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RESUMO

O objetivo deste estudo consistiu em analisar a resposta oocitéria a presenca do antioxidante anetol durante
a MIV de odcitos sobre as taxas de maturacao e PIVE na espécie caprina. Para tanto, CCO oriundos de
slincing de ovarios frescos, foram selecionados e lavados em meio de MIV (TCM 199+). Para avaliar o efeito
do anetol adicionado ao meio de MIV, os CCO foram foram distribuidos aleatoriamente e maturados na
auséncia (tratamento controle) ou presenca de 30 pg/mL (tratamento AN30), 300 pg/mL (tratamento AN300)
ou 2000 pg/mL (tratamento AN2000) de anetol. Os oécitos foram maturados em grupo (10 pL de meio/COC)
sob 6leo mineral a 38,5 °C com 7,5% de CO2 no ar por 24 h. Ao fim, parte dos CCO foi destinada para
avaliagdo da viabilidade e configuracdo da cromatina e outra parte destinada para ativagdo oocitaria
partenogenética e posterior avaliacdo do desenvolvimento embrionario. Observou-se que AN30 aumentou as
taxas de MII e de clivagem quando comparado aos outros tratamentos, assim como a viabilidade e a
producao de embrides in vitro quando comparado ao tratamento controle. Além disso, o tratamento com
anetol a 2000 pg/mL diminuiu as taxas de maturacdo oocitaria e de clivagem de clivagem quando comparado
a outros tratamentos e a producdao de embrides se comparado aos tratamentos controle e AN30. Em
conclusao, o anetol exerceu um efeito dependente da concentracdo durante a MIV de COCs de cabra.
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INTRODUCAO
A maturacdo in vitro (MIV) é uma biotécnica que visa proporcionar a aquisi¢ao de odcitos competentes, aptos

a fertilizacdo e posterior desenvolvimento embrionério (Hyttel et al, 1997). Associada a producao in vitro de
embrioes (PIVE), visa prover um largo nimero de odcitos maturos que possam ser utilizados em escala
produtiva. Pode ser também uma ferramenta aplicada a reproducao humana, compondo as tecnologias de
reproducdo assistida, e ainda, aplicada a pesquisa basica. Contudo, no contexto da produgdo animal, esta
tecnologia ainda resulta em baixo nimero de embrides e de mé qualidade. A dificuldade em se produzir bons
resultados estéd correlacionada a varios fatores, incluindo o estresse oxidativo (EO) durante a maturacdo in
vitro.

Diante dos efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio (EROs) e EO sobre os componentes celulares,
sobrevivéncia e competéncia oocitaria, diversos autores buscam aprimorar os meios de maturagdo in vitro de
odcitos caprinos, fazendo suplementagao com substancias, especialmente de origem natural, com potencial
antioxidante, . Em destaque, estudos recentes vém demonstrando os efeitos benéficos da capacidade
antioxidante no anetol na MIV (Sa et al., 2019) e cultivo in vitro de embrides (Anjos et al., 2019). Nos tultimos
anos, esse composto apresentou resultados promissores quando associados a biotécnicas reprodutivas,
especialmente no cultivo in vitro folicular (S& et al., 2017; S& et al., 2018; S4 et al., 2020) e na MIV de
bovinos (Sa., 2019, Anjos et al., 2019, Janini et al., 2023).

Embora efeitos positivos do anetol tenham sido atribuidos a partir de sua inclusdo em meios de cultivo para
finalidades distintas, até o momento ndo foi avaliado o efeito do anetol em diferentes concentragées em
adicao ao meio de maturacao in vitro na espécie caprina. Diante disso, esse estudo objetivou avaliar os
efeitos do anetol no meio de maturagao de odcitos de caprinos sobre a taxas de maturagdo oocitdria,
viabilidade e as taxas de clivagem e de blastocistos e o numero de células por blastocisto apés ativagao

partenogenética.

METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Estadual do Cearda (CEUA-UECE; No 01539310/2022.).

Para este fim, ovéarios de cabras adultas sem raga definida foram coletados em abatedouro local e
transportados ao laboratério em MEM-HEPES com antibidticos por no méximo 2 h a 33-35°C (S4 et al.,
2020).

No laboratorio, os ovarios foram lavados em meio MEM-HEPES suplementado com penicilina (100 pug/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). Em seguida, os COC foram recuperados de foliculos antrais localizados no
cortex ovariano por slicing usando laminas cirtrgicas (n°24) sob condigdes estéreis. Os CCO foram
selecionados em solugdo salina tamponada com fosfato Dulbecco (D-PBS) suplementada com glicose (5,56
mM), piruvato de sédio (1,25 mM), heparina sédica (15 pg/mL), vermelho de fenol (8 ng/mL) e canamicina
(10 pg/mL), sob estereomicroscopio (SMZ 645 Nikon, Toéquio, Japdo), e imediatamente destinados para a
MIV.

Para avaliar o efeito do anetol adicionado ao meio de MIV de odcitos caprinos, os COC foram distribuidos
aleatoriamente nos seguintes tratamentos, a saber: 1) Odcitos maturados in vitro na auséncia (tratamento
controle) ou presenca de 30 pg/mL (tratamento AN30), 300 pg/mL (tratamento AN300) ou 2000 png/mL
(tratamento AN2000) de anetol. Os CCO foram distribuidos aleatoriamente e incubados em grupo em gotas
de meio na proporcdo 10 pL de meio/COC sob éleo mineral a 38,5 °C e em atmosfera umidificada com 7,5%
de CO2 no ar por 24 horas. O meio de base consistiu em meio de cultivo de tecido 199 (TCM-199)

suplementado com 1 pg/mL de 17-B-estradiol, 5 ug/mL de hormonio luteinizante (LH), 0,5 ng/mL de hormdnio
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foliculo estimulante recombinante (rFSH), 10 ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGF), 1 mg/mL de

albumina sérica bovina (BSA), 22 pg/mL de piruvato, 50 ng/mL de fator de crescimento semelhante a insulina
I (IGF-I) e 100 pM/L de cisteamina (CADENAS et al., 2017), denominado como TCM199+. O experimento foi
replicado cinco vezes e 30 o6citos foram usados por tratamento.

Apoés a MIV, para avaliacao da configuracao da cromatina por fluorescéncia, parte dos COC de cada
tratamento foram desnudados mecanicamente e incubados individualmente com Hoechst 33342 e 1% de
glutaraldeido, e processados como descrito previamente (Cadenas et al., 2017). De acordo com a
configuragdo da cromatina, os odcitos foram classificados como vesicula germinativa (VG), metafase I (MI),
metéfase II (MII), ou degenerado, quando a cromatina apresentava a configuragao anormal.

Apods a MIV, os COC restantes foram desnudados e destinados a ativacdo partenogenética e cultivo
embrionario. Para este fim, odcitos foram incubados em meio TCM-HEPES, contendo soro fetal bovino (FBS)
e ionomicina, em fase escura, e posteriormente em 6-DMAP por 4 horas. Apds isso, os presumiveis zigotos
foram lavados em meio de cultivo embrionario 1(G1 TM, Vitrolife, Gothemburg, Sweden) suplementado com
BSA e cultivados neste mesmo meio durante 3 dias. Depois, os embrides foram avaliados quanto ao
percentual de clivagem, sendo realizada a troca total de meio G1 para o meio de cultivo embrionario 2 (G2
TM, Vitrolife, Gothemburg, Sweden), e cultivados por mais 4 dias. O cultivo embriondrio in vitro foi realizado
a 38,5 °Ce b5 % de CO2, por 7 dias. Apds o cultivo embrionario, os embrides foram fixados em PBS com 0,1 %
de BSA e 1% de glutaraldeido e incubados em Hoechst 33342 para andlise da qualidade dos blastocistos.
Apoés confeccdo em laminas, os embrides foram examinados sob um microscépio invertido equipado com
epifluorescéncia (Nikon, Eclipse 80i, Téquio, Jap&o), usando o programa NIS - Elements (versdo de software
3.00).

As analises estatisticas foram desenvolvidas no software de projeto R. A normalidade (teste de Shapiro-Wilk)
e a homogeneidade de variancia (teste de Levene) foram previamente avaliadas. A comparagao de médias ad
hoc foi analisada por meio de ANOVA unidirecional seguida pelo teste post-hoc de Tukey. As varidveis
categoricas, resultantes em proporgdes foram analisadas entre os tratamentos pelo teste do Qui quadrado.
Todos os valores sdao apresentados como média (+ erro padrao da média, EPM) ou percentuais, de acordo

com cada variavel estudada. A significancia estatistica foi definida como P

RESULTADOS E DISCUSSAO
Esse trabalho é o primeiro relato na literatura da utilizagdo do anetol como suplemento e seus efeitos na
maturagdo in vitro de odcitos e posterior produgao de embrides na espécie caprina.
O numero de odcitos submetidos a MIV, taxas de odcito em vesicula germinativa, ruptura de vesicula
germinativa (RVG), metéfase I, metafase II e o6citos degenerados sdo mostrados na tabela 1. Nenhuma das
concentracées de anetol utilizadas influenciou no estagio de VG comparado ao controle (P>0,05). Apesar
disso, as taxas de RVG e MI foram superiores em AN2000 comparados a AN30 e AN300 (P0,05).

Tabela 1. Porcentagem de odcitos degenerados (DEG), vesicula germinativa (VG), ruptura da vesicula

germinativa (RVG), metafase I (MI) e metafase II (MII).
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Qaocitos Retomada da meiose
Trat t VG(% RVG (% MI(% MII(%
ratamento degenerados (%) ) *o) (*%) (%) (%)

Controle 22,89 (19/83)* 843 (7/83)"®  2.41(2/83)® 16,87 (14/83)"® 49,4 (41/83)° 68,67 (57/83)*

B AB B B A A
AN30 8.20 (5.61) 9.84 (6/61) 0.00 (0/61) 8.20 (5/61) 73,77 (45/61) 81.97 (50/61)
AN300 19.44 (14/72)*% 12,50 (9/72)* 417 (3/72)° 972 (7/72)° 54,17 (39/72)° 68.06 (49/72)*
AN2000 1528 (11/72)*8 2,78 (2/72)  27.78 (20/72)* 26,39 (19/72)*  27.78 (20/72° 81,94 (59/72)*

A-C indicam diferencas significativas entre os tratamentos.

Em trabalhos com a espécie bovina, Sa et al. (2019) e Anjos et al. (2019) observaram que a suplementagao da
MIV com anetol em diferentes concentracdes (30 pg/mL, 300 pg/mL ou 2000 png/mL) nao foi eficaz em
aumentar a taxa de od6citos maturados em relacdo ao tratamento controle. Diferentemente desses achados, o
presente trabalho demonstrou um efeito concentragdo-dependente do anetol na maturagao nuclear de odcitos
caprinos maturados in vitro. Nossos achados demonstram que menores concentragoes de anetol (30 pg/mL)
resultaram em maiores taxas de maturacdo oocitéria.

As taxas de clivagem e produgao de embrides (mérula+blastocistos) apds ativagao partenogenética e cultivo
embriondario sdo mostradas nas Figuras 1A e 1B, respectivamente. Maiores taxas de clivagem foram
observadas no tratamento AN30 em comparacao aos demais tratamentos (P0,05). AN2000 reduziu de forma

significativa a producao de embrides em relacdao aos demais tratamentos.
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Figura 1. Efeitos da suplementacdo com anetol na MIV sobre marcadores de estresse oxidativo. Unidades
arbitrarias de fluorescéncia para potencial de membrana mitocondrial (A) EROs intracelular (B) e niveis de

peréxido de hidrogénio no meio de MIV (C). A-B indicam diferencas significativas entre os tratamentos.

No presente estudo, a suplementagao de anetol a 30 pg/mL durante a MIV aumentou tanto a taxa de
clivagem quanto a producao de embrides partenotos. Um estudo recente mostrou que o anetol promoveu a
ativagdo da via de sinalizagdo Sonic Hedgehog (SHH) em embrides suinos de 2 dias (Joo et al., 2023).
Curiosamente, a suplementacdo de proteina SHH durante MIV de odcitos caprinos (Wang et al., 2017)
resultou em maiores taxas de MII, e subsequentemente, na producéo de embrides. A sinalizagdo SHH é uma
via crucial para a proliferacao e diferenciacao celular, atuando como um regulador bem conhecido do ciclo
celular (Araujo et al., 2014). Consequentemente, no estudo atual, é plausivel que as melhorias observadas na
maturagao do odcito e na producdo subsequente de embrides apds a suplementagao de anetol durante a MIV
possam ser atribuidas a ativacdo da via de sinalizagdo SHH dentro dos COCs. No entanto, essa hipotese deve
ser testada em estudos posteriores. O efeito da suplementagao de anetol durante a MIV impactando a

producdo de embrides foi observado anteriormente em espécies bovinas, nas quais 300 pg/mL aumentaram
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as taxas de clivagem, o desenvolvimento do embrido (Sé et al., 2019) e a producdo de blastocistos (Anjos et
al., 2019) apos a fertilizagao in vitro e cultivo embrionario, demonstrando que o efeito da suplementacdo de
anetol durante a MIV impacta diretamente o desenvolvimento subsequente do embrido. Neste estudo, a
suplementacao de anetol durante a MIV de COCs caprinos produziu maiores taxas de producdao de embrides
in vitro (morulas e blastocistos) em comparagdo com outros estudos que usaram crocetina (Menéndez-Blanco

et al., 2020) e acido alfa-lipdico (He et al., 2021) como antioxidantes em espécie caprina.

CONCLUSOES

Em conclusao, o anetol exerce um efeito dependente da concentracao durante a maturagao in vitro de COCs
caprinos. A suplementacao do meio de base de MIV com 30 pug/mL de anetol melhorou a viabilidade oocitaria,

maturacao nuclear e ainda levou ao aumento adicional in vitro na producao de embrides em cabras.
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