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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adicdo do antioxidante anetol sobre a sobrevivéncia, o
desenvolvimento e o perfil de metilagao de foliculos ovarianos caprinos cultivados in vitro. Para tanto, ovarios
caprinos foram coletados em abatedouro local e de cada par ovariano, foliculos secundarios tardios (FOPAs)
e antrais iniciais (FOAs) foram mecanicamente isolados. Os FOAs e uma parte dos FOPAs foram denominados
controle nao cultivado/fresco (D0), os quais foram analisados quanto ao perfil de metilagdo (PM) do DNA
através da técnica de imunofluorescéncia. Os demais FOPAs foram destinados ao cultivo in vitro nos
seguintes tratamentos: meio de base alfa-Meio Essencial Minimo modificado (x-MEM+) na auséncia
(tratamento controle cultivado) ou presenca de 300 pg/mL de anetol (tratamento anetol). Os foliculos foram
cultivados individualmente em gotas de 100 uL de meio em placa de Petri sob 6leo mineral, a 38,5°C e 7,5%
de CO2 em atmosfera, durante 6 dias. Os parametros avaliados foram: morfologia, sobrevivéncia,
desenvolvimento folicular e o perfil de metilagao do DNA dos foliculos antes e apds o cultivo in vitro, além
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs). Observou-se que apos 6 dias de cultivo, nenhum dos
parametros relacionados a morfologia e desenvolvimento folicular (foliculos normais, extrusos ou
degenerados, taxa de formacdo de antro, diametro folicular e taxa de crescimento diario) apresentou
diferenca entre os tratamentos (P > 0,05). Nesse mesmo sentido, as taxas de EROs foram semelhantes entre
os tratamentos (controle cultivado x anetol - P > 0,05). Em relagdo ao PM, FOAs crescidos in vitro
apresentaram maiores (P in vivo (FOPAs tardios e FOAs iniciais). Em conclusdo, o PM folicular sofreu
alteracdo durante a formacgao da cavidade antral in vitro (transicao de FOPAs para FOAs).
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INTRODUCAO
Nas ultimas décadas, diferentes biotecnologias no campo da reprodugao assistida, tanto em humanos como

em animais, tém sido desenvolvidas para o tratamento de infertilidade humana, bem como para maximizar a
reproducdo de animais de alto valor zootécnico. Dentre essas biotécnicas reprodutivas, destaca-se o cultivo in
vitro de foliculos ovarianos, também conhecido como ovario artificial. O cultivo in vitro folicular (CIVF)
permite recuperar os foliculos ovarianos pré antrais (FOPAs) e antrais (FOAs) antes que se tornem atrésicos,
cultiva-los até sua completa maturagdo, para obter um grande nimero de odcitos competentes que poderdo
ser utilizados por outras biotécnicas, como a producédo in vitro de embrides (PIVE; FIGUEIREDO et al., 2019).
Em caprinos, os resultados mais promissores do CIVF de FOPAs alcancaram apenas baixas taxas de o6citos
maturos e de embrides produzidos (MAGALHAES et al., 2011). Nessa mesma espécie, o CIVF de FOAs ja
alcangou uma representativa taxa de oécitos maturos (57,7%) e prenhez (SA et al., 2020). Esse baixo
rendimento pode estar ligado as condig0es in vitro, como a composicdo inadequada do meio e a producao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs - estresse oxidativo). O estresse oxidativo pode causar
danos aos componentes celulares (organelas e DNA), resultando em anormalidades epigenéticas, como
alteracdo no perfil de metilagao (PM) do DNA (YU et al., 2018).

O perfil de metilagdo (PM) do DNA, envolve a adigao do radical (CH3) nos residuos de lisina (K) das histonas,
que podem normalmente ativar ou silenciar a expressdo génica durante os processos de oogénese,
foliculogénese e embriogénese (SENEDA et al., 2008; SOUZA-CACERES et al., 2017). Trimetilacao de
H3K4me3 estd associada com a ativagdo, enquanto a H3K9me3 estd associada com o silenciamento da
expressao génica, o que tem um papel critico na regulacao de diversos processos reprodutivos (YU et al.,
2018). O nivel de metilagao nos residuos K é controlado por enzimas lisinas metiltransferases (KTMs) que
transferem o CH3, e lisinas desmetilases (KDMs) que removem o CH3. Dentre as KDMs, destacam-se a
KDM1A de H3K4me3 e KDM3A de H3K9me3 (LIU et al., 2020). Diversos autores tém observado que o EO no
CIVF ocasiona um desbalanco no PM, afetando principalmente a expressao de genes que codificam fatores
pardcrinos e enzimas cruciais para a regulagao génica (YU et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que os antioxidantes podem ter um papel importante na regulagdo do PM in vitro
(YU et al., 2018; SAEEDABADI et al., 2018). Nossa equipe mostrou pela primeira vez o efeito do antioxidante
anetol durante o CIVF de FOPAs e FOAs iniciais isolados (caprino: SA et al., 2017, SA et al., 2020).
Entretanto, apesar dos resultados encorajadores com o anetol, o seu impacto sobre a regulacdo epigenética
em foliculos cultivados in vitro ndo é conhecido. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os
efeitos do anetol durante a transicdo de FOPAs (secundarios tardios) para FOAs (antrais iniciais) caprinos

isolados formados in vitro, dando enfoque ao PM.

METODOLOGIA
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da

Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE; No 00609605/2020).

Para este fim, ovarios de cabras adultas sem raca definida (n= 72) foram coletados em abatedouro local, e
transportados ao laboratério em MEM-HEPES por no méximo 1 h a 4 °C (CHAVES et al., 2008).

Foliculos pré-antrais secundarios tardios (FOPAs) e antrais iniciais (FOAs) foram isolados e selecionados e,
logo apds, todos os FOAs (n=33) e parte dos FOPAs (n=24) foram aleatoriamente destinados ao controle
fresco/ndo cultivado (D0) para avaliagdo do perfil de metilagdo do DNA (PM). Os demais FOPAs (n= 94)
foram destinados, aleatoriamente, ao cultivo in vitro, nos seguintes tratamentos: meio de base a-MEM
modificado (a-MEM+) na auséncia (tratamento controle cultivado - n= 47) ou presenca de 300 pg/mL de

anetol (tratamento anetol - n= 47; SA et al., 2017). Os FOPAs foram cultivados individualmente por 6 dias em
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gotas de 100 puL de meio de base sob d6leo mineral, a 38,50C em atmosfera umidificada com 7,5% de CO?2,
durante 6 dias.

Ao final do cultivo, os foliculos oriundos dos diferentes tratamentos in vitro (FOPA tardios que nao formaram
antro e FOA iniciais crescidos in vitro) foram avaliados quanto a morfologia folicular (sobrevivéncia,
diametro, taxa de crescimento e formacdo de antro) utilizando estereomicroscépio e histologia. No entanto,
somente os foliculos que formaram antro durante o cultivo, e que consequentemente geraram FOA iniciais
crescidos in vitro foram avaliados quanto aos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) no meio
coletado, apos o cultivo. Cabe salientar que tanto nos FOPA e FOA né&o cultivados (secundarios tardios e
antrais iniciais), como nos foliculos antrais iniciais crescidos in vitro foi avaliado o PM, por meio da
imunolocalizacao das proteinas histonas H3K4me3 e H3K9me3.

Os dados estatisticos foram apresentados como média (+ EPM) ou percentagem. Para comparagao de médias
foi utilizada ANOVA seguida por um teste LSD de Fisher, e teste T ndo pareado para comparacoes entre
grupos. A associacdo entre as variaveis foi avaliada pelo teste de correlacdo de Pearson. As diferengas foram

consideradas significativas quando P

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo investigou pela primeira vez o impacto do anetol sobre o perfil de metilacdao do DNA
(H3K4me3 e H3K9me3) em foliculos cultivados in vitro.

Relacionado a morfologia folicular apds o cultivo in vitro, foi possivel observar que as taxas de foliculos
morfologicamente normais, extrusos ou degenerados, a taxa de formacao de antro e ainda as taxas de
didmetro folicular e crescimento diario ndo diferiram entre os tratamentos (controle e anetol) (P > 0,05). De
forma semelhante, os niveis de EROs avaliados nos meios de cultivo coletados foram semelhantes (P > 0,05)
entre os tratamentos controle e anetol, apds 6 dias de cultivo.

Os niveis de H3K4me3 e H3K9me3 foram semelhantes (P > 0,05) entre os odcitos e células da granulosa de
todas as categorias foliculares estudadas (FOPAs tardios e FOAs iniciais crescidos in vivo, bem como FOA
iniciais crescidos in vitro na auséncia ou presenca de anetol). Independente do compartimento folicular
(oocitos ou CG), niveis similares de H3K4me3 e H3K9me3 (P > 0,05) foram observados entre FOPAs e FOAs
crescidos in vivo.

Quando os FOAs crescidos in vitro foram considerados, niveis superiores (P in vitro foram comparados aos
foliculos crescidos in vivo, resultados distintos foram obtidos no tratamento controle e anetol. Por exemplo,
FOAs iniciais crescidos in vitro no tratamento anetol apresentaram maiores (P

A metilacdo nos residuos K4 e K9 da histona H3 nas GC esta envolvida com a regulagao da foliculogénese
decorrente da dinamica transcrigdo génica nesse processo, o qual exige uma modulacdao da cromatina
(SENEDA et al., 2008). Um estudo prévio realizado pela nossa equipe, utilizando foliculos pré-antrais inclusos
em tecido ovariano revelou niveis semelhantes de H3K4me3 entre os foliculos primordiais e em
desenvolvimento (SILVA et al., 2022). A presenga de H3K4me3 foi detectada em odcitos e CG, desde o
estadio de foliculo primario até foliculos antrais suinos (SENEDA et al., 2008) e murinos (SHA et al.,2020).
Porém, ao contrario do nosso estudo, Seneda et al. (2008) mostraram que a H3K4me3 foi drasticamente
reduzida nas CG suinas, enquanto Sha et al. (2020) observaram que a H3K4me3 aumentou tanto em odcitos
como em CG murinas, durante o desenvolvimento folicular. A presenca de H3K9me3 foi descrita em odcitos
imaturos e CG de FOPAs inclusos em tecido ovariano de babuinos (BAUMMAN et al., 2015), e em odcitos
imaturos de foliculos antrais ovinos (HOU et al., 2008). Além disso, Russo et al. (2013) mostraram um nivel
estacionario de H3K9me3 em odcitos imaturos durante a transicdo de grandes foliculos pré-antrais a antrais,

0 que corrobora com nossos achados.
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CONCLUSOES

Em conclusdo, o PM (H3K4me3) foi alterado durante a formacdo do antro in vitro (transicao de FOPA para
FOA - foliculogénese in vitro). Interessantemente, o anetol aumentou os niveis de H3K4me3 nas CG e o6citos
de FOAs crescidos in vitro em relagao ao tratamento controle, bem como nos FOPAs e FOAs iniciais crescidos
in vivo. Considerando que a H3K4me3 esta relacionada com a ativacao da expressao de genes chave
relacionados a foliculogénese, esta modulacao epigenética diferenciada do anetol poderia contribuir para a

produgao de oécitos de boa qualidade, melhorando, por conseguinte, o cultivo in vitro folicular.
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