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Resumo

Considerando o impacto que o estresse oxidativo (EQ) e as alteracfes epigenéticas podem exercer sobre a
foliculogénese, 0 melhor entendimento desses eventos nos auxiliam na busca da melhor eficiéncia do cultivo in vitro
(CIV) de foliculos ovarianos em diversas espécies. Diante disso, o objetivo dessa revisdo é abordar as principais
caracteristicas e avangos do CIV folicular, expondo as suas limitagGes (ex. EO e alteracdes epigenéticas) e alternativas
(ex. antioxidantes e meio condicionado de células-tronco mesenquimais - MC-CTMs). Para tanto, no presente artigo
foi realizada uma revisao de literatura na qual foram empregadas um total de 143 referéncias bibliogréficas, datadas
de 1987 a 2021. Como critérios de inclusdo, foram utilizados artigos experimentais, capitulos de livros e revisdes de
literatura na lingua portuguesa, inglesa e espanhola. Em relagdo aos resultados e discussdo, foi observado que os
melhores resultados de CIV de foliculos ovarianos pré-antrais foram obtidos em murinos com o nascimento de crias
saudaveis. Atualmente os entraves dessa biotécnica tém sido correlacionados as condi¢fes inadequadas de cultivo,
que causam aumento do EO e alteragBes nos padrdes epigenéticos do foliculo (odcitos e células somaticas). Dessa
maneira, para transpor esse problema, vem-se testando a adicdo de diferentes substancias ao meio de CIV, como
antioxidantes, e meios oriundos do CIV de CTMs (ex. MC).

Palavras-chave: AlteracGes epigenéticas; Cultivo in vitro; Estresse oxidativo; Foliculos ovarianos.

Abstract

The oxidative stress (OS) and epigenetic changes can impact folliculogenesis in different species. In vitro culture
(IVC) of follicles efficiently will require a better understanding of these events. Therefore, the objective of this review
is to address the main features and advances of IVC of ovarian follicles and exposing its limitations (i.e., OS and
epigenetic changes) and alternatives (i.e., antioxidants and conditioned medium of mesenchymal stem cells - CM-
MSCs). In this review literature, 143 bibliographical references were used, dated from 1987 to 2021. As inclusion
criteria, experimental and review literature articles and chapters were used, published in Portuguese, English and
Spanish. Various researches revealed that the best results obtained by IVC of preantral follicles in mice than other
species with the birth of healthy offspring. Currently, inadequate in vitro culture conditions are a potent obstacle to
this biotechnology has been reported. These conditions are responsible for increased OS and changes in the epigenetic
patterns of follicles (oocytes and somatic cells). Thus, to overcome this problem, different substances added into the
IVVC medium, such as antioxidants and media from the 1\VC of MSCs (i.e., CM).

Keywords: Epigenetic changes; In vitro culture; Oxidative stress; Ovarian follicles.

Resumen

Considerando el impacto que el estrés oxidativo (EO) y los cambios epigenéticos pueden ejercer sobre la
foliculogénesis, una mejor comprension de estos eventos nos brindard mayor soporte para mejorar la eficiencia del
cultivo in vitro (CIV) de foliculos ovéricos en diferentes especies. Por lo tanto, el objetivo de esta revision es abordar
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las principales caracteristicas y avances del CIV folicular, exponiendo sus limitaciones (p. ej. EO y cambios
epigenéticos) y alternativas (p. ej. antioxidantes y medio condicionado de células madre mesenquimales - MC-
CMMs). Por consiguiente, en este articulo se realiz6 una bisqueda bibliografica en la que se utilizaron un total de 143
referencias publicadas entre 1987 y 2021. Como criterios de inclusion, se utilizaron articulos experimentales,
capitulos de libros y revisiones bibliograficas en portugués, inglés y espafiol. En cuanto a los resultados y discusién,
se observd que los mejores resultados de CIV fueron utilizando foliculos preantrales de ratones, alcanzando el
nacimiento de descendencia sana. Actualmente, las barreras de esta biotecnologia se han correlacionado con unas
condiciones de cultivo inadecuadas, que provocan un aumento del EO y alteraciones en los patrones epigenéticos del
foliculo (ovocitos y células somaticas). Asi, para superar este problema, se ha probado la adicién de diferentes
sustancias al medio CIV, como antioxidantes, y medios obtenidos del CIV de CMMs (p. ej. MC).

Palabras clave: Cambios epigenéticos; Cultivo in vitro; Estrés oxidativo; Foliculos ovaricos.

1. Introducéo

O cultivo in vitro (CIV) folicular 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 ndmero de odcitos competentes que
poder&o ser utilizados na producéo in vitro de embrides (PIVE; Figueiredo, Cadenas, Lima, & Santos, 2019). O progresso mais
relevante do CIV de FOPAs e FOAs foi relatado nas espécies murinas e bovinas, com a producédo de crias vivas a partir do
CIV de foliculos primordiais e terciarios, respectivamente (Eppig & O’brien, 1996; Yamamoto et al., 1999). A dificuldade em
se reproduzir bons resultados estdo correlacionados a vérios fatores, incluindo o estresse oxidativo (EO), ocasionado pela
grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas condicdes in vitro. O EO pode causar danos aos componentes
celulares (organelas e DNA), além de anormalidades no perfil de metilagdo (PM; Saeedabadi, Abazari-kia, Rajabi, Parivar, &
Salehi, 2018).

O PM envolve a adi¢do do radical metil (CH3) nos residuos de lisina (K) das histonas, que pode normalmente ativar
ou silenciar a expressao génica durante os processos de oogénese, foliculogénese e embriogénese (Seneda, Godmann, Murphy,
Kimmins, & Bordignon, 2008; Souza-Céceres & Melo-Sterza, 2017). Trimetilacdo de H3K4me3 est4 associada com a
ativacdo, enquanto a H3K9me3 esta associada com o silenciamento da expressdo génica, o que tem um papel critico na
regulacdo de diversos processos reprodutivos (Yu et al., 2018). O nivel de metilacdo nos residuos K é dinamicamente regulado
por enzimas lisinas metiltransferases (KTMs) que transferem o CH3 e lisinas demetilases (KDMs) que removem o CH3 Dentre
as KDMs, destacam-se a KDM1A de H3K4me3 e KDM3A de H3K9me3 (Glanzner et al., 2018). Diversos autores tém
observado que o EO no CIV ocasiona um desbalango no PM, afetando principalmente a expressdo de genes que codificam
fatores paracrinos e enzimas cruciais para a regulacao génica (Yu et al., 2018; Sha et al., 2020).

Diante disso, a utilizacdo de substancias com capacidade antioxidante no meio de CIV pode melhorar a sobrevivéncia
e desenvolvimento celular, por reduzir os danos causados pelo EO. Dentre essas substancias pode-se destacar, 0 antioxidante
anetol e o meio condicionado (MC) obtido de células-tronco mesenquimais (CTMs), 0s quais reduziram niveis de EROs ao
serem adicionados no meio de CIV de FOPAs e FOAs (caprinos; Sa et al., 2017; S& et al., 2018; Sa et al., 2020) e FOPAs
(ovinos; Bezerra et al., 2019). Portanto, o objetivo dessa revisdo é abordar as principais caracteristicas e avancos do CIV

folicular, expondo as suas limitagdes (ex. EO e alteracOes epigenéticas) e alternativas (ex. antioxidantes e MC-CTMs).

2. Metodologia

Para alcancar o objetivo, foi proposta uma revisdo de literatura. Esse tipo de revisdo é conceituado como uma analise
meticulosa e ampla de publicagdes correntes em uma estabelecida area do conhecimento. As pesquisas de revisdo de literatura
sdo aquelas que se apoiam de publicagdes cientificas em periddicos, livros etc. ndo se dedicando a coleta de dados in natura,
porém ndo se restringindo somente a uma simples transcricdo de ideias (Brasileiro, 2013).

Diante disso, a fundamentacdo teérica dessa revisdo compreende um total de 143 referéncias bibliograficas, datadas
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de 1987 a 2021. Essas referéncias foram pesquisadas nas bases de dados: Scielo, Science direct e Pubmed, por meio das
seguintes palavras-chave: Epigenetic changes; In vitro culture; Oxidative stress e Ovarian follicles. Como critérios de incluséo,
foram utilizados artigos experimentais, capitulos de livros e revisdes de literatura na lingua portuguesa, inglesa e espanhola. Ja

como critérios de exclusdo, foram desconsiderados formatos de textos que ndo tiveram avaliagéo rigorosa.

3. Resultados e Discussao

3.1 Aspectos Gerais da Oogénese e Foliculogénese In Vivo

O ovario mamifero é um 6rgéo do sistema reprodutor feminino, responsavel pela liberacdo de um odcito maturo, para
ser fecundado e propagar espécies (Mcgee & Hsueh, 2000), bem como pela sintese de hormonios e fatores de crescimento que
regulam a fisiologia reprodutiva (Edson, Nagaraja, & Matzuk, 2009). No tocante a sua estrutura, o0 ovario é constituido por
duas diferentes regides: medular, responsavel pela sustentacdo do 6rgéo, e cortical, a qual é preenchida por células estromais
(intersticiais), corpos luteos e foliculos ovarianos em varios estadios de desenvolvimento (Richards & Pangas, 2016).

Durante a vida fetal, o ovéario primitivo é colonizado por células germinativas primordiais (CGPs; diploides ou 2n),
gque migraram a partir do saco vitelinico. Apds a colonizacdo, as CGPs diferenciam-se em oogdnias (2n) que sofrem
sucessivas divisdes mitoticas e, posteriormente ingressam na primeira divisdo meiotica e originam o odcito primario ou
imaturo (célula haploide - n; Mclaughlin & Mciver, 2009). Porém, neste momento a divisdo celular é interrompida no
dipléteno da préfase | (Pl; 12 parada da meiose), permanecendo o o6cito primario neste estadio pelo menos até a puberdade.
Além dos eventos meidticos descritos, 0s odcitos primarios que estdo em PIl, comegam a ser circundados por camadas de
células da pré-granulosa de formato pavimentoso, caracterizando assim, o foliculo primordial e dando inicio, entdo, ao
processo de foliculogénese (Mcnatty et al., 2000; Mclaughlin & Mciver, 2009).

A foliculogénese é denominada como o processo de formagdo, ativacdo, crescimento e maturacdo dos foliculos
(Juengel et al., 2002; Van Den Hurk & Zhao, 2005). Além disso, a foliculogénese é dividida em duas fases: Fase pré-antral que
compreende o desenvolvimento de FOPAs (primordial, transi¢do, primario e secundario) e Fase antral que envolve a
progressdo de FOASs terciarios ao estadio pré-ovulatdrio (Figura 1; Figueiredo & Lima, 2017). Os FOPAs caracterizados pela
(auséncia da cavidade antral) e FOAs pela (presenca da cavidade antral) representam 90% e 10% da populacéo folicular

ovariana, respectivamente.
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Figura 1 - Processo de foliculogénese: Fase pré-antral, ativacdo e crescimento folicular (1) e (2): (a) Ativagdo do foliculo
primordial (saida do pool de reserva quiescente) para o pool de foliculos em desenvolvimento (b, ¢, d) com a multiplicagdo das
células da granulosa (CG) e teca, caracterizando o crescimento folicular. Fase antral, crescimento e maturacéo folicular (3): (e)
Foliculo terciario com odcito imaturo circundado por diversas camadas de CG de formato cuboide, formacdo da cavidade
antral repleta de fluido (constituido por carboidratos, aminoacidos, fatores de crescimento, hormdnios e outras substancias),
maturacdo de células da teca que se tornam esteroidogénicas sob influéncia de horménio luteinizante (LH). Assim, sob o
controle de hormdnio foliculo estimulante (FSH), o foliculo terciario continua crescendo até se tornar o foliculo dominante,
gue em seguida, se tornara o pré-ovulatdrio com a expansdo da cavidade antral (f). Ap6s o pico de LH, o odcito retoma a
meiose (ndcleo em Pl > metafase Il - MII e extrusdo do 1° corpusculo polar) no foliculo pré-ovulatério e ocorre a ovulacéo de
um odcito maturo (g) em espécies monovulatérias.

FASE PRE-ANTRAL FASEANTRAL

1- Ativacao folicular 2- Crescimento folicular 3- Crescimento e maturacao folicular
a) Foliculo primordial  ¢) Foliculo primario e) Foliculo terciario = Dominancia
b) Foliculo de transicao  d) Foliculo secundario f) Foliculo pré-ovulatorio

) Ovulagao de oocito em MII e com 1° corpusculo polar

Fonte: Adaptado de Sales et al., (2015); Spitschack; Hoeflich, (2018); Figueiredo et al., (2019).

Conforme mencionado em espécies monovulatérias, apenas um foliculo passaré pelo processo de ovulacéo, posterior
ao pico de LH (Fortune, Rivera, Evans, & Turzillo, 2001). Portanto somente uma pequena parte dos FOPAs ativados se
desenvolverdo até a ovulacdo, pois a maioria morrera por atresia (Figueiredo, Rodrigues, Amorim, & Silva, 2008). A atresia
folicular é um evento natural regulado por um balanco entre fatores anti e prd-apototicos, e que afeta majoritariamente a
apoptose das CG (Kaipia & Hsueh, 1997; Manabe et al., 2004). Na literatura é relatado inimeras substancias anti-apoptdticas,
como hormonios FSH e estradiol, e fatores de crescimento (Rodrigues Limback, Mcginnis, Plancha, & Albertini, 2008). Ja em
relagdo as prd-apoptoticas, destacam-se diversos ligantes de receptores de morte envolvidos nesse evento, como TNF-a, ligante
Fas, ligante indutor de apoptose relacionado a TNF (TRAIL), ligante APO-3 e ligante PFG-5 (Kaipia & Hsueh, 1997; Matsuda
et al., 2008; Zhou, Peng, & Mei, 2019).

Tendo em vista que a maioria dos foliculos sera eliminada por atresia, o CIV folicular vem sendo desenvolvido com o
objetivo de recuperar esses foliculos antes que se tornem atrésicos e cultiva-los até sua completa maturacéo, a fim de conseguir
um grande nimero de o6citos competentes que poderdo ser utilizados por outras biotécnicas, como a PIVE (Figueiredo,
Cadenas, Lima, & Santos, 2019).

3.2 Cultivo In Vitro de Foliculos Ovarianos

Existem dois tipos de sistemas para se cultivar foliculos: cultivo “in situ”, no qual os foliculos sdo cultivados inclusos
em fragmentos do cortex ovariano ou do ovério inteiro, e o cultivo de foliculos “isolados” do cdrtex (O’brien, Pendola, &
Eppig, 2003). O CIV de foliculos isolados mecanicamente com agulhas (Telfer, 1998) é a forma mais utilizada por permitir o
acompanhamento individualizado dos foliculos, além de maximizar o seu respectivo contato com o meio de CIV (Abir, Nitke,

Ben-Haroush, & Fisch, 2006). Foliculos isolados tém sido cultivados de duas formas, bidimensional (2D), em que os foliculos
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sdo diretamente cultivados sobre a placa de cultivo ou tridimensional (3D), em que os foliculos sdo cultivados em uma matriz
extracelular, como o alginato (Panta et al., 2019).

Os resultados mais promissores do CIV de FOPAs incluem o nascimento de crias vivas apds CIV de foliculos
primordiais murinos (Eppig & O’brien, 1996; O’brien, Pendola, & Eppig, 2003; Morohaku et al., 2016), utilizando um cultivo
de dois passos, ou seja, iniciando com cultivo in situ e finalizando com cultivo do foliculo isolado. Mas, apesar desses
resultados, varias pesquisas ainda precisam ser realizadas para alavancar o sucesso de CIV de FOPAs nas diversas espécies de
mamiferos, pois as taxas de odcitos em MII e de embrides produzidos (Arunakumari, Shanmugasundaram, & Rao, 2010;
Magalhées et al., 2011) ainda sdo extremamente baixas. Em contrapartida, o CIV de FOAs j4 alcangou uma representativa taxa
de odcitos em MII (Ref. 57,7%) e prenhez (Sa et al., 2020) em caprinos. Além disso, em bovinos, esse tipo de CIV obteve
consideraveis taxas de blastocistos (Ref. 43,2%; Huang, Nagano, Kang, Yanagawa, & Takahashi, 2013) e nascimento de uma
cria viva (Yamamoto et al., 1999). Dessa maneira, esses achados mostram que FOPAs e FOAs requerem meios especificos
para sua sobreviéncia e posterior desenvolvimento.

De fato, Magalhdes-Padilha et al. (2013) identificaram que aproximadamente 2.466 genes foram expressos de forma
especifica em (FOPAs ou FOASs), ap6s analise de microarray. Indicando que esses foliculos apresentam diferentes padrdes de
expressdo génica e, consequentemente, requerimentos em relacdo ao CIV folicular. Desse modo, a complexidade de regulagdo
da foliculogénese e diferentes requerimentos entre as categorias podem afetar a eficiéncia do CIV. Sendo assim, o
conhecimento dos fatores limitantes que afetam essas vias sdo de suma importancia. Dentre os fatores limitantes, destacam-se:

Estresse oxidativo (EO); Alteragdes epigenéticas; Meios e suplementos que serdo descritos a seguir.

3.3 Fatores que Afetam a Eficiencia do Cultivo In Vitro de Foliculos Ovarianos
3.3.1 Estresse Oxidativo

O EO é desencadeado por um desequilibrio entre a formagéo de EROs e o0s niveis de antioxidantes que fazem parte do
sistema de defesa das células. Vale salientar que a formacdo de EROs como: o perdxido de hidrogénio (H.0-), 0 &nion
superoxido (O2-) e o radical hidroxila (OH-) pode ocorrer de forma enddgena ou exdgena (Covarrubias et al., 2008; Schafer &
Buettner, 2001; Qingming et al., 2010; Silva, Araujo, Duarte, & Lopes, 2011a; Sahebkar, Serban, Ursoniu, & Banach, 2015).

As EROs enddgenas sdo normalmente provenientes do metabolismo oxidativo celular, incluindo o metabolismo de
células envolvidas nos processos fisioldgicos reprodutivos, como esteroidogénese folicular e luteal, maturagdo oocitéria,
ovulagdo e fecundagdo (Agarwal & Allamaneni, 2004; Fujii, luchi, & Okada, 2005; Hammadeh et al., 2008). No ovario, as
EROs endodgenas sdo produzidas dentro do microambiente folicular, controlando a funcéo ovariana por meio de vias de
sinalizacdo intracelulares (Devine, Pereeault, & Luderer, 2012). Ja as EROs exogenas sdo produzidas em excesso pelo
metabolismo oxidativo celular, devido principalmente as condi¢des inadequadas de CIV, como: altas tensdes de oxigénio (O2);
exposi¢do a luz e meios de CIV contendo concentragdes elevadas de substancias como metais (Ferro e cobre) e fluidos
biologicos (SFB e BSA,; Torres-Osorio, Urrego, Echeverri-Zuluaga, & Lopez-Herrera) resultando assim no EO.

O EO ¢é responsavel por alterar diversas moléculas intracelulares e causar prejuizos dentre 0s quais podemos citar 0s
danos nos componentes celulares (DNA e organelas; Vaanholt et al., 2015). In vivo, altas concentra¢cdes de EROs exdgenas
podem comprometer a capacidade do odcito de ser fecundado pelo espermatozoide (Hammadeh et al., 2008). In vitro, estudos
mostraram que altas concentragdes de EROs exdgenas podem prejudicar a sobrevivéncia, desenvolvimento folicular e afetar
negativamente a competéncia de odcitos ao desenvolvimento embriondrio (S4 et al., 2018; S4 et al., 2020); produzir gametas
defeituosos (Du Plessis, Makker, Desai, & Agarwal, 2008); além de aumentar as alteragdes epigenéticas em o00citos e
blastocistos (Bomfim et al., 2017; Liu et al., 2020).
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3.3.2 AlteragGes Epigenéticas

Diversas biotecnologias reprodutivas como maturacdo (Saeedabadi, Abazari-kia, Rajabi, Parivar, & Salehi, 2018;
Bennemann, Grothmann, & Wrenzycki, 2018), fecundagdo (Wrenzycki & Niemann, 2003; Glanzner et al., 2018) e CIV de
embrides (Bomfim et al., 2017) podem ocasionar alteragdes epigenéticas durante as fases de desenvolvimento oocitario e
embrionario. Por esse motivo, sugere-se que 0 mesmo pode ocorrer na biotécnica de CIV, ja que essas alteracdes epigenéticas
podem ser influenciadas pelas condi¢c@es ambientais (Metere & Graves, 2020).

As mutacGes epigenéticas sdo conceituadas como alteragdes quimicas na funcéo génica e que nao envolvem mudancas
nas sequéncias do DNA (Silva & Jasiulionis, 2014). Diversos mecanismos epigenéticos podem moldar a cromatina e
principalmente a funcdo génica (Souza & Melo, 2017). Dentre os inlmeros mecanismos epigenéticos, destacam-se a metilagao
do DNA (5-metilcitosina), modificagcdes covalentes das histonas e expressdo de varios microRNAs ndo codificantes (Liu,
Zhang, Wu, Dai, & Koji, 2018). O foco da presente revisao foi reportar a mudanca do nivel de metilagdo do DNA ocasionada
pelas modificages covalentes das histonas.

Histonas sdo carregadas positivamente na regido amino terminal (cauda) com residuos abundantes de lisina (K),
portanto, pode se fixar firmemente ao DNA para restringir sua acessibilidade. Cada nucleossomo contém um octamero de
histona que consiste em dois de cada monémero de histona (H2A, H2B, H3 e H4). Aproximadamente 80% do DNA gendmico
é empacotado em nucleossomos e 0s 20% restantes estdo contidos na regido ligante que conecta nucleossomos vizinhos (Chen,
Li, Subramaniam, & Shyy, 2017).

Modifica¢cfes covalentes das histonas, como a metilacdo (adicdo do radical metil - CHs aos residuos de K), podem
desencadear a ativacdo ou silenciamento dos genes adjacentes por meio do recrutamento de mecanismos regulatérios, como
complexos de remodelacdo da cromatina, fatores de transcrigdo, bem como coativadores e cossupressores transcricionais.
Especialmente a H3K4mel (metil-histona H3; K-4); H3K4me3 (trimetil-histona H3; K-4) e H3K36me3 (trimetil-histona H3;
K-36) estdo relacionadas com a ativacdo e em contrapartida, a H3K9me3 (trimetil-histona H3; K-9) e H3K27me3 (trimetil-
histona H3; K-27) estdo relacionadas com o silenciamento da expressao génica (Pasini et al., 2008). Ja a H3K4me2 (dimetil-
histona H3; K4) esta ligada a ativacao ou silenciamento da expressdo génica (LIU et al., 2020).

Além disso, o nivel de metilacdo nos residuos de (K) é controlado pela a¢do de enzimas catalisadoras como as lisinas
metiltransferases (KTMs; escritoras) que transferem o CHs e lisinas demetilases (KDMs; apagadoras) que removem o CHgs
(Pflum, Tong, Lane, & Schreiber, 2001; Hiyun, Jeon, Park, & Kim, 2017; Nacev et al., 2019). Dentre as KDMs, destacam-se
as KDMs (1A, 5A e 5B) de H3K4 (Huang et al., 2015; Liu et al., 2016; Dahl et al., 2016; Glanzner et al., 2017); KDMs (2A,
2B, 4A, 4B, 4D) de H3K36 (Tsukada et al., 2006; Cloos et al., 2006; Klose et al., 2006); KDMs (3A, 3B, 3C, 4A, 4B e 4C) de
H3K9 (Glanzner et al., 2018) e KDMs (6A, 6B e 7A) de H3K27 (Huang et al., 2015; Glanzner et al., 2018; Figura 2).
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Figura 2 - A cromatina é composta de nucleossomos. Cada nucleossomo é composto de 140pb de DNA enrolado em um
octamero de histona que contém dois de cada mondmero de histona (H2A; H2B; H3 e H4). Os residuos localizados nas caudas
amino terminais das histonas estdo sujeitos a multiplas modificagdes pés-tradugdo, incluindo a metilagdo, caracterizada pela
adicdo do radical metil (CHS). A adicdo do CH, pode ocorrer em 4 principais residuos (K) das H3. A adi¢do do CH, nesses

residuos foi ligada a ativacao (H3K4 e H3K36) e silenciamento (H3K9 e H3K27) da expressdo génica. Vale mencionar que a
regulagdo da metilagdo, bem como a remogdo do CH, nesses residuos (H3K4; H3K36; H3K9 e H3K27) sdo realizadas por

meio de diferentes KDMs conforme ilustrado na figura.

KDMs Reguladoras: Q SENE ATIVO! -—T_\
KDM1A; KDM5A e KDM5B # REGIAO AMINO TERMINAL
7 (Cauda)
H3K4
KDM2A; KDM2B; KDM4A; KDM4B e KDM4D Q
H3K36
LEN

MODIFICACGES DAS HISTONAS
> ‘ >
o

KDMs Reguladoras: @
KDM3A; KDM3B; KDM3C; KDM4A; KDM4B e KDMA4C
GENE SILENCIADO!
H3K9
KDM6A; KDM6B e KDM7A
H3K27

Fonte: Autores.

Atualmente sabe-se que os processos de oogénese e foliculogénese sdo normalmente regulados pela metilacdo nos
residuos K das histonas. Essa importancia € representada pelo comportamento dindmico da transcricdo génica nesses diferentes
processos, 0s quais exigem uma modulacdo da cromatina. Por outro lado, como mencionado anteriormente, sabe-se também
que a metilagdo nesses residuos pode ser desregulada em condi¢cBes de CIV, e por esse motivo, pesquisas vém sendo
desenvolvidas in vivo com o objetivo de entender como a desregulacdo da metilacdo pode afetar a sobrevivéncia e
desenvolvimento (folicular e oocitério), sobre a possibilidade de manipular tal desregulacdo e melhorar a eficiéncia do CIV
(Figura 3).
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Figura 3 - Esquema ilustrativo dos estudos de investigacdo das modificacGes covalentes das histonas in vivo e in vitro. Em
tecido ovariano de suinos e murinos, a H3K4me3 foi detectada em foliculos pré-antrais (FOPASs) e antrais (FOAs). Enquanto
em babuinos, a H3K9me3 foi detectada apenas em FOPAs. Ja em suinos, a H3K9me3 foi significativamente aumentada ap6s a
maturacéo in vitro (MIV) de o6citos recuperados de FOAs. Além disso, foi visto que em suinos e caprinos, quando o &cido
ascorbico e um inibidor da KDM1A foram adicionados ao meio de MIV, aumentaram significativamente as H3K4me3 e
H3K36me3, e H3K4me?2, respectivamente. Principalmente nesse ultimo estudo, o resultado (fH3K4me2) foi seguido de
diversas anormalidades como: aumento da expressdo de genes apopt6ticos, danos nos fusos, cromossomos e organizacdo da
actina.

Tecido ovariano - IN VIVO

FOPAs e FOAs FOPAs e FOAs
'@@@ R e
& &

H3K4me3 H3K4me3 H3K9me3
Maturacao - IN VITRO Acido Inibidorde
Oocnto .... Oocnto ascarbico Oédcito KDMIA
TH3K9me3 *H3K4me3 e H3K36me3

Fonte: Adaptado de Seneda, Godmann, Murphy, Kimmins, e Bordignon, (2008); Baumann, Olso, Wang, Fazleabas, e De La Fuente, (2015);
Bunkar, Pathak, Lohiya, e Mishra, (2016); Yu et al., (2018); Liu et al., (2020); Sha et al., (2020).

Portanto, esses estudos demonstram que as condi¢fes in vitro (como a composicdo do meio) ocasiona alteragdes
epigenéticas anormais no o6cito. Uma alternativa para reduzir esses efeitos, é a utilizacdo de meios e suplementos em

concentra¢des adequadas.

3.3.3 Meios e Suplementos

O CIV utiliza meios de base extremamente ricos em nutrientes, eletrdlitos, antioxidantes, aminoécidos, substratos
energéticos, vitaminas, tampdes, hormonios e/ou fatores de crescimento (Picton, Harris, Muruvi, & Chambers, 2008;
Figueiredo, Rodrigues, Amorim, & Silva, 2008). Meios de base comerciais como o Meio Essencial Minimo-alfa modificado
(0-MEM), Meio de Cultivo de Tecido 199 (TCM 199) e McCoy’s tém sido utilizados no CIV em diferentes espécies
(Arunakumari, Shanmugasundaram, & Rao, 2010; Mclaughlin & Telfer, 2010; Leitdo et al., 2014).

Apesar do o-MEM ser um meio rico em aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos, compostos energéticos,
ribonucleosideos e desoxirribonucleosideos, outras substancias tém sido adicionadas a ele, tais como o selénio (Abedelahi,
Salehnia, & Allameh, 2010), o acido ascérbico (Andrade et al., 2012) e a transferrina (Durlej, Duda, Knapcyk, &
Stomczynska, 2008), compostos energéticos como a glutamina, o piruvato e a hipoxantina, porque esses compostos auxiliam
na manutengdo da sobrevivéncia e ultraestrutura dos foliculos (Figueiredo et al., 1994). Vale destacar que a hipoxantina
adicionada no meio de CIV, promoveu uma maior intera¢do entre o o6cito e as CG (Eppig & Downs, 1987).

A proteina albumina sérica bovina (BSA) é muito utilizada no meio de CIV por favorecer o desenvolvimento folicular
e a producdo de odcitos meioticamente competentes (Rodrigues et al., 2010), bem como manter a estrutura tridimensional
folicular (Itoh, Kacchi, Abe, Sendai, & Hoshi, 2002). Ha ainda outras substancias, como horménios: insulina, FSH, hormonio
do crescimento (GH) e tiroxina (Ferreira et al., 2016; Cadenas et al., 2017; Ferreira et al., 2020; Paes et al., 2020), fatores de
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crescimento: fator semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator fibroblastico bésico
(FGF-2) e fator endotelial vascular (VEGF; Costa et al, 2014; Santos et al., 2014a; Santos et al, 2014b; Cadenas et al., 2017),
MC produzido a partir de CTMs (Bezerra et al., 2019) e antioxidantes, como anetol (Sa et al., 2020) que também ao serem

adicionados ao meio estimulam e favorecem o desenvolvimento dos foliculos cultivados in vitro.

3.3.3.1 Antioxidantes

A sintese e o desbhalango de EROs exdgenas podem ser controlados por meio da utilizacdo de antioxidantes no meio
de CIV, que mesmo em pequenas concentracdes possuem a funcdo de inibir ou atrasar a oxidacéo de um substrato (Idelchik,
Begley, Begley, & Melendez, 2017). O sistema de defesa antioxidante pode ser classificado como enzimatico e ndo enzimatico
(Okediran, Biobaku, Olaifa, & Atata, 2017). O sistema de defesa antioxidante enzimatico inclui as enzimas superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT; Laguerre, Lecomte, & Villeneuve, 2007). A enzima SOD
age transformando dois O,. em O, e H,0,. Ja a CAT e a GPx agem de forma simultanea com a glutationa reduzida (GSH) para
transformar o H,0O, em &gua (H:0; Young & Woodside, 2001). Em contrapartida, os antioxidantes ndo enzimaticos sao
compostos que podem ser obtidos a partir de nutrientes exégenos, tais como os elementos naturais ou suplementos alimentares
(Fang, Yang, & Wu, 2002), como os fenilpropanoides e flavonoides (Amarowicz, Pegg, Rahimi-Moghaddam, Barl, & Weil,

2004) que incluem os antioxidantes anetol, eugenol, resveratrol, dentre outros que estéo listados nos Quadros 1 e 2.
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Quadro 1 - Impacto da suplementacdo de agentes antioxidantes durante o cultivo de foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano de ruminantes.

Melhores Duraltif'?\o do Ativacéao folicular 1 Diametro lde EROs efou
Antioxidantes concentracdes Espécies BHe (primordial para estadios de | folicular e/ou feapacidade Autores
(horas/dias) transicao ou primario) oocitario antioxidante
30 pg/mL Caprina 7 dias Sim Sim Sim Sa et al. (2018)
Anetol
2000 pg/mL Ovina 24 horas Sim NA Sim Morais (2018)
Acido ascorbico 50 pg/mL Caprina 14 dias Sim Sim NA Rossetto et al. (2009)
a-Tacoferol 5uM Caprina 5 dias Sim Néo NA Lima-Verde et al. (2009)
Caprina 7 dias Néo Sim NA Rocha et al. (2013)
Melatonina 1000 pM
Bovina 6 dias Sim Sim NA Cavalcante et al. (2019)
Robinina 0,125 mg/mL Ovina 24 horas Sim NA Sim Morais (2018)

Nota: NA: N&o avaliado. 1: Aumentou. |: Diminuiu. Fonte: Autores.
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Quadro 2 - Impacto da suplementacdo de agentes antioxidantes durante o cultivo de foliculos pré-antrais e antrais isolados do c6rtex ovariano de ruminantes.

r Melhores A Foliculos DUIEl1E Ee 1 Didmetro folicular | Formacao de | de EROs e/ou t
Antioxidantes concentracses Espécies cultivados cultivo e/oU 0OCItAriO antro capacidade Autores
§ (dias) antioxidante
FOPAs Né&o Sim Sim Saetal. (2017)
Anetol 300 pg/mL Caprina 18
FOAs Sim NA Sim Saetal. (2020)
Astaxantina 10 pg/mL Bovina FOAs 12 N&o NA Sim Chelenga et al. (2020)
Acido ascorbico 50 pug/mL Caprina FOPAs 18 Sim Sim NA Silva et al. (2011b)
Acido ascérbico 50 pg mLt Bovina FOPAs 12 Sim NA NA Thomas et al. (2001)
Acido protocatecuico 56,25 g/mL Ovina FOPAs 12 N&o Sim N&o Menezes et al. (2017)
Eugenol 5,0 uM Bovina FOPAs 18 Néo Sim Sim Vasconcelos et al. (2021)
Kaempferol 1uM Ovina FOPAs 12 Sim Sim Né&o Santos et al. (2019)
. 25 ng/mL FOPAs 18 Sim Sim Sim Macedo et al. (2019)
Leptina Ovina
2 ng/mL FOAs 12 Folicular - Nao NA N0 Menezes et al. (2019)
Oocitéario - Sim
100 e 1000 pg/mL Caprina FOPAs 12 Sim Sim NA Barros et al. (2013)
Melatonina 1000 pg/mL FOPASs 18 Sim Sim Sim Barros et al. (2020a)
Ovina
500 pg/mL FOAs 12 Sim NA Sim Barros et al. (2020b)
Resveratrol 2 uM FOPAs 18 Sim Sim Sim Macedo et al. (2017)
Ovina
Rutina 0,1 pg/mL FOPAs 12 Né&o Sim Sim Lins et al. (2017)

Nota: FOPAs: Foliculos ovarianos pré-antrais. FOAs: Foliculos ovarianos antrais. NA: Néo avaliado. 1: Aumentou. |: Diminuiu. Fonte: Autores.
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Dentre os inimeros antioxidantes estudados, a nossa equipe tem obtido significativos avangos com a adicdo do
antioxidante anetol no meio de CIV de FOPAs e FOAs caprinos. O anetol (trans-1-metoxi-4-1-propenil-benzeno) é uma
substancia fendlica natural, farmacologicamente ativa, encontrada em 6leos essenciais de algumas plantas arométicas, como
Croton zehntneri (Polzin, Stanfill, Brown, Ashley, & Watson, 2007). No cultivo in situ de FOPAs, o anetol aumentou
significativamente a sobrevivéncia, ativacdo, diametro oocitario e folicular, bem como reduziu os niveis de EROs exdgenas de
modo concentracdo dependente (Sa et al., 2018). Por outro lado, depois do CIV de FOPAs isolados, o anetol resultou na
formacdo de antro e reduziu significativamente os niveis de EROs exdgenas. Ja no CIV de FOAs isolados, 0 anetol manteve a
sobrevivéncia, aumentou o diametro oocitario e folicular, a secrecdo de esteroides, a capacidade antioxidante e diminuiu a
expressao de gene pro-apoptético (BAX), bem como niveis de EROs exdgenas no meio coletado ap6s o CIV. Além disso,
aumentou significativamente as taxas de maturacao (57,7%), morulas e blastocistos (10,0%) que resultou em uma prenhez ap6s
transferéncia de embribes clivados (Sé et al., 2017; S& et al., 2020).

Vale salientar que apesar desses resultados, estudos tém indicado outras alternativas para incrementar a composicéo
dos meios e a0 mesmo tempo, reduzir niveis de EROs exdgenas e consequentemente regular o PM. Uma das alternativas seria
a adicdo de meio produzido a partir de células previamente cultivadas, como o MC produzido a partir de CTMs (Bezerra et al.,

2019). O MC ja teve atividade antioxidante comprovada e potencialmente pode regular o PM .

3.4 Importéancia das Células-Tronco para o Cultivo In Vitro de Foliculos Ovarianos
3.4.1 Células-Tronco

Células-tronco (CT) sdo células capazes de autorrenovar-se e colonizar o organismo, por meio de mitoses simétricas e
assimétricas, com niveis de plasticidade distintos (Amorin et al., 2012). Adicionalmente, as CT apresentam o potencial de se
diferenciar em diversos tipos celulares (Blau, Brazelton, & Weimann, 2001) sob influéncia de estimulos adequados in vitro,
tais como bioquimico, hormonal e mecanico (Csaki, Matis, Mobasheri, & Shakibaei, 2007).

Vale salientar que as CT podem ser classificadas quanto ao seu potencial de diferenciagdo em unipotentes ou
oligopotentes, totipotentes, pluripotentes e multipotentes. As uni ou oligopotentes sdo células com certo grau de diferenciacdo
e sua potencialidade é destinada a uma linhagem celular especifica, como as CT hematopoiéticas. As células totipotentes estdo
envolvidas nos dias iniciais do desenvolvimento embrionéario e podem se diferenciar em todos os tipos de células e tecidos
funcionais do organismo, dentre estes, 0s anexos embrionarios. Ja as células pluripotentes sdo localizadas no estadio
embrionario de blastocisto, e também se diferenciam em diversos tipos celulares, exceto em anexos embrionarios (Schipani &
Kronenberg, 2009; Faita, Silva, Sattin, Pinheiro, & Ambrésio, 2016). Dentre as multipotentes, destacam-se as CTMs, que

podem ser coletadas a partir de um tecido formado.

3.4.2 Células-Tronco Mesenquimais

As CTMs, inicialmente eram reconhecidas por se diferenciarem nos tipos celulares de origem mesodermal, mas
recentemente € notdrio seu potencial em se diferenciar nas linhagens celulares de outros folhetos embrionéarios, além de
apresentarem a capacidade de retornarem a ser pluripotentes apés indugdo. Diante disso, para assegurar que populacdes
heterogéneas de CTMs ndo fossem confundidas por outros tipos celulares, a Sociedade Internacional de Terapia Celular
determinou trés critérios para definir as CTMs e estes incluem: 1) a capacidade de aderir ao plastico perante as condigdes
ideais de cultivo; 2) devem expressar (CD73, CD90 e CD105 +) ou ndo (CD14, CD34 e CD45 -) grupamentos de
diferenciacéo e por fim 3) possuir potencial de se diferenciar em osteo e condroblastos, e adipécitos (Dominici et al., 2006;
Bydlowski, Debes, Maselli, & Janz, 2009).
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As CTMs tém ganhado destaque na medicina regenerativa por substituir células ou tecidos lesados (Martins et al.,
2014) e secretar substancias que podem interagir com células no CIV, por meio de sinalizagdo paracrina (Takahashi et al.,
2007; Tyndall & Pistoia, 2009). Vale salientar que as CTMs podem ser coletadas a partir de diversas fontes, como medula
ossea (MO; Neves et al., 2020); tecido adiposo (TA; Green, Zhou, & Shikanov, 2016); sangue do cordao umbilical (SCU;
Elfayomy, Almasry, El-Tarhouny, & Eldomiaty, 2016) e geleia de Wharton (GW; Sousa et al., 2021). A coleta das CTMs-
GW tem ganhado grande evidéncia devido a auséncia de conflitos éticos envolvidos em sua coleta e aplicagdo, por exemplo,
quando comparado aos métodos invasivos relacionados na obtencdo de CTMs advindas da MO (Asgari et al., 2015) e TA
(Green, Zhou, & Shikanov, 2016).

A GW é uma uma matriz mucosa localizada no corddo umbilical, rica em proteoglicanos e uma fonte fundamental de
CTMs (La Rocca, 2011). As CTMs obtidas desse local ja foram estudadas em diversas espécies: humana (Bongso & Fong,
2013), bubalina (Bhardwaj, Ansari, Parmar, Vikash, & Sharma, 2016), ovina (Bezerra et al., 2019) e caprina (Azari et al.,
2011; Sousa et al., 2021), dentre outras. Portanto, esses estudos foram realizados com as CTMs-GW devido a sua produgéo e
liberagdo de substancias ao meio em que sdo cultivadas. Essa substancias sdo imprescindiveis para o desenvolvimento tanto

odcitario quanto folicular (Asgari et al., 2015).

3.4.3 Substancias Secretadas por Células-Tronco Mesenquimais e Beneficios para o Cultivo In Vitro

As CTMs secretam uma série de substancias, como: citocinas; fatores de crescimento (MCP-1, VEGF-A, EGF,
FGF-2, LIF e TGF-B - Bhardwaj et al., 2016); fatores anti-apoptéticos (BCL-XL, BCL-2 e P32 - Asgharzadeh et al., 2015) e
antioxidantes (PRDXS5 - Lee et al., 2015).

O co-cultivo de FOPAs isolados (foliculos secundarios) bubalinos juntamente com CTMs do epitélio germinativo do
ovario, estimulou o crescimento folicular e proporcionou a PIVE, com taxas de embrides em torno de 12,2% (Gupta et al.,
2008).

Green et al. (2016) realizaram um estudo com (matriz de hidrogel de alginato + CTMs-TA) para cultivar foliculos
primarios e secundarios iniciais isolados de murinos por 14 dias. Tal sistema proporcionou uma maior sobrevivéncia folicular,
crescimento e formacéo de antro, em comparacdo com o controle (foliculos encapsulados apenas no alginato, sem a utilizagdo
de CTMs-TA). Ademais, apenas 0 grupo cultivado com as CTMs resultou 64% dos o6citos em M.

Neves et al. (2020) co-cultivaram FOPAs in situ com CTMs-MO caprina por 7 dias e, foi observado que as CTMs néo
influenciaram no desenvolvimento folicular e oocitario, bem como nas concentragdes de nitrito e GSH. No entanto, foi
fundamental para manter a sobrevivéncia de FOPAs durante os 7 dias de CIV. J& em um estudo recente da nossa equipe (Sousa
et al., 2021) foi visto que o co-cultivo de FOPAs in situ com CTMs-GW caprina, melhorou a taxa de ativacdo e manteve a
sobrevivéncia folicular, exercendo influéncia positiva na proliferagdo de CG apds 7 dias de CIV.

Portanto, a variagao dos resultados provavelmente se deve as diferencas dos sitios em que as CTMs sdo coletadas; as
espécies envolvidas e periodos de CIV. Além disso, dentre os desafios do co-cultivo destaca-se a competicdo gerada entre as
CTMs e foliculos, que podem consequentemente gerar EO (Sousa et al., 2021). Por esse motivo, diversos pesquisadores vém
utilizando os meios em que as CTMs sdo cultivadas, isto €, 0 MC, que € rico em substancias secretadas por essas células.

Durante a PIVE em bubalinos, a substituicio do meio de CIV por 50% ou 100% de MC obtido de CTMs-GW,
melhorou significativamente a taxa de formac&o de blastocistos e qualidade embrionéria, comprovada pelo aumento do nimero
de células totais nos blastocistos (Bhardwaj et al., 2016).

No CIV folicular, Bezerra et al. (2019) cultivaram FOPAs ovinos isolados durante 6 dias em 1) 100% de a-MEM*
suplementado (controle); 2) 50% de a-MEM* + 50% de MC ou 3) 100% de MC obtido de CTMs-GW. Ap6s o periodo de CIV
foi observado que os FOPAs cultivados com 50 ou 100% de MC (a-MEM+MC e MC) tiveram didmetros e taxas de
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crescimento superiores, bem como niveis inferiores de EROs intracelulares nos o6citos obtidos apds o CIV de FOPAs nessas

condicGes.

4. Consideracdes Finais

Diante do exposto, pode-se presumir que o CIV folicular € uma biotécnica em desenvolvimento com importantes
aplicacOes, mas que ainda apresenta resultados limitados. Essa baixa eficiéncia se deve principalmente a complexa interacéo de
substancias que atuam no desenvolvimento, bem como fatores ligados a propria biotécnica, que desencadeiam EO e alteracGes
epigenéticas. Como alternativa, estudos recentes tém testado com sucesso diversas substdncias no meio de CIV, como
antioxidantes e 0 MC de CTMs, as quais tem apresentado resultados promissores na foliculogénese. Dessa maneira, futuros
estudos investigando o mecanismo de acdo de diferentes agentes antioxidantes, assim como seus impactos no PM e

desenvolvimento folicular serdo de grande relevancia.
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