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RESUMO

O presente estudo objetivou analisar o efeito da adicdo de diferentes concentragdes do antioxidante anetol
durante a maturacdo in vitro (MIV) de odcitos, sobre a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
atividade mitocondrial. Complexos cumulus-o6citos (CCO) oriundos de splicing de ovarios frescos foram
selecionados e lavados em meio de MIV (TCM-199) suplementado com 17-B-estradiol, LH, rFSH, EGF, BSA,
piruvato, IGF-I e cisteamina, denominado TCM 199+. Para avaliar o efeito do anetol adicionado ao meio de
MIV, os CCO foram distribuidos aleatoriamente nos tratamentos: 1) Odcitos maturados in vitro sem anetol
(controle)., 2) Odcitos maturados in vitro com anetol 30 pg/mL (AN30)., 3) com anetol 300 pg/mL (AN300) e
4) com anetol 2000 pg/mL (AN2000). Ao final, o0 meio e parte dos CCO foi destinada para avaliar os niveis de
EROs no meio, mitocondrial nos oécitos e o potencial de membrana mitocondrial. Observou-se que o anetol a
2000 pg/mL aumentou o potencial da membrana mitocondrial quando comparado aos outros tratamentos (P
0,05) Em conclusao, a concentracdo de 2000 pg/mL de anetol aumentou o potencial de membrana
mitocondrial oocitario, contudo, sem haver relagdo com aumento do estresse oxidativo.
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INTRODUCAO

A produgao in vitro de embrides (PIVE) é uma biotecnologia utilizada como estratégia para acelerar o ganho
genético e melhorar a eficiéncia reprodutiva de rebanhos caprinos (Belletti, 2013). A PIVE engloba as etapas
de maturacao (MIV), fertilizacao (FIV) e cultivo embrionario in vitro (CIVE). No ambiente in vitro, as
condicbes de cultivo como: temperatura, luz, pH, constituintes do meio, concentracdo de oxigénio e o tempo
de manipulagdo podem acarretar a formacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio, ocasionando
estresse oxidativo (EO) (Corréa et al., 2008; Menezo et al., 2016). O EO ocorre quando h& um desbalango
entre fatores pré-oxidantes, como as espécies reativas de oxigénio (EROs), e a defesa antioxidante celular. A
PIVE é prejudicada pelo EO, uma vez que as EROs possuem a capacidade de interagir com os constituintes
celulares e assim resultar em alteragdes moleculares em &cidos nucleicos, proteinas e lipidios, alteragoes
mitocondriais, apoptose e falhas na maturagdo e/ou desenvolvimento embrionério (Corréa et al., 2008;
Menezo et al., 2016).

A suplementacdo de antioxidantes na MIV tém sido uma estratégia para reducdo dos efeitos deletérios do EO
in vitro. Os antioxidantes sdao moléculas capazes de inibir a formacao de radicais livres, estabilizar os
radicais, ou ainda, atuar no processo de reparo de danos oxidativos (Ribeiro et al., 2005). Dentre as
moléculas com capacidade antioxidante j& estudadas na MIV, o anetol, metabdlito secundério encontrado no
6leo essencial de Croton zehntneri (Euphorbiaceae), vem apresentando resultados promissores,
principalmente na MIV de odcitos bovinos Sa et al. (2019). Contudo, seu efeito até o momento nao foi
avaliado em adicdo ao meio de maturacao in vitro caprina, em diferentes concentracdes. Assim, o presente
trabalho objetivou analisar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes do antioxidante anetol durante a
maturacdo in vitro (MIV) de odcitos caprinos, sobre a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e

atividade mitocondrial.

METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE; No 01539310/2022.). Para este fim, ovarios de cabras adultas
sem raga definida foram coletados em abatedouro local e transportados ao laboratério em MEM-HEPES com
antibiéticos por no maximo 2h a 33-35°C (SA et al., 2020).
No laboratdrio, os ovarios foram lavados em meio MEM-HEPES suplementado com penicilina (100 pg/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 condicdes estéreis. Os CCO foram
selecionados em solucdo salina tamponada com fosfato Dulbecco (D-PBS) suplementada com glicose (5,56
M), piruvato de sédio (1,25 mM), heparina sédica (15 pg/mL), vermelho de fenol (8 pg/mL) e canamicina
(10 pg/mL), sob estereomicroscopio (SMZ 645 Nikon, Téquio, 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) auséncia de anetol (tratamento controle)., 2) a
presenca de anetol 30 pg/mL (tratamento AN30)., 3) presenca de anetol 300 pg/mL (tratamento AN300)., e 4)
presenca de anetol 2000 png/mL (tratamento AN2000). Os COC foram distribuidos aleatoriamente e incubados
em grupo em gotas de meio na proporgao 10 uL de meio/COC sob d6leo 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 ng/mL de horménio luteinizante (LH), 0,5 pg/mL
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de hormonio 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 odcitos foram usados por tratamento. Apds a MIV,
COC de todos os tratamentos foram avaliados quanto ao potencial de membrana mitocondrial e produgao de
EROS mitocondrial. Para tanto, os CCO foram incubados com as sondas fluorescentes MitoTracker ® Orange
(potencial de membrana mitocondrial) e H2DCFDA e processados como descrito por Perry et al. (2011) e
Fabrri et al., 2014, respectivamente. Apds marcagdo com sondas fluorescentes, os COC foram avaliados
através de microscopia confocal. O meio de maturacdo foi coletado para avaliagdo dos niveis de EROs através
do método Amplex Red/HRP (Molecular Probes) que detecta o acimulo de produtos oxidados fluorescentes
no meio da reacao.

As andlises 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. Todos os valores
sao apresentados como média (£ erro padrdo da média, EPM) ou percentuais, de acordo com cada variavel

estudada. A significancia estatistica foi definida como P

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar os efeitos do anetol sobre parametros de estresse oxidativo apds suplementacdo durante a MIV
de odcitos caprinos, foram investigados marcadores importantes de estresse oxidativo, tanto intracelular
quanto no meio de maturagao coletado. Apds a MIV, o potencial de membrana mitocondrial (Figura 1A) foi
maior em AN2000 em relacdo aos demais tratamentos (P0,05). Ainda, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os tratamentos (PFigura 1- Efeitos da suplementacdo com anetol na MIV sobre

marcadores de estresse oxidativo.
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Unidades arbitrarias de fluorescéncia para potencial de membrana mitocondrial (A) EROs intracelular (B) e
niveis de perédxido de hidrogénio no meio de MIV (C). A-B indicam diferencas significativas entre os

tratamentos.

As propriedades antioxidantes do anetol foram demonstradas em estudos anteriores (Sa et al., 2017; Sa et
al., 2018; Sa et al., 2019; Sa et al., 2020; e Janini et al., 2023). Apesar disso, estes trabalhos denotam que os
efeitos benéficos do anetol variam a depender da concentragéo e da espécie em estudo. De fato, no presente
estudo, a adigdo de anetol potencializou a maturacao oocitaria e as taxas de producao de embrides. Apesar
de ndo modificar os niveis de alguns marcadores de estresse oxidativo, ou seja, niveis de EROS intracelulares
e concentragdo de perdxido de hidrogénio no meio de cultivo apds MIV, 2000 pg/mL de anetol (AN2000)
aumentou a atividade mitocondrial do odcito quando comparada aos outros tratamentos. Resultados
semelhantes foram relatados por Sa et al. (2019) e por Janini et al. (2023), em que o anetol nado influenciou os
niveis de EROS e malondialdeido (MDA) no meio de MIV ou de cultivo embrionério, respectivamente.

Assim, infere-se que o aumento da atividade mitocondrial, induzido pelo anetol, indica o aumento do
metabolismo celular nao relacionado ao desequilibrio redox. Corroborando com isso, ja foi evidenciado que o
aumento moderado da atividade metabdlica pode ser benéfico, uma vez que este pode desencadear a
retomada da meiose e estimular a extrusdo do primeiro corpisculo polar (Pandey et al., 2010). E relatado na

literatura que um dos mecanismos antioxidantes do anetol se d& por meio do aumento da capacidade
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antioxidante celular, principalmente aumentando a atividade de enzimas antioxidantes. Giustarini et al.
(2020) relataram que a atividade das enzimas glutationa (GSH) e superdxido dismutase (SOD) aumentaram
na presenca de anetol. Além disso, a atividade da catalase (CAT) também foi estimulada pelo anetol (Silva et
al., 2024). Em nosso estudo nao avaliamos diretamente a atividade da defesa antioxidante intracelular, como
as enzimas SOD, CAT e GSH, contudo, hipotetizamos que o anetol possa ter exercido efeitos sobre a atividade

dessas enzimas.

CONCLUSOES

Em suma, é possivel concluir que, apesar de ndo ter sido evidenciada atividade antioxidante neste estudo, o
anetol foi capaz de aumentar o potencial de membrana mitocondrial dos odcitos apds a MIV, o que pode estar

relacionado a melhora na maturacdo oocitéria e na produgao in vitro de embrides caprinos.
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