma enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol
intramitocondrial, CYP11A1, é convertido em pregnenolona. Esta, por meio da
enzima 3B-hidroxidesidrogenase, € convertida em progesterona (SHIH et al, 2011). A
progesterona pode exercer suas fungdes bioldgicas, ou, sobre atividade da enzima
17,20-liase, servir como substrato para a producéo de androstenediona. Assim, como
a progesterona, a androstenediona podera atuar diretamente, ou, sob a acdo da 17-p-
redutase, ser convertida em outro androgeno, a testosterona que é convertida em di-
hidrotestosterona e estradiol pela agdo das enzimas Sa-redutase e aromatase,
respectivamente (STOCCO, 2008). Na segunda via citada, a androstenediona sofre
aromatizacdo nas células da granulosa sendo convertida em estrona e esta, sob acao
da enzima 17B-redutase, tranforma-se em estradiol (YARAK et al, 2005).
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2.2.4 Fatores envolvidos no desenvolvimento folicular

A identificacdo e a compreensdo das diferentes substancias envolvidas na
promoc¢do do crescimento de foliculos sdo aspectos importantes para subsidiar o
desenvolvimento de pesquisas envolvendo reproducdo animal, varios fatores de
crescimento e hormdnios estdo diretamente relacionados com o processo de

foliculogénese.

Hormonios envolvidos no desenvolvimento folicular

Estradiol (E>)

Os efeitos biologicos do estradiol estdo relacionados a resposta de uma vasta
quantidade de 6rgdos, como o trato reprodutor feminino, glandula mamaria,
esqueleto, sistema cardiovascular, sistema imune e sistema nervoso central
(KORACH et al, 2003; TOMIC et al, 2007).

Particularmente no trato reprodutor feminino, as funcdes do E, estdo
relacionadas as caracteristicas sexuais secundarias, secre¢do de gonadotrofinas,
sintese de lipoproteinas, preparacdo dos tecidos para responder a progesterona e
prevencdo da atrofia do trato urogenital (NELSON & BULUN, 2001). Basicamente,
so os foliculos pré-antrais avancados tem a capacidade de produzirem estrogenos,

apesar de existirem relatos de producéo limitada de E, em pequenos foliculos pré-
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antrais. (DRUMMOND & FINDLAY, 1999) e durante o cultivo folicular in vitro
(BISHONGA et al, 2001).

As respostas fisiologicas ao E, sdo reguladas por dois fatores: os tecidos
envolvidos e o tipo de receptor. Ha dois tipos de receptores estrogénicos (ER), ERa
e ERB; o ERa ¢ encontrado no trato reprodutor, musculatura esquelética e cardiaca,
rins, figado, hipotalamo e hipofise. JA& 0 ERB tem uma menor destruigdo, estando
presente no trato reprodutor, espermatozdides, pulmdes e em algumas areas do
hipotadlamo (TOMIC et al, 2007). Receptores do tipo ERo predominam no utero, e
encontram-se de forma equilibrada nos ovarios (KORACH et al, 2003). Os ERa
predominam nas células intersticiais e da teca e o ERP nas células da granulosa
(COUSE & KORACH, 1999).

Alguns trabalhos concluem que a deficiéncia de E, esta ligada ao aumento na
atresia folicular e a redugdo do desenvolvimento de foliculos primordiais
(THOMPSON et al, 2002) por outro lado, também esta envolvido no processo de
retomada da meiose (MINGOTI et al, 1995) e de aquisi¢do de competéncia oocitaria
para fertilizacdo (PELLICER, 1997). Sugere-se ainda que o efeito do E; na
maturacdo pode ser via células do cumulus ou diretamente no odcito. Porém existem
particularidades espécie-especificas quando o assunto é o papel do estrégeno sobre a
maturacdo, ovulacdo e desenvolvimento embrionario (MOUDGAL et al, 1996;
DODE & GRAVES, 2003).

Progesterona (P4)

Hormdnio esteroide sintetizado no ovario, secretado pelas células da
granulosa, células da teca, células do estroma ovariano e luteais, tendo sua secrecao
controlada por estimulo das gonadotrofinas e higidez do ovario (GORE-LANGTON
& ARMSTRONG, 1988). A P, tem sua acdo basicamente no hipotalamo/hipofise,
glandula mamaria e utero, regulando os niveis de gonadotrofinas e, com isto o
crescimento folicular, a owvulacdo e a luteinizacdo, estimulando também o
desenvolvimento da glandula mamaéria, a diferenciacdo do endométrio e o
desenvolvimento da placenta (KURITA et al, 2001%; KURITA et al, 2001°)

Existen trés tipos de receptores para P, (PR): PRA, PRB e PRC, sendo este
altimo relacionado a linhagens de células de cancer de mama (GAVA et al, 2004;
WEI E MINER, 1994). Relata-se que a deficiéncia do receptor PRA gera foliculos

anovulatérios e consequentemente diminuicdo no numero de ovulagdes (MULAC-
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JERICEVIC et al, 2000), j& dos PRB ndo h& alteracdo funcional nos ovérios
(MULAC-JERICEVIC et al, 2003). Quanto ao PRC, relata-se que sua presenca inibe
a atividade dos outros receptores citados (WEI & MINER, 1994).

Especificamente em bovinos, ha estudos que demostram que o nimero de
receptores aumenta proporcionalmente ao desenvolvimento do foliculo, e que os
receptores atuam mediando a atividade protetora da P, contra apoptose em células da
granulosa de foliculos pré-ovulatérios (D"HAESELEER et al, 2007; QUIRK et al,
2004).

Androgenos

Os androgenos sdo esteroides produzidos durante o desenvolvimento
folicular, sintetizados pelas células da teca de foliculos em crescimento em resposta
ao LH, atuando diretamente ou como substrato da aromatase (precursor de estradiol)
(CHENG et al, 2002; TANIGUCHI et al, 2007).

A testosterona e dihidrotestosterona (DHT) sdo andrégenos que produzem
excelente resposta a acdo nos ovarios, a androstenediona possui baixa afinidade com
0s receptores, apesar de estar em grande quantidade na circulacdo (GOYENECHE et
al, 2002). Com o desenvolvimento folicular, a dominancia do androgeno é
substituida pela dominancia do estrogeno (HICKEY et al, 2004), durante a
maturacao folicular os androgenos deixam de atuar como horménio e passam a servir
de substrato enzimatico (COUSE et al, 2006). Contudo, quando ha erros no processo,
comprometendo o equilibrio intrafolicular e os de andrdgenos ultrapassam a
capacidade esteroidogénica das células da granulosa, ocorre acimulo dos mesmos,
culminado em atresia (GOYENECHE et al, 2002). Os androgenos estdo desta forma

envolvidos tanto na morte como na sobrevivéncia celular.

Hormdnio Foliculo Estimulante (FSH)

Gonadotrofina produzida pela hipofise anterior com acdo sobre os foliculos
ovarianos, promovendo crescimento, formacdo de antro e inibicdo da apoptose
(MATOS et al, 2007).

Foram identificados receptores nas células da granulosa (O'SHAUGHNESSY
et al, 1996) e no odcito (MEDURI et al, 2002) a partir de foliculos ovarianos
primarios (OKTAY et al, 1997).
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Ativina

Age em equilibrio com o FSH na foliculogénese, atuando na estimulag&o do
crescimento folicular e proliferacdo das células da granulosa (THOMAS et al, 2003).
A ativina também promove a manutengdo da viabilidade folicular e estimula o

crescimento de foliculos primérios isolados e inclusos (SILVA et al, 2006).

Fatores envolvidos no desenvolvimento folicular

Kit ligand (KL)

Estudos demonstram que o KL é um fator derivado das células da granulosa e
seu receptor c-kit é expresso pelo ovdcito e células da teca (MAYERHOFER et al,
1997), A interacdo c-kit/KL tem atividade sobre desenvolvimento e sobrevivéncia
folicular (KISSEL et al, 2000), manutencdo da competéncia meiotica (ISMAIL et al,
1997) e regulacédo da esteroidogénese (HUTT et al, 2006).

Fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF-9)

Proteina homodimérica, secretada pelo ovocito (BODENSTEINER et al,
1999), pertence a familia dos fatores de transformacdo do crescimento — TGF-B
(CHANG et al, 2002). Tem funcdo de proliferacdo de células da teca e granulosa,
crescimento (SKINNER, 2002) e sobrevivéncia dos foliculos (HREISSON et al,
2002). Estudos demostraram que sua delecdo leva a infertilidade, por blogueio da
foliculogénese (DONG et al, 1996).

Proteina morfogenética 6ssea-15 (BMP-15)

Supde-se gque o inicio do desenvolvimento folicular pré-antral esteja ligado a
interacdo do KL com a BMP-15 (SHIMASAKI et al, 2003), sabe-se que KL, BMP-
15 e GDF-9 se modulam (JOYCE et al, 2000). Estudos ja comprovaram que a BMP-
15 atua como regulador da mitose das células da granulosa e da foliculogénese inicial
(FORTUNE, 2003).

Fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1)
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Segundo Zhou et al. (1996), este fator e seu receptor encontram-se presentes
nas células da granulosa, tendo como funcéo estimular a proliferacdo destas células,
o crescimento folicular e manter integridade dos foliculos (ZHAO et al, 2001).

Fator de crescimento fibroblastico (FGF)

Segundo Van Wezel et al. (1995), este fator encontra-se presente nos ovacitos
de foliculos, células da granulosa e células da teca, seus receptores encontram-se nas
células da granulosa (WANDJI et al, 1992). Entre suas fungdes pode-se citar: acdo
sobre o desenvolvimento folicular (ROBERTS & ELLIS, 1999) e diferenciacdo das
células da granulosa (ANDERSON & LEE, 1993).

Fator de crescimento de queratinocitos (KGF/ FGF7)

Estudos relatam a producdo de KGF por células mesenquimais, (FINCH et al,
1989) e células da teca de foliculos antrais, o mesmo exerce influencia sobre
crescimento das células da granulosa e estimula o desenvolvimento folicular
(SKINNER, 1998).

Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)

O VEGF € um dos responsaveis pela angiogénese folicular, pois atua
estimulando a mitose de células endoteliais e aumenta a permeabilidade vascular
(REDMER & REYNOLDS, 1996). As gonadotrofinas, em ratas, estimulam a
producdo de VEGF pelas céelulas da granulosa (KOOS, 1995), enquanto em humanos
esse fator é sintetizado pelas células da teca e granulosa (YAMAMOTO et al, 1997),
sendo expressos nelas seus receptores FIk-1 e FIk-1/KDR. SO-YOUNG et al. (2006)
demonstraram que o cultivo in vitro durante 24 horas, em 50 ng/mL de VEGF, antes
da criopreservacdo das células da granulosa de ratas, reduziu os danos pela inibicédo
da apoptose. A administracdo de 500 ng/mL, diretamente nos ovarios de ratas,
aumentou significativamente, apds 48 horas, a proporcado de foliculos primarios e
secundarios pequenos (DANFORTH et al, 2001). JA em bovinos, o VEGF (10
ng/mL) estimula a transic¢do de foliculos priméarios para secundarios, apés 10 dias de
cultivo (YANG & FORTUNE, 2007).

Fator de crescimento epidermal (EGF)
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Proteina encontrada no ovocito e células da granulosa (SILVA et al, 2006),
com fungdo de estimular a proliferacdo das células da granulosa e promove a
ativacdo de foliculos primordiais (ANDRADE et al, 2005). Estudos in vitro
demonstram atividade positiva sobre a a formagdo do antro (MAO et al, 2004),
viabilidade e crescimento folicular (ZHOU, 2005).

Peptideo intestinal vasoativo (VIP)

Neuropeptideo (HULSHOF et al, 1994), com funcdo sobre a regulacdo da
esteroidogénese (ZHONG & KASSON, 1994) e bloqueio da apoptose (LEE et al,
1999).

2.3 BIOTECNIAS APLICADAS A REPRODUCAO ANIMAL.

Quando o assunto é producéo animal, a biotecnologia torna-se uma ferramenta
importante, pois vem desempenhando o importante papel de aumentar a eficiéncia dos
sistemas de producéo, gerando produtos em maior qualidade, quantidade e colaborando
com a sustentabilidade.

Conceitualmente segundo Wetherington (2010), biotecnologia “¢ o uso ou
manipulacdo de um organismo ou de seus componentes”. Cronologicamente, segundo a
Associacdo da Carolina do Norte para a Pesquisa Biomédica (2006), pode-se dizer que a
biotecnologia tem quatro marcos de ascensdo que merecem destaque, o primeiro foi em
1953, quando Watson e Crick apresentaram o modelo de dupla hélice do DNA seguido
pela descoberta da enzima restritiva, por Arber, datado de 1960, acompanhado do feito
de Cohen e Boyer, em 1973, que conseguiram manipular genes dando inicio a
engenharia genética, e por ultimo, merecendo relevante destaque, em 1977 conseguiu-se
realizar transferéncia de genes de diferentes organismos para bactérias.

As tecnologias e seus avangos na reproducdo, seja ela humana ou animal,
revelam quatro fases ou geracdes, sendo estas classificadas de acordo com as
biotécnicas que incluem. A primeira caracteriza-se pelo emprego da inseminacao
artificial, criopreservacdo de gametas e embrides; a segunda pela superovulacdo e
transferéncia de embrides; a terceira pela sexagem, recuperacdo de odcitos, cultivo
celular e fertilizacdo in vitro; a quarta caracteriza-se pela clonagem, transgenia e
biologia de células-tronco (BERTOLINI & BERTOLINI, 2009).
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A Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais
(MOIFOPA) ja estd amplamente difundida, pois busca mimetizar in vitro eventos e
possiveis efeitos que ocorrem in vivo. Contudo, para atingir o objetivo citado, faz-se
necessario o desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro que fornega o ambiente
ideal ao desenvolvimento folicular (SILVA, 2010). H& algum tempo, diversas pesquisas
vem abordando o tema, buscando padronizar parametros como: tempo de cultivo,
utilizacdo de fatores, suplementos e horménios, pois o “ambiente ideal” ainda ndo é
uma realidade (MATOS et al, 2007).

Para o cultivo de foliculos pré-antrais utiliza-se duas técnicas, na primeira 0s
foliculos séo cultivados, completos, inclusos no tecido ovariano (in situ) (BRUNO et al,
2006) e na segunda, os foliculos sdo extraidos de tecido ovariano e cultivados
isoladamente (BRITO et al, 2014). O primeiro sistema apresenta como vantagem a
manutencdo da integridade folicular e com isto garante maior aporte nutricional do meio
para o tecido e consequentemente para os foliculos (TELFER, 1996), permitindo um
monitoramento mais preciso e criterioso do crescimento folicular e assim dos efeitos
sobre 0s mesmos (ABIR et al, 2001).

2.4 ANTIOXIDANTES USADOS NO CULTIVO CELULAR

Para o equilibrio dos processos organicos faz-se necessario o uso de energia, e
esta, em seres aerObicos, advém do metabolismo axidativo. No entanto este
metabolismo também resulta em produtos que em excesso tornam-se deletérios aos
sistemas, como a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e consequentemente a
ocorréncia do estresse oxidativo (SILVA et al, 2011).

O excesso de radicais livres (RL) pode resultar em infertilidade, pois estruturas
como: ovarios, espermatozoides e o embrido pré-implantacional, sdo sensiveis aos
agentes oxidantes (ARECHIGA et al. 1998).

Segundo Behrman et al. (2001), essas moléculas interferem na progressdo da
metafase Il na segunda parada da meiose, levam a uma queda no nivel das
gonadotrofinas e na producdo de ATP, além de promover lesées no DNA. Com base nas
pontuacdes anteriores, sugere-se que as ROS contribuem para uma insuficiéncia
ovariana.

Para a higidez de um organismo faz-se necessario o equilibrio entre as espécies

reativas de oxigénio e o sistema de defesa antioxidante. Sendo este ultimo classificado
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como: enzimético (Superoxido dismutase, Catalase, Peroxirredoxinas e Glutationa) e
ndo enzimético (vitaminas C e E, selénio, ubiquinonas, &cido urico e &cido lipoico
(NORDBERG & ARNER, 2001).Porém, em pesquisas in vitro, alguns estudos vém
usando como fonte de antioxidantes, além dos fatores citados acima, o extrato vegetal,
tomando como base a presenca de compostos fendlicos na espécie selecionada
(BARBERINO, 2015). Os fenois de fontes vegetais sdo definidos como metabdlitos
secundarios presentes em frutas e vegetais e classificados em duas categorias,
,flavonoides e os ndo flavonoides.(BURNS et al, 2001; MELO & GUERRA, 2002;). O
grupo dos flavonoides ou polifenélicos é formado da combinacdo de derivados
sintetizados da fenilalanina ¢ acido acético (AHERNE & O’BRIEN, 2002;
SELLAPPAN et al,, 2002).

Estudos atribuem aos flavonoides funcdes bioldgicas como: protecdo contra
doencas do envelhecimento; atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e
vasodilatadora; Alem de fornecer um sistema de defesa para as plantas, protegendo
contra as agressoes do meio ambiente, diferencas genéticas e nutricionais. (SELLAPAN
et al, 2002).

Na atividade bioquimica e farmacoldgica dos ,flavonoides podemos ressaltar sua
atividade  antioxidante, anti-inflamatoria, antiplaquetaria, antialergénica e
antinociceptiva (KOO & SUHAILA, 2001). Os compostos fendlicos ndo flavonoides ou
acidos fenolicos também sdo marcados por sua atividade antioxidante e classificam-se
em derivados do &cidohidroxicindmico e derivados do acido hidroxibenzdico. (BELITZ
& GROSCH, 1988; DURAN & PADILLA,1993).

2.5 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

Uma das mais antigas praticas da medicina utiliza plantas com objetivo
medicinal. Segundo Akerele (1993), em um passado ndo tdo distante assim, inicio da
década de 90, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relatou que, em paises em
desenvolvimento, mais de 2/3 da sua populacdo ainda dependiam de plantas como Unica
forma de cuidados a satude (BRASIL, 2006).

Especificamente pesquisando os efeitos sobre o sistema reprodutivo, extratos de
algumas plantas, como por exemplo, Sterculia tomentosa (DALZIEL, 1937), Justicia
insularis (TELEFO et al, 2012) e Amburana cearensis (MATOS et al, 2015a; MATOS
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et al, 2015b), foram testados como suplementacdo na alimentacdo animal ou como
suplementos nos meios de cultivo in vitro de foliculos ovarianos. Os resultados apontam
para cura nas desordens reprodutivas, fornecimento de foliculos ovarianos competentes,
e, em adicdo, as andlises bioquimicas do tecido vegetal demonstram compostos cujos
efeitos bioldgicos regulam funcdes reprodutivas, como exemplo alcaloides, fendis e
flavonoides.

Gradualmente, tem sido observado um expressivo aumento no nimero de
estudos cientificos envolvendo, de alguma forma, plantas medicinais e um variado
registro de procedimentos utilizando plantas medicinais. Fato de grande interesse para o
Ministério da Saude, que conta com o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (BRASIL, 2006).

Acredita-se que na flora brasileira aproximadamente duas mil espécies sejam
usadas como remédios naturais pela populacdo. As plantas medicinais sdo aquelas
capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém tradicao de uso como “remédio” em uma
populacdo ou comunidade, poréem para usa-las de forma segura, é preciso conhecer a
planta e saber onde colhé-la e como prepara-la, pois as mesmas sdo utilizadas na sua
forma “natural”, ou seja, sem sofrer nenhum processo de industrializagdo, no entanto, o
uso de forma empirica e sem o devido conhecimento prévio pode ser bastante perigoso
(BRASIL, 2009).

A comercializacdo de plantas medicinais é basicamente realizada em lojas de
produtos naturais, na grande maioria das situagdes nao possuem certificacdo de
qualidade, sendo comercializadas com a promessa de “beneficio” atrelado ao fato de se
tratar de um “produto natural”’. Contudo, na maioria das vezes, as propriedades
farmacoldgicas prometidas ndo passam de mero artefato cultural, sem validacdo

cientifica.

Tecnicamente, pouco se sabe sobre a maioria das plantas medicinais para
oferecer garantias de uso, o incentivo aos estudos oferece inlmeras vantagens, uma vez
que uniformiza as informagdes com embasamento cientifico (CALIXTO, 2000). Diante
da riqueza natural oferecida pela flora brasileira, a pesquisa com foco em plantas
medicinais € uma necessidade, tendo a ciéncia a missdo de buscar as informacdes

respeitando a cultura do povo (ACCORSI, 2000), pois a partir do conhecimento e uso
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popular, a medicina tradicional foi presenteada com medicamentos bem importantes,
como os salicilatos e digitalicos (BOTSARIS, 1999).

2.6 SELAGINELLA CONVOLUTA

A especie Selaginella convoluta, pertence a familia Selaginellaceae, que é
constituida por um Unico género, Selaginella. Género este, que é datado de mais de 300
milhdes de anos , ndo se sabe exatemente quantas espécies a familia possui. Alguns
autores atribuem 700 espécies, outros, aproximadamente 750 (HIRAI & PRADO,
2000).

A Selaginella ja foi distribuida em todo o mundo, atualmente possui status de
conservacdo definido como aparentemente seguro (incomum, mas ndo raro) (RUPA,
2014). E principalmente encontrada na China, Jap&o, Russia, EUA, Malasia, Myanmar,
Indonésia, Colémbia, india, Nepal, Tibete, Butdo , Sri Lanka, Cuba, México,
Guatemala, Peru, Honduras, Colombia, Venezuela, Bolivia, Paraguai, Argentina |,
Franca e Brasil (RUPA, 2014).

Especificamente no Nordeste brasileiro, a S. convoluta é conhecida na regido do
Vale do Sdo Francisco como “Jeric6”, e em outras localidades do como “Mao-fechada”
ou “Mao-de-papagaio”. Caracteristicamente ¢ facilmente reconhecida pelo seu habito
em roseta (AGRA et al, 2007), crescem frequentemente nas encostas dos morros e
pareddes rochosos, mas podem ser também terrestres, ocupando barrancos,

rotineiramente em locais secos e expostos ao sol (HIRAI & PRADO, 2000).

Culturalmente, varias propriedades terapéuticas sdo atribuidas a mesma, sendo
uma espécie muito utilizada na medicina popular como afrodisiaco, diurético, contra
amenorréia, febres, sangramentos, para aumentar a fertilidade feminina (AGRA et al,
2007; AGRA et al, 2008), bem como analgésico e antiinflamatorio (ALMEIDA et al,
2005). Usada também para curar feridas, febre, pneumonia, pedras nos rins, dor de
cabeca, hepatite, doencas de pele, dor de dente, diarreia, Ulceras gastricas, asma, dores
nas costas, purificacdo do sangue, fadiga, neutralizacdo do veneno das picadas de cobra
e escorpido (BATUGAL et al. 2004), antialérgico, hepato-protetor, antiviral, efeitos
anticancerigenos (GONCALVES et al, 2005), antibacteriano(SA et al, 2011),
antiparasitario (KOLODZIEJ et al, 2005) e leishmanicida (SOUSA et al, 2012).
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Estudos relataram que a S. convoluta tem potencial terapéutico para o tratamento
de desordens dolorosas e que apresenta baixa toxicidade quando avaliado pelo teste da
toxicidade aguda (SA et al, 2012).

Dentre suas propriedades bioguimicas, destaca-se por apresentar substancias
fendlicas, as quais sdo responsaveis pela atividade antioxidante in vitro, em modelos
experimentais, também apresenta biflavonoides (SILVA et al, 1995; LEE et al, 1996),
dimeros de flavonoides (LEE et al, 2009), taninos (CHICKMAVATHI et al, 2008),
glicosideos (MAN & THAKSHIKI, 2002 citado por RUPA, 2014) e alcaloides
(ZHENG et al, 2004 citado por RUPA, 2014).

Sellaginella convoluta tem compostos ativos que podem ser atribuidos a
propriedades medicinais, porém faz-se necessario a realizacdo de mais pesquisas

correlacionando seus compostos quimicos a suas propriedades terapeuticas.
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3 OBJETIVOS
Objetivo geral
Avaliar in vitro a influéncia da suplementacdo de extrato de Selaginella convoluta em

meio de cultura de foliculos ovarianos ovinos.

Obijetivos Especificos
e Classificar os animais por escore corporal;
e Avaliar a morfologia de foliculos ovarianos fresco;
e Avaliar a morfologia, crescimento, e viabilidade de foliculos ovarianos de

ovinos cultivados in vitro com extrato de Selaginella convoluta.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do escore de condicdo corporal
sobre a reserva ovariana em ovelhas. Um total de 10 ovelhas foram avaliadas quanto a
escore de condicdo corporal, parametros clinicos, hematoldgicos, parasitolégicos e
reserva ovarina. O exame fisico foi realizado pré-abate e amostras de sangue e ovarios
dessas ovelhas foram coletados durante o abate, posteriormente os ovarios foram
processados sob técnica histoldgica (H-E). Os animais com EC 3 e 4/5 apresentaram
maior reserva ovarina e menor grau de degeneragdo independente da categoria folicular (P
<0,05), quanto a ativacdo, ndo houve diferenca entre os grupos testados (P >0,05) Apos
analise, conclui-se que animais com escore corporal acima de 3 apresentam melhor

reserva ovariana.

Palavras-chave: Metabolismo, foliculo, ovelhas.

Introdugéo Varios fatores, como
A ovinocaprinocultura é uma CoOmposicao genetica, patologias
atividade econémica explorada clinicas e nutricionais foram

mundialmente, e no Brasil apresenta
relevante papel, pois gera oportunidade
de emprego, renda e, consequentemente,
fixacdo do homem no campo (FILHO,
2002).

O Nordeste conta com um
plantel de mais de 50% do rebanho
nacional de ovinos, porém apesar de
grande, o rebanho possui indices de
produtividade, producdo e rentabilidade
baixos (SILVA SOBRINHO &
MORENO, 2009), a producdo ainda
estd basicamente direcionada para a
subsisténcia (FERREIRA, 2006). Alem
disso, ovinos agregam grande valor
social por adaptar-se as variacdes de
clima (CORDAO, 2011).

identificadas como itens responsaveis
pela limitagdo produtiva (ARREGUM
et al, 1997). Ha relatos de inibicdo da
funcdo reprodutiva por  estresses
nutricional, pois neste periodo o
demanda

organismo  prioriza a

energética para processos
indispensaveis a manutencao da vida, e
diante do fato, de forma aguda, a sintese
e liberacdo do GnRH e LH é reduzida
afetando a taxa de
(KRIEGSFELD et al,2006).

Pesquisa em bovinos tem

ovulacao

revelado que extremos nutricionais
estdo associados ao aumento da
infertilidade, distdrbios  hormonais,

resisténcia a insulina, auséncia de

48



ovulagcdo ou a desfechos gestacionais
inadequados (SOUZA et al, 2014).
Ovelhas subalimentadas com balango
energeético negativo apresentam
influéncia
foliculogénese (MEIKLE et al, 2018).

Reservas corporais ideais garantem uma

negativa sobre a

regulacdo nos niveis energéticos e este
maior eficiéncia reprodutiva (CEZAR E
SOUZA, 2006).

Sendo assim, este estudo foi
realizado com o objetivo de investigar
as relacdes entre condi¢des nutricionais

e reserva ovariana em ovelhas.

Material e Métodos

Todos os produtos quimicos e
reagentes foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA),
salvo indicacdo em contrario. A
aprovacdo do comité de ética ndo foi
necessaria, uma vez que a investigacéo
envolveu tecidos de animais oriundos

de abatedouro.

Area de estudo

O estudo foi realizado no estado
de Pernambuco, Brasil (8°19°59” S e
37°45°0>’ O), as amostras procederam
de abatedouro puablico municipal e
foram colhidas no periodo de Fevereiro
a Dezembro de 2018 e analisadas na
Universidade  Federal Rural de

Pernambuco.

Selecédo de Animais

No aprisco destinado a chegada
e selecdo dos animais no abatedouro,
foram selecionadas, aleatoriamente, 10
fémeas ovinas, mesticas, em idade

reprodutiva.

Avaliacéo dos animais

Com os animais descansados do
trajeto da propriedade ao abatedouro,
em situacdo de conforto térmico, jejum
alimentar de aproximadamente 8h e
dieta hidrica liberada, foi realizado
exame fisico segundo metodologia
descrita por Radostitis (2000).

Determinacéao de escore corporal

Apos avaliagdo clinica dos
animais, determinou-se 0  escore
corporal. Para a classificacdo utilizou-se
0 método de avaliagdo visual e
palpacéo, do grau da cobertura muscular
e da cobertura adiposa da regido lombar
dos animais, com atencdo a deposicao
de gordura e a musculatura nas
vértebras. O escore corporal (EC) para
ovinos varia de 1 a 5, onde o escore 1
representa condicdo corporal pobre,
situacdo em que as apofises espinhosas
e as apofises transversas sdo facilmente
sentidas na palpacdo e no escore 5 ha
deposicdo excessiva de gordura, que

impede a palpacdo das apofises
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(RUSSEL, 1984 ).

Coleta de fezes e sangue

As amostras de fezes (30g)
foram coletadas de cada ovelha durante
0 exame fisico, as amostras de sangue
(4 mL) foram coletadas da veia jugular
durante a sangria. Apdés a coleta, as
amostras foram transferidas para o
laboratério a 4 °C e destinadas a
realizacdo de exame parasitologico e
hemograma,
(HENDRIX, 2005).

respectivamente

Coleta dos ovarios

Imediatamente apds o abate, os
ovarios esquerdo e direito (n = 20)
foram excisados e submetidos a
lavagem em solucdo salina (0,9%
NaCl), seguido de lavagem em Meio
Essencial Minimo (MEM) acrescido de
HEPES (MEM HEPES), contendo
solucéo
(Ab/Am, 100 U/mL penicilina, 100
pg/mL  estreptomicina e 0,25 pg/mL

antibiético/antimicético

anfotericina B; Gibco, Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA)
e posteriormente colocados em tubos
contendo MEM HEPES e transportados

ao laboratorio em temperatura de 4 °C.

Analise histologica
No laboratério, foram retirados os

ligamentos e tecido adiposo que envolvia

0s ovarios e amostras de tecido do cortex
ovariano (aproximadamente 3x3x2 mm)
foram obtidas com auxilio de 1&minas de
bisturi sob condicBes estéreis.  Um
fragmento de cada ovério coletado foi
imediatamente fixado em formalina a 10%
para analise histologica segundo técnica
GOUVEA  (2015).

Brevemente, os fragmentos fixados em

descrita  por

formalina tamponada a 10%, foram
desidratados numa série gradual de
etanol, clarificados com xileno e
incluidos em cera de parafina.
Posteriormente, os blocos de parafina
foram cortados com micrétomo em
espessura de 5 pm, os cortes foram
montados em laminas, corados com
Hematoxilina-Eosina e examinados em
microscopio optico (Olympus BX50,
Japéo) sob aumento de 40X. Os foliculos
foram cuidadosamente contados uma vez,
(CELESTINO et al, 2009), cada foliculo
foi examinado em cada seccdo que
apareceu e combinou com 0O mMesmo
foliculo nas sec¢Bes adjacentes para evitar
a contagem dupla e, portanto, garantir que
cada foliculo foi contado apenas uma vez,
independentemente do tamanho.

A classificacdo dos foliculos foi
avaliada de acordo com o descrito por
Bertoldo et al. (2014), considerando
como primordiais os foliculos que
apresentaram odcito esférico ou ovoide,

rodeado por uma camada simples de
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células da granulosa achatadas ou
pavimentosas; de transicdo com pelo
menos uma célula da granulosa com o
formato cubico; primarios com uma
Unica camada de células da granulosa
clbicas em torno do odcito e
secundarios apresentando 00cito
circundado por duas ou mais camadas
de células da granulosa cubicas.
Considerou-se como foliculos ativados
os classificados como transicdo,
primario e secundario, e reserva
ovarina, apenas os classificados como
primordiais ou ndo ativados.

Os foliculos foram ainda
classificados como  normais ou
degenerados, baseando-se na avaliacdo
do nicleo e citoplasma das células da
granulosa e dos odcitos, segundo Silva
et al. (2004). O crescimento foi avaliado
pela mensuracdo dos diametros do
foliculo e do odcito, em micrémetros
(um), sendo calculados a partir da
média de duas medidas perpendiculares,
realizadas em programa computacional
de analise de imagens - Image J (Fiji
1.46) (FERREIRA et al, 2012).
Avaliacdo da reserva ovariana

Para as condices experimentais
os animais foram agrupados (n=3) por
categoria de escore corporal (Grupo 1/2:
composto por animais com escore
corporal 1 e 2; Grupo 3: composto por

animais com escore corporal 3 e Grupo

4/5: composto por animais com escore
corporal 4 e 5), que foram relacionadas
com a quantidade e qualidade de

foliculos presentes nos ovarios.

Analise estatistica

Os dados de ativacdo folicular
(primordial/desenvolvimento) e
morfologia (normal/degenerado) foram
submetidos ao teste exato de Fischer e
apresentados em percentuais. Valores
foram  considerados
quando P< 0,05.

significativos

Resultados

Ndo foi observado diferenca
significativa (P >0,05) nos parametros de
exame fisico, todos o0s animais
apresentaram  condicbes de mucosa,
pelagem e abdomem sem alteracdes, bem
como nao houve diferenca nos demais
parametros laboratoriais quando
comparados 0s 3 grupos analisados
(Tabela 1).

Nosso resultado mostra que 0s
animais classificados com escore corporal
3 e 4/5 apresentaram maior reserva
ovariana comparado a analise histologica
dos ovarios dos animais com escore
corporal 1/2 (P <0,05) (Fig. 1e 2).

De acordo com a Figura 4,
nenhuma diferenca significativa (P > 0,05)
foi observada na porcentagem de foliculos

em crescimento (transicdo e primarios) na
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comparacéo entre os 3 grupos. Entretanto, animais com escore corporal 3 e 4/5

ao analisarmos apenas o rendimento médio apresentaram maior percentual de foliculos

dos foliculos totais ou apenas 0s normais primordiais (P < 0,05) (Fig. 2 e 3).

pertencentes aos 3 grupos testados, 0s

TABELA 1: Determinacéo dos parametros fisico, laboratorial e reserva ovariana.

EC FC FR MR T HM HT LC PRS TF % % %
(mpm)  (mpm)  (mp5’)  (°c) TEN TFD ATV

1/2 75,3 17,3 8 39,7 10,1 34 7,8  neg. 23 447 56 ° 45,7

(#1,1) (+0,6) (£0,6) (£2,4) (+10,2) (£1,9) (*4)
3 75,3 15 8,6 393 10,8 41 7,6 neg. 99 92° 8° 432

(£2,3) (£2) (£1,1) (#1,1) (+4,5) (£5,6) (£3,0) (£8,4)

4/ 5 75 18,2 8 39,5 8 37 87  neg. 29 89° 11° 34,2
(£6.2) (£1,2) (£1,6) (£1) (£1,9) (+10,6) (*2,1) (£18,5)

*valores expressos em media e desvio padrdo. EC: Escore Corporal; FC: Frequéncia Cardiaca; FR: Frequéncia Respiratoria;

MR: Movimentos Runinais; MUC: Mucosas; PP: Pele e Pelagem; ABD: Abdomen; T: Temperatura; HM: Hemacias;

HT:Hematocrito; LC: leucécitos totais; PRS: Parasitoldgico de Fezes; TF: Total de Foliculos; TFN: Total de Foliculos Normais;

TFD: Total de Foliculos Degenerados; ATV: Total de Foliculos Ativados.

25,0 ~
35,0 +
17
°
S 30,0 a 20,0 - a
2 a b
2 25,0 - b 2 a
S 2 150 - mPL
o 20,0 - u Total d a
2 otal de a B TRAN
g 150 | 4 Foliculos ]
E 2 10,0 - PRI
£ 10,0 Foliculos 9 3 b b
g normais SEC
5
T
c
[
e« le2 3 4e5
Escore Corporal EC1/2 EC3 ECA4/5
FIGURA 1: Rendimento médio de foliculos de acordo com a FIGURA 2: Total de foliculos de acordo com a categoria de

categoria escore corporal. As letras diferentes denotam diferengas
significativas entre os escores corporais (P <0,05).

secundarios. As letras

classificagdo. PL: foliculos primordiais; TRAN: foliculos em
transicdo; PRI: foliculos priméarios; SEC: foliculos

diferentes denotam diferencas

significativas entre os escores corporais (P <0,05).

52



20,0 - 70,0 -
a a
18,0 - a g
60,0 -
a a
16,0 - 3 a
a ®
14,0 - 2 50,0 - b
8] © b
£ 12,0 mpL 8 b
5 T::J 40,0 + b
z 10,0 - B TRAN ;?:, b b
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6,0 % 20,0 -
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FIGURA 3: Total de foliculos normais de acordo com a categoria FIGURA 4: Porcentagem de foliculos de acordo com a

de cl_as~S|f|cagao. PI,‘: f0|ICU|_OS,p_r imordiais; TRAN: fOI'CUIO,S em ativagdo. Foram considerados em ativagdo: foliculos em
transi¢do; PRI: foliculos primérios; SEC: foliculos secundarios. > . . .
As letras diferentes denotam diferencas significativas entre transicéo e primarios. As letras diferentes denotam diferencas

escores corporais - (P <0,05). significativas entre os escores corporais (P <0,05).

Quanto a qualidade folicular, comparados entre si, a porcentagem de foliculos
morfologicamente normais foi maior (P < 0,05) nos ovarios dos animais classificados com
escore corporal 3 e 4/5 e menor grau de degeneracdo independente da categoria folicular, nos

animais com escore corporal 3 (Fig. 1). Em adicdo, de acordo com a Figura 3 e 5, observou-se

diferenca significativa (P <0,05), com maior reserva de foliculos primordiais normais nos EC 3 e
4/5.

Figura 5: Imagem representativa de cortes histol6gicos de fragmentos ovarianos ovinos corados com hematoxilina e eosina.
Foliculos primordiais em diferentes quantidades em animais de diferentes escores corporais.

Discusséo
O termo reserva ovariana caracteriza a quantidade e qualidade de foliculos
ovarianos primordiais, foliculos passiveis de receber estimulo gonadotrofico. Para esta

discussao é importante comegar refletindo acerca do que define a fertilidade, como avaliar
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clinicamente e que testes podem auxiliar neste diagndstico. Analises hormonais como
dosagens séricas de FSH e LH, aléem de avaliacdo da reserva ovariana sao testes utilizados
na rotina clinica como pardmetros para avaliagdo da fertilidade feminina em humanos
(D’AVILA, 2013).

Porém, marcadores como a dosagem de LH indica apenas 0 momento em que ha
maior chance de engravidar, FSH e inibina B séo classificados como tardios. Dosagens
hormonais nos fornece uma ideia sobre as chances de uma possivel gestacdo (BURGER et
al, 2007), avaliar a fertilidade feminina inclui, além dos parametros acima citados, uma
série de outros pontos como: a idade, a historia clinica e a condi¢do nutricional (D’AVILA,
2013). Até onde sabemos, em animais, poucos estudos correlacionam o efeito da condicéo
corporal sobre a reserva ovariana em fémeas.

No presente estudo observou-se uma melhor reserva ovariana nos animais
pertencentes aos grupos com EC 3 e 4/5. Dentre os fatores que podem afetar esta reserva,
podemos citar a idade, a presenca de doencas pré-existentes e o estado nutricional. As
fémeas utilizadas neste estudo tinham a mesma faixa etaria, adultas e em fase reprodutiva.
Contudo, demovemos considerar que atrelado a idade inumeros outros fatores como
polimorfismos e historicos infecciosos podem contribuir para diferencas na reserva
ovariana de femeas na mesma faixa etaria (YOUNES, 2011). Além disso, todos o0s
animais foram submetidos a exame clinico e laboratorial para atestar higidez (tabela 1).
No entanto, a desnutricdo, observada nos animais pertencentes ao grupo 1/2 pode
esclarecer esta diferenca entre os grupos, pois a desnutricdo tem sido relacionada ao
declinio hormonal (SOUZA et al, 2014). Dietas ideais habilitam os animais a alcancarem o
potencial genético para a reproducdo, as respostas neuroendocrinas sdo refletidas nas
concentracdes de hormonios e nutrientes circulantes no plasma sanguineo (MEIKLE et al,
2018).

Outro fato observado neste estudo trata-se do rendimento médio dos foliculos totais
OU apenas 0s normais pertencentes aos 3 grupos testados. Os animais com escore corporal 3 e 4/5
apresentaram maior percentual de foliculos primordiais, fato justificavel pois ha momentos em
que a taxa de ovulacdo é particularmente sensivel ao fornecimento de nutrientes. Em
ovelhas, um destes momentos é cerca de 6 meses antes da monta, quando os foliculos
ovarianos emergem do pool de foliculos primordiais e tém seu crescimento comprometido.
Neste momento, a subnutricdo reduz a oferta de foliculos primordiais que emergem e que
estara disponivel para ovulacdo (ALMEIDA, 2007).
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Outro efeito da nutricdo sobre a fungdo reprodutiva esta relacionado ao estresse
celular ocasionado pelo déficit nutricional, acelerando a produgdo de metabdlicos
deletérios ao foliculo e oocito, comprometendo a sobrevivéncia do mesmo (LEESE, 2002).

No presente estudo nenhuma diferenca foi observada na porcentagem de foliculos em
crescimento (transicdo e primarios) na comparagdo entre 0s 3 grupos, porém ha relatos que altas
concentragdes de acidos graxos ndo-esterificados (AGNES), que ocorrem em casos de
subnutricdo, reduzem a proliferacdo in vitro de células da granulosa (JORRITSMA ET AL.
2004), sendo assim supostamente ha inibicdo do crescimento das células da granulosa
(ROOKE ET AL, 2004). Estudos demonstram que restricdes nutricionais interferem na
taxa de crescimento e no tamanho do foliculo dominante e o balanco energético negativo
afeta os niveis sistémicos de IGF (fator de crescimento insulinico), insulina e GH
(hormdnio do crescimento), e altera a frequéncia de pulsos de LH, comprometendo o
crescimento folicular (PELEGRINO et. al, 2009).

Em contrapartida, o escore corporal alto também é indesejavel, pois aumenta os
custos nutricionais da producéo, traz dificuldades ao parto, eleva a ocorréncia de distocias,
aumenta as perdas neonatais, reduz o peso ao desmame (GOTTSCHALL, 2005).

A nutricdo pode exercer efeito mais importante sobre o foliculo do que alguns
horménios, pois concentracdes elevadas de leptina, glicose e insulina atuando a nivel
ovariano produzindo respostas agudas positivas (ALMEIDA, 2007). Atribui-se a leptina a
responsabilidade de atuar na inducéo do ciclo estral, realizando a ligacdo entre a nutricéo e
a reproducédo; hormdnios como GnRH/LH estdo correlacionados com uma diminui¢do no
consumo alimentar voluntario em bovinos e esta reducdo na ingesta parece ser suprimida
pela progesterona (GRUMMER et al, 1990). Durante o puerpério, talvez este fato seja
melhor observado, pois hd maior sensibilidade aos estrégenos e baixos niveis de
progesterona endogena, este fato impede a retomada da ciclicidade e pode estar atribuido a
nutricdo, via leptina (TITOLO et al, 2006).

Quanto a qualidade dos foliculos, observou-se mais uma vez que 0s animais com
escore corporal 3 apresentam melhor desempenho, com maior percentual de células
normais, concordando com alguns autores que concluiram que fatores nutricionais atuam
diretamente sobre o desenvolvimento e qualidade folicular (SOUZA et al, 2014). Em
ruminantes, proteinas, gorduras e vitaminas sao consideradas responsaveis pelas variaveis
reprodutivas, pois a interacdo entre estas induz acbes hormonais, nutricionais e
antioxidantes (ALMEIDA, 2007).
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Nesse contexto, independentemente da espécie ruminante, ha consenso de que a
manutengdo de um bom escore corporal do rebanho é eficaz para atingir a eficiéncia
produtiva e reprodutiva das matrizes (SIMPLICIO e SANTOS, 2005; CEZAR e SOUZA,
2006; MORAES et al, 2007)

Com base nos resultados, conclui-se que animais com escore corporal igual ou
maior que 3 apresentam maior reserva ovariana e menor grau de degeneracdo celular.
Sendo assim, investimento na qualidade nutricional da fémea torna-se uma alternativa
interessante e eficiente para colaborar com o sucesso reprodutivo.
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6. Capitulo 2.

Extrato de Selaginella convoluta permite o crescimento e a sobrevivéncia de foliculos

pré-antrais ovinos por inibir o estresse oxidativo durante o cultivo in situ
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RESUMO

Selaginella convoluta é uma espécie vegetal popularmente conhecida na regido Nordeste
do Brasil como jeric, mao de sapo ou mdo fechada, e tem sido usada na medicina popular
para aumentar a fertilidade feminina, entre outras aplicacfes. Estudos ja& mostraram que a
planta tem potencial antioxidante, o que pode torna-la um suplemento (til e barato para
meios de cultivo celular, onde o processo de oxidagdo costuma ser um problema. Assim, o
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da adicdo do extrato etandlico bruto (EEB)
de S. convoluta no cultivo in vitro de foliculos inclusos em tecido ovariano ovino.
Fragmentos de ovarios foram cultivados por 8 dias em o-MEM" suplementado ou n&o com
diferentes concentragdes do extrato de S. convoluta (0.0; 0,1; 0,2; 0,4 ou 0,8 mg/mL).
Depois da cultura, o tecido ovariano foi destinado a analise morfologica (histologia) e
pesquisa de espécies reativas ao oxigénio (ROS). Observou-se que houve ativacdo do
crescimento folicular em todas as condicGes de cultivo, porém, a adicdo de EEB de S.
convoluta permitiu maior ativacdo e menor degeneracdo dos foliculos, principalmente na
concentracdo de 0,8 mg/mL. Observou-se reducdo de producdo de ROS nos cultivos
suplementados com EEB de S. convoluta. Conclui-se que a suplementacdo do meio de
cultivo celular com EEB de S. convoluta apresenta atividade citoprotetora, conservando a
morfologia celular, estimulando o desenvolvimento e diminuindo a formacdo de ROS no

cultivo in situ.

Palavras-chave: Citoprotecdo; Fenois; Flavonoides; Jerico; Ovario.

Introducéo

Com o objetivo de aumentar a
eficiéncia produtiva dos rebanhos torna-
se importante o desenvolvimento e
aplicacdo de biotecnicas. Uma alternativa
vem a ser o cultivo in situ de foliculos
ovarianos pré-antrais, técnica que baseia-
se na recuperacdo de foliculos pré-antrais
presentes no coOrtex ovariano, seguido
de cultivo in vitro, a fim de promover
crescimento e maturagdo, produzindo

o0citos maturos € competentes

(Figueiredo et al, 2007). Porém, para o
sucesso de tal técnica é necessario 0 uso
de sistemas capazes de garantir a
sobrevivéncia folicular (Figueiredo et al,
2010).

Uma constante  preocupagdo
cientifica, nas pesquisas envolvendo
reproducdo animal, é a manutencdo da
viabilidade oocitaria e,
consequentemente, a producdo bem-
sucedida de embrides. Porém, a utilizacédo

de técnicas de reproducdo assistida tem
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enfrentado alguns entraves como: o
transporte dos ovarios por longas
distancias, a manutencdo do aporte
energético-nutricional durante o cultivo e,
consequentemente, a ocorréncia de
estresse oxidativo (Figueiredo et al,
2011) . Neste contexto, a utilizagdo de
algumas estratégias como controle da
temperatura e uso de meio de preservagédo
durante o transporte e cultivo do tecido
ovariano faz-se necessario.

Nas ultimas décadas varios
estudos vem investigando a composi¢édo
ideal do meio de cultura in vitro para
foliculos ovarianos (Gupta et al, 2007).
No entanto, para melhorar o
desenvolvimento dos o0citos, o meio
base comercial precisa ser suplementado
com antioxidantes, horménios e fatores
de crescimento (Abedelahi et al, 2010;
Andrade et al, 2012).

Com base no descrito acima,
apesar de eficaz fonte de nutrientes, 0 uso
de meio de cultivo suplementado é
oneroso, fazendo com que outras fontes
nutricionais  sejam investigadas. O
interesse em  antioxidantes naturais
encontrados em plantas medicinais, que
podem contribuir na prevencdo de danos
celulares oxidativos, vem crescendo
constantemente por tratar-se de uma fonte
de preservacdo celular sem grande custo
(Rajabi-Toustani et al, 2013). Sendo

assim, 0s compostos naturais vém se

tornando uma fonte alternativa para meio
de cultivo basico.

O avangco nas  biotécnicas
associadas com plantas medicinais tém se
tornado forte aliado para a industria
pecudria, colaborando inclusive com a
promogdo do desenvolvimento cientifico
e tecnoldgico em todo mundo (VIEIRA,
2012). O interesse em antioxidantes
naturais  encontrados em  plantas
medicinais, que podem contribuir na
prevencdo de danos celulares oxidativos,
vem crescendo constantemente, por
tratar-se de fonte de preservacdo celular
sem grande custo (Rajabi-Toustani et al,
2013).

Especificamente pesquisando o0s
efeitos sobre o sistema reprodutivo,
extratos de algumas plantas, como por
exemplo, Sterculia tomentosa
(DALZIEL, 1937), Justicia insularis
(TELEFO et al, 2012) e Amburana
cearensis (MATOS et al, 2015a; MATOS
et al, 2015b), foram testados como
suplementacdo na alimentacdo animal ou
como suplementos nos meios de cultivo
in vitro de foliculos ovarianos. Os
resultados apontam para cura nas
desordens reprodutivas, fornecimento de
foliculos ovarianos competentes, e, em
adicdo, as analises bioquimicas do tecido
vegetal demonstram compostos cujos

efeitos  bioldgicos regulam  funcdes
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reprodutivas, como exemplo alcaloides,
fenois e flavonoides.

Entre as varias espécies de plantas
medicinais, Selaginella convoluta
(Selaginellaceae) chama atencdo por seus
constituintes  quimicos  (HIRAI &
PRADO, 2000). Ha relatos da ocorréncia
de flavonoides, biflavonoides, esteroides
e fenois (LEE et al, 2009; SA et al, 2012),
substancias que pressupdem atividade
citoprotetora e atuacdo sobre a formacao
de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(MACEDO, 2013; RUIJTERS et al,
2013). Outro fator que merece destaque
sdo as acgOes terapéuticas popularmente
atribuidas a esta espécie, como por
exemplo, anti-inflamatoria, analgésica,
afrodisiaca, antinociceptiva, estrogénica,
progesteronica e diurética (AGRA et al,
2008), além de ser utilizada nas terapias
para amenorreia, febre, sangramentos,
gastrite, hepatite, infeccdo urinéria,
hipertensdo e aumento da fertilidade
feminina (ALMEIDA et al, 2005; AGRA
et al, 2007; AGRA et al, 2008).

Pelo exposto, objetivou-se neste
estudo investigar os efeitos da adicdo do
extrato etanolico bruto de Selaginella
convoluta no cultivo in vitro de foliculos

inclusos em tecido ovariano ovino.

Material e Métodos
Todos os produtos quimicos e

reagentes foram adquiridos da Sigma

Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA),
salvo indicacdo em contrario. A
aprovacdo do comité de ética ndo foi
necessaria, uma vez que a investigacao
envolveu tecidos de animais oriundos de
abatedouro.
Coleta da planta e preparacgéo do extrato
O material vegetal foi coletado no
primeiro trimestre de 2018, na zona rural
da cidade de Petrolina, estado de
Pernambuco,  Brasil
09°03°54” e 40°19°12”). A identificacao

(Coordenadas:

botanica da planta foi realizada por
comparagdo com uma exsicata da planta
(6440), depositada no Herbario Vale do
S&o Francisco (HVASF) da Universidade
Federal do Vale do Sé&o Francisco
(UNIVASF).

Para preparagdo do extrato, a
planta inteira foi submetida a maceracao
em etanol 95% até o completo
esgotamento do material vegetal. A
solucdo obtida foi submetida a destilagédo
do solvente em evaporador rotatorio,
sendo obtidos 86 g do extrato etandlico
bruto (EEB) de S. convoluta (MACEDO
et al, 2018). Todos os procedimentos para
0 acesso ao patrimdnio genético e ao
conhecimento  tradicional  associado
foram realizados e o projeto foi registrado
no SisGen (Registro n® AF56B5B). Antes
do uso como suplemento no meio de
cultivo, o EEB de S. convoluta foi

previamente diluido em dimetilsulfoxido
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(DMSO), onde sua concentracdo final ndo
ultrapassou 1%.

Com o objetivo de investigar as
propriedades antioxidantes do EEB de S.
convoluta a ser utilizado no experimento,
0 extrato foi submetido a analise dos
componentes bioativos no Nucleo de
Estudos e Pesquisas de Plantas
Medicinais da Universidade Federal do
Vale do Sdo Francisco. Avaliou-se a
presenca de fendis (usando o reagente de
Folin-Ciocalteu),  flavonoides  totais
(usando metodo colorimétrico) e a
atividade antioxidante do extrato pelos
métodos de sequestro do radical livre
DPPH e da inibicdo da autooxidacdo do
[B-caroteno, de acordo com metodologia
descrita por Macédo et al. (2018).

Coleta dos ovarios

Ovérios (n= 24), de 12 fémeas
ovinas mesticas, escore corporal 3,
higidas, adultas em idade reprodutiva,
foram coletados em abatedouro local.
Imediatamente ap0s o abate, os pares de
ovarios foram submetidos a lavagem em
solucdo salina (0,9% NaCl), seguido de
lavagem em Meio Essencial Minimo
(MEM) acrescido de HEPES (MEM
HEPES),
antibiotico/antimicético  (Ab/Am, 100

contendo solucao
U/mL penicilina, 100 pg/mL
estreptomicina e 0,25 pg/mL anfotericina
B; Gibco, Life Technologies, Grand
Island, NY, EUA). Os ovérios foram

transportados ao laboratério em MEM
HEPES a temperatura de 4 °C.
Cultivo in vitro de tecido ovariano

O cultivo do tecido ovariano
baseou-se na técnica descrita por Celestino
et al. (2010), com adaptagbes. No
laboratdrio, foram retirados os ligamentos e
tecido adiposo que envolvia os ovarios e
amostras de tecido do cortex ovariano
(aproximadamente 3x3x2 mm) foram
obtidas com auxilio de laminas de bisturi
sob condigBes estéreis. Um fragmento foi
imediatamente fixado em formalina a 10%
para analise histologica, controle néo
cultivado (CNC), enquanto cinco outros
fragmentos do mesmo ovario foram
cultivados por 8 dias.

Os fragmentos foram cultivados
individualmente, em placas de cultura de
24 pocos contendo 1,5 mL de MEM
suplementado com 0,23 mM de piruvato
(Gibco, Life Technologies, Grand Island,
NY, EUA), 2 mM de L-glutamina (1x-
GlutaMAX™ Gibco, Life Technologies,
Grand Island, NY, EUA), 1,25 mg/mL de
albumina sérica bovina (BSA), solucédo
de antibiético-antimicotico (1x), sendo o
meio de cultura denominado de a-MEM™.
A cultura foi realizada a 39 °C em 5% de
CO; em incubadora umidificada, sendo o
meio de cultivo trocado por meio fresco a
cada 2 dias.

Para as condigcdes experimentais, 0

meio foi suplementado com EEB de S.
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convoluta nas concentragbes de 0,1 mg
(grupo SC1); 0,2 mg (grupo SC2); 0,4 mg
(grupo SC4), 0,8 mg (grupo SC8) ou sem
EEB (0 mg - grupo controle - CC).

Anélise histologica

Apds o cultivo, os fragmentos foram
processados para analise histologica
(GOUVEIA et al, 2015). Brevemente, 0s
fragmentos  fixados em  formalina
tamponada a 10%, foram desidratados
numa série gradual de etanol, clarificadas
com xileno e incluidos em cera de
parafina. Posteriormente, os blocos de
parafina foram cortados com microtomo
em espessura de 5um, os cortes foram
montados em laminas, corados com
Hematoxilina-Eosina e examinados em
microscopio 6ptico (Olympus BX50,
Japdo) sob aumento de 40X. Os foliculos
foram cuidadosamente contados uma vez,
conforme realizado em estudos prévios
(CELESTINO et al, 2009). Cada foliculo foi
examinado em cada seccdo que o foliculo
apareceu e combinou com o mesmo foliculo
nas seccbes adjacentes para evitar a
contagem dupla e, portanto, garantir que
cada foliculo foi contado apenas uma vez,
independentemente do tamanho.

A ativacdo dos foliculos foi
avaliada de acordo com o descrito por
Bertoldo et al. (2014), considerando
como primordiais os foliculos que
apresentaram odcito esférico ou ovoide,

rodeado por uma camada simples de

células da granulosa achatadas ou
pavimentosas; de transicdo os foliculos
com pelo menos uma célula da granulosa
com o formato culbico; primarios os
foliculos com uma Unica camada de
células da granulosa cubicas em torno do
odcito e secundarios aqueles
apresentando odcito circundado por duas
ou mais camadas de células da granulosa
cubicas. Considerou-se como foliculos
ativados os classificados como transicéo,
primario e secundario.

Os foliculos foram ainda
classificados como  normais  ou
degenerados, baseando-se na avaliacéo
do nucleo e citoplasma das células da
granulosa e dos odocitos, segundo Silva et
al. (2004). O crescimento foi avaliado
pela mensuracdo dos diametros do
foliculo e do o0cito, em micrometros
(um), sendo calculados a partir da média
de duas medidas perpendiculares,
realizadas em programa computacional
de analise de imagens - Image J (Fiji
1.46) (FERREIRA et al, 2012).

ApoOs avaliacdo estatistica dos
parametros acima citados, selecionou-se
as concentracfes que forneceram melhor
rendimento e qualidade folicular e
pesquisou-se a presenca de espécies
reativas ao oxigénio (ROS) conforme
descrito abaixo.

Deteccao de ROS in situ

A deteccdo de Espécies Reativas ao
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Oxigénio (ROS) foi baseada na metodologia
descrita por Tsai-Turton & Luderer (2006),
com adaptacbes. Utilizou-se 8 ovarios,
cultivados como descrito anteriormente e,
apés o cultivo experimental, os fragmentos
de ovérios foram incubados por mais 30
minutos, com 100 pmol/L de 5-(e-6)-
carboxi-2',7'-diacetato de diclorodi-
(CM-H;DCFDA;
Molecular Probes, Life Technologies,
Eugene, EUA) em a-MEM™ a 39 °C e 5%
CO,. Apds a incubagdo, os fragmentos

hidrofluoresceina

foram lavados com PBS, fixados em
formalina seguido de etanol a 70%,
desidratados e finalmente incluidos em
parafina. SeccOes seriadas (5 pm) foram
montadas em |&minas de microscopia,
secadas durante a noite a 37 °C,
desparafinizada em xilol e hidratada em
concentracbes decrescentes de etanol.
Finalmente as seccBes foram examinadas e
fotografadas com auxilio de microscopio de
epifluorescéncia Leica (Software Leical.as-
AF), modelo DM 5500B, usando filtro L5,
espectro de cor Dig. Para cada tratamento,
foram analisadas 10 seccbes do mesmo
ovario de quatro diferentes animais, e a
intensidade da fluorescéncia foi medida
avaliando a razéo entre a area fluorescente e
a area total, usando o Software Gimp.

Para as condi¢fes experimentais do
teste descrito, apenas os grupos SC1, SC8
e CC foram analisados, com base nos

resultados obtidos nas andlises acima

mencionadas.
Anélise estatistica

Os dados morfométricos dos
foliculos (didmetro folicular e do odcito)
foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA one-way), seguidas pelo teste
de multiplas comparacdes de Tukey
(GraphPad.Prism; versdo 5.0; 2007).
Quando os dados ndo foram considerados
dentro da normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnoy, os valores foram
transformados em logaritmo natural ou
raiz quadrada. O diametro folicular esta
apresentado como meédia + erro padréo.
Resultados de  ativagdo  folicular
(primordial/desenvolvimento) e
morfologia (normal/degenerado) foram
submetidos ao teste exato de Fischer e
apresentados em percentuais. Valores
foram considerados significativos quando
P< 0,05. Os dados para deteccdo de ROS
foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA one-way), seguidas pelo teste
de maltiplas comparacdes de Tukey
(GraphPad.Prism; versdo 5.0; 2007).
Quando os dados ndo foram considerados
dentro da normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnoy, os valores foram
transformados em raiz quadrada. Valores
foram considerados significativos quando
P< 0,05.

Resultados

A avaliacdo bioguimica bésica do
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EEB de S. convoluta revelou a presenga
de fendis e flavonoides. Pelo uso do
método do sequestro do radical livre
DPPH o extrato revelou atividade
antioxidante superior aos padrbes &cido
ascorbico (AA), butilhidroxianisol (BHA)
e butilhidroxitolueno (BHT) e pelo
método da inibicdo da auto-oxidacdo do
betacaroteno, o extrato revelou atividade
antioxidante superior ao padrdo é&cido
ascorbico (AA) (Tabela 1).

Apos a cultura, houve
significativa reducdo na porcentagem de
foliculos primordiais e aumento na
porcentagem de foliculos em crescimento
(transicdo e primarios) em todos os
tratamentos comparado aos  grupos

controle ndo cultivado e controle

cultivado (P< 0,05; Fig. 1). Em adicéo, o
tratamento contendo 0,1 mg/mL e 0,8
mg/mL de S. convoluta apresentam
porcentual significativamente maior de
ativacdo  (transicio e  primarios)
comparado aos demais tratamentos (P <
0,05; Fig. 1).

Ap6s 8 dias de cultura, a
porcentagem de foliculos
morfologicamente normais foi maior (P <
0,05) em todos os tratamentos comparado
ao controle cultivado (Fig. 2). Além
disso, o tratamento contendo 0,8 mg/mL
de S. convoluta apresentou menor
percentual de foliculos degenerados
quando comparado aos demais grupos (P

< 0,05; Fig. 3).

Tabela 1 — Determinacdo de Fenois totais (FT), flavonoides totais (FVT) e atividade
antioxidante em extrato etandlico bruto de S. convoluta (EEBSC).

Amostra FT FVT DPPH B-caroteno
(mgEqAG/g) (mgEqCAT/g) (ICs0, ug/mL) (% AA, 1000 pg/mL)

EEBSC 66,33 +5,00 631,5+ 16,77 80,71+ 8,76 57,00 + 4,97

BHA - - 4,66 + 0,69 96,43 + 1,67

BHT - - 10,75 +£0,17 97,5+ 5,59

AA - - 3,44 +£0,26 2,97+ 2,36

Para fendis e flavonoides totais os resultados sdo expressos em mg de equivalente de acido gélico (EAG) por grama de
amostra. FT: Fendis totais; FVT: Flavonoides totais; DPPH: avaliacdo da reducdo do radical DPPH ; B-caroteno:
determinago da atividade antioxidante por meio do sistema de co-oxidagdo B-caroteno/acido linoleico. Controle positivo
0 padréo &cido ascorbico (AA), butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT). EAG= equivalente de &cido

galico; ECAT= equivalente de catequina.
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Figura 1: Porcentagens de foliculos ativados e ndo ativados de acordo  FIGURA 2: Percentuais (%) de foliculos normais e degenerados apés cultivo
com as diferentes concentragdes de EEB de S. convoluta. Controle e diferentes concentragbes de EEB de S. convoluta. Controle fresco/ ndo
fresco/ ndo cultivados (CNC), cultivado em MEM ECC) e cultivados  cyltivados (CNC), cultivado em MEM (CC) e cultivados em MEM
em MEM suplementado com diferentes concentragbes de EEB de S.  gyplementado com diferentes concentraces de EEB de S. convoluta (SC1;

convoluta (SC1; SC2, SC4 e SC8). As letras diferentes denotam  sc2  SC4 e SC8). As letras diferentes denotam diferencas significativas
diferencas significativas entre os tratamentos (P <0,05). entre os tratamentos (P <0,05).

FIGURA 3: Cortes histolégicos de fragmentos ovarianos ovinos corados com hematoxilina e eosina, ap6s 8 dias de cultivo. Foliculos normais
(+) e degenerados (*).

Nenhuma diferenca significativa (P >0,05) no diametro folicular e do odcito foi
observada entre os tratamentos para as categorias (primordial, transicdo e primario) apés o
periodo de cultura in vitro. Entretanto, o didmetro folicular e do odcito nos foliculos
secundarios foi significativamente maior nos tratamentos com 0,4 e 0,8 mg/mL S.
convoluta comparado ao controle cultivado (P <0,05; Figuras 4 e 5).

Quanto a presenca de ROS no tecido ovariano, foi observado que o tratamento com EEB
de S. convoluta (0,1 e 0,8 mg/mL) reduziu o percentual de area marcada com DCFDA quando
comparado ao grupo controle . Além disso, o tratamento contendo 0,8 mg/mL de S. convoluta
apresentou menor formacdo de ROS comparado a concentra¢do de 0,1 mg/mL (P < 0,05;
Figuras 6 Ae B).
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FIGURA 4: Diametro de foliculos de acordo com a categoria e
ativagdo apos cultivo com diferentes concentragdes de EEB de S.
convoluta. Controle fresco/ ndo cultivados (CNC), cultivado em
MEM (CC) e cultivados em MEM suplementado com diferentes
concentragOes de EEB de S. convoluta (SC1; SC2, SC4 e SC8). As
letras diferentes denotam diferengas significativas entre os
tratamentos (P <0,05).
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FIGURA 5: Diametro de odcito de acordo com a categoria e ativagdo
apds cultivo com diferentes concentracdes de EEB de S. convoluta.
Controle fresco/ ndo cultivados (CNC), cultivado em MEM (CC) e
cultivados em MEM suplementado com diferentes concentracdes de
EEB de S. convoluta (SC1; SC2, SC4 e SC8). As letras diferentes
denotam diferencgas significativas entre os tratamentos (P <0,05).
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FIGURA 6: (A) Imagens representativas dos niveis de ROS intracelular, (A1) imagem mostra DCF fluorescéncia em tecido pertencente ao grupo
controle cultivado (CC). (A2) e (A3) imagens mostram DCF fluorescéncia em tecidos pertencente aos grupos tratados com S. Convoluta nas
concentragOes de 0,1 e 0,8 mg/mL, respectivamente. (B) Percentual de &rea marcada por diacetato de 20,70-diclorofluoresceina (H2DCFDA)
(Molecular Probe), para mensurar espécies reativas ao oxigénio (ROS) intracelular, apés cultivo in vitro de foliculos inclusos no tecido ovariano
com diferentes concentracbes de EEB de S. convoluta. Controle cultivado em MEM (CC) e cultivados em MEM suplementado com diferentes
concentracOes de EEB de S. convoluta (SC1 e SC8). As letras diferentes denotam diferencas significativas entre os tratamentos (P <0,05).

Discusséo

Este constitui o primeiro estudo a
demonstrar o efeito benéfico do extrato
de S. convoluta no cultivo in situ de
foliculos ovarianos de ovinos. No
presente estudo, foi possivel identificar e
quantificar fendis totais, flavonoides
totais e capacidade antioxidante do

extrato etanolico de S. convoluta.

Segundo estudo realizado por
Macédo (2019) fracbes do EEB de S.
convoluta demostraram a presenca de
flavonoides, derivados antracénicos,
quinonas, triterpenos e esteroides, agentes
ja citados como antimutagénicos e
anticancerigenos (Castro, 2008; Ugaz,
1993), com propriedades Uteis para 0
desenvolvimento  folicular  saudavel,
porém, ainda sem historico de uso na

foliculogénese in vitro.
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Nossos resultados mostraram que
apés 8 dias de cultura, todos o0s
tratamentos aos quais os fragmentos
ovarianos foram submetidos permitiram a
ativacdo dos foliculos primordiais para
foliculos em desenvolvimento, porém, os
fragmentos cultivados com EEB de S.
convoluta apresentaram maior percentual
de ativacdo folicular e menor percentual
de degeneragdo celular, principalmente
na concentracdo de 0,8 mg/mL. Fato que
pode ser atribuido ao aporte energético-
nutricional  estabelecido no  meio
(JOZWIK, 1999).

Fisiologicamente, 00citos
possuem certo grau de protecdo contra o
estresse oxidativo, pois o fluido folicular
possui antioxidantes. Contudo, fora do
ambiente fisiologico, os odcitos perdem a
sua defesa natural e fatores como o
consumo de oxigénio e nutrientes, e a
interferéncia da luz, podem aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio
(Wang et al, 2002; Livingston et al,
2009). , assim, medidas de suporte como
a adicdo de antioxidantes ao meio de
cultivo, devem ser tomadas (Wang et al,
2002).

O menor percentual de
foliculos degenerados observado no
grupo suplementado com EEB de S.
convoluta, poder ser atribuido a atividade

citoprotetora do extrato em virtude do seu

potencial antioxidante demonstrado por
seus constituintes, flavonoides,
considerado antioxidante mais eficientes
que a vitamina C (&cido ascorbico),
vitamina E (a-tocoferol) e [-caroteno
(GAO et al, 2001) e que  possue
adicionalmete a propriedade de
sequestrar as ROS, efeito demonstrado
pela reducéo significativas nos niveis de
ROS intracelular nos grupos SC1 e SC8.
(LOPEZ-REVUELTA et al, 2006).

A falta de alteracdo no tamanho
do odcito e do foliculo entre os
tratamentos é justificavel pela auséncia
de fatores de crescimento e hormdnios
enriquecendo o meio de cultivo utilizado,
pois, para a regulacdo da proliferacdo e
diferenciacdo celular é necessario a
interacdo entre os fatores locais e
enddcrinos (Silva, 2006). A acdo de
substancias como as gonadotrofinas e
somatotrofinas & necessaria durante este
processo de crescimento, pois atuam
permitindo o retorno do desenvolvimento
(Levi-setti, 1004; Williams, 1990).

O meio para cultivo celular
difundido no mercado e utilizado
rotineiramente possui substancias como
glicose, vitaminas e aminodcidos,
responsaveis pela sobrevivéncia folicular
(Hartshorne, 1997). Porém, os custos para
compor tal meio encarecem o0s estudos,
fazendo a nossa descoberta talvez uma

importante alternativa para baratear as
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pesquisas  envolvendo preservacéo
folicular.

Com base nos resultados,
conclui-se que a adicdo do extrato
etandlico bruto de Selaginella convoluta
no cultivo in vitro de foliculos inclusos
em tecido ovariano ovino mantém a
sobrevivéncia folicular, promove o
desenvolvimento e diminui a formacéo de
ROS no cultivo de foliculos in situ. A

concentracdo de 0,8 mg/mL deve ser
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7. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, o uso do EEB de S. convoluta foi eficaz para a manutencéo
da qualidade folicular durante o cultivo in situ de tecido ovariano, conservou a
morfologia celular e estimulou o desenvolvimento folicular em todas as condicdes de
cultivo. Porém, na concentracdo de 0,8 mg/mL permitiu maior ativacdo, menor

degeneracdo dos foliculos e redugdo na producéo de ROS.

Porém, apesar da planta S. convoluta fitoquimicamente demonstrar
caracteristicas que sdo viaveis para a sobrevivéncia folicular e esta pesquisa apresentar
resultados promissores no uso da referida espécie vegetal como suplemento no meio de
cultivo de foliculos ovarianos, outras pesquisas devem ser realizadas no intuito de
avaliar e caracterizar especificamente as substancias envolvidas na atividade

citoprotetora observada nesta pesquisa.
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