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Papel dos antioxidantes no cultivo in vitro de células ovarianas
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Resumo

Radicais livres sdo moléculas que contém elétrons desemparelhados na camada de valéncia atuando na
defesa do organismo contra agentes estranhos, podendo ser importantes marcadores da remodelagdo dos tecidos.
Entretanto, um desequilibrio entre sua produgdo e neutralizacdo pode levar a danos celulares, denominados
estresse oxidativo. Os agentes neutralizantes dessas moléculas sdo conhecidos como antioxidantes e podem ser
de natureza enzimatica ou ndo. Tendo em vista que o metabolismo oxidativo ¢ essencial para a producdo de
energia em gametas e embrides, a produgdo de radicais livres ¢ inevitavel. Alguns agentes antioxidantes t€m sido
adicionados aos meios de cultivo de células ovarianas a fim de reduzir o estresse oxidativo. Sendo assim, a
presente revisdo objetiva descrever os principais antioxidantes e suas fun¢des em compartimentos celulares com
énfase nas células ovarianas.
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Abstract

Free radical is any molecule containing unpaired electrons in the valence shell, which protects the body
against foreign agents and can act as important markers in tissue remodelation. Nevertheless, an imbalance
between production and neutralization of these factors can damage cells in a process named oxidative stress.
Neutralizing agents for these molecules are known as antioxidants, which can be enzymatic in nature or not.
Since oxidative metabolism is essential for energy production in gametes and embryos, free radicals generation
is unavoidable. Some antioxidant agents have been employed in culture media for ovarian cells. In this context,
the aim of present review is to describe the main antioxidants and their functions within cellular compartments,
with focus on ovarian cells.
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Introducao

Os radicais livres sdo espécies quimicas (atomo, molécula ou fragmento de molécula) que apresentam
pelo menos um elétron ndo compartilhado na camada de valéncia. Podem ser formados a partir do oxigénio,
sendo chamados de espécies reativas de oxigénio, de nitrogénio, de carbono ou de enxofre. Todavia, as que
possuem maior relevancia sdo as espécies reativas de oxigénio, pois sua formacdo ocorre durante o processo
normal ou ainda exacerbado da reducdo de oxigénio no interior da mitocondria (Dormandy, 1980).
Considerando-se que todos os organismos aerobios requerem oxigénio para a sua sobrevivéncia, os metabolitos
dessa molécula, como o superdxido, o peréxido de hidrogénio e o radical hidroxila, sdo capazes de modificar o
funcionamento celular de forma adversa, comprometendo alguns mecanismos intracelulares e,
consequentemente, a sobrevivéncia da célula.

Sendo assim, entende-se por estresse oxidativo o desequilibrio entre a producdo ¢ a neutralizacdo das
espécies reativas de oxigénio, podendo ocorrer pelo excesso de produgido dessas moléculas e/ou pela deficiéncia
dos mecanismos antioxidantes no interior da célula (Diplock et al., 1994). O estresse oxidativo por meio desses
mecanismos ainda ndo esta bem elucidado e pode provocar apoptose ¢ morte em varios tipos celulares (Liu et al.,
2003), além de anomalias na fertilizagdo e no desenvolvimento embriondrio pré e pds-implantacdo (Navarro et
al., 2006). Por outro lado, essas espécies reativas de oxigénio podem ser importantes marcadores da remodelagao
dos tecidos, da sinalizacdo hormonal, da esteroidogénese e da funcdo das células germinativas (Attaran et al.,
2000). Nestas ultimas, essas moléculas tém afetado a viabilidade de espermatozoides (Gibson e Huang, 2004).
Numerosos estudos em animais e humanos t€ém demonstrado a presenca de espécies reativas de oxigénio no trato
reprodutivo de fémeas em locais como ovarios (Jozwik et al., 1999; Behrman et al., 2001) e tubas uterinas, bem
como em embrides (Guerin et al., 2001). Elas estdo envolvidas, ainda, em uma série de fungdes fisiologicas
reprodutivas, como a maturag¢do oocitaria, a esteroidogénese ovariana, a ovulag@o, a implantagdo, a formagdo de
blastocisto, a manutengdo do corpo lateo na gestagdo e a lutedlise (Ishikawa, 1993; Sabatini et al., 1999;
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Behrman et al., 2001).

Desta forma, visando balancear a formagdo das espécies reativas de oxigénio e manter suas fungdes
fisiologicas, em condigdes normais as células contém em seu citoplasma substancias antioxidantes, as quais
podem ser de natureza enzimatica ou ndo enzimatica. Entretanto, no cultivo in vitro de fragmentos de tecido
ovariano ou ainda de estruturas isoladas como foliculos ovarianos, existe maior formagdo de radicais livres,
sendo, portanto, necessaria a utilizacdo de substincias antioxidantes que possam contrapor esse aumento
indiscriminado de espécies reativas de oxigénio. Tendo em vista a atuagdo dos radicais livres e a importancia dos
antioxidantes no cultivo celular, a presente revisdo objetiva abordar o papel intracelular dos antioxidantes no
ovario mamifero e no cultivo de células ovarianas.

Espécies reativas de oxigénio

O elemento oxigénio, por defini¢do, pode ser considerado um radical livre, uma vez que possui dois
elétrons desemparelhados, cada um localizado em um orbital, na camada de valéncia (Halliwell ¢ Gutteridge,
1999). Segundo Ferreira e Matsubara (1997), este desemparelhamento de elétrons confere alta reatividade aos
atomos e as moléculas.

As espécies reativas de oxigénio incluem um grande nimero de moléculas quimicamente reativas
oriundas do oxigénio, entre elas o radical superoxido (O-), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila
(OH-), sendo este ultimo extremamente reativo. Todavia, o radical superdxido, gerado a partir do oxigénio
molecular pela adi¢do de um elétron, ¢ um radical livre pouco reativo, pois ele tem pouca habilidade para
penetrar nas membranas celulares e, por isso, fica preso no compartimento onde foi produzido. Radicais
superoxido sdo rapidamente dismutados pela agdo das enzimas superoxido dismutase mitocondrial (Mn-SOD),
citoplasmatica (Cu, Zn-SOD) ou extracelular (EC-SOD), produzindo perdxido de hidrogénio, que possui vida
longa e é capaz de atravessar membranas biologicas (Ferreira e Matsubara, 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999;
Nordberg e Arner, 2001). O radical hidroxila (OH) é formado a partir do peroxido de hidrogénio, em uma reagao
catalisada por ions metalicos (ferroso- Fe++ ou ctprico- Cu++) conhecida como reacdo de Fenton. Este radical
reage rapidamente com biomoléculas e pode desencadear a peroxidacdo dos lipidios nas membranas celulares a
partir da separagdo de um atomo de hidrogénio dos acidos graxos insaturados ali presentes. . Esse processo leva
a formag@o de radicais lipidicos, os perdxidos de lipidios, que, na sequéncia, combinam-se com o oxigénio
molecular, propagando, assim, a cadeia de rea¢des da peroxidacdo lipidica. A maioria dos fosfolipidios
presentes na membrana celular é rica em 4cidos graxos poli-insaturados; por esta razdo, esses lipidios sdo
susceptiveis ao ataque do radical hidroxila (Ferreira e Matsubara, 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999; Nordberg
e Arner, 2001).

Por outro lado, os radicais livres sdo importantes para a defesa do organismo contra agentes estranhos,
pois auxiliam a atividade dos neutréfilos e macrofagos, desencadeando uma atividade bactericida pela
degradagdo oxidativa dos lipidios, das proteinas ¢ do DNA microbianos. O uso fisiologico de espécies reativas
de oxigénio, como segundo mensageiro, também comega a ser demonstrado em areas como a sinaliza¢do
intracelular e a regulacdo redox. O radical superoxido, o peroxido de hidrogénio e os hidroperéxidos de lipidios
podem regular a atividade de varias quinases, citocininas, fatores de crescimento, hormonios,
neurotransmissores, fatores de transcrigdo, bem como o mecanismo de morte celular. No ovério, sabe-se que um
grande nivel de espécies reativas de oxigénio ¢ produzido em tecidos esteroidogénicos, uma vez que a reacdo de
conversdo de colesterol em pregnenolona, catalisada pela enzima desmolase do complexo enzimatico citocromo
P450, produz um elevado nimero de elétrons (Rodgers, 1990; Strauss e Miller, 1991). Tais relagdes sugerem um
complexo papel das espécies reativas de oxigénio no ambiente ovariano. Além disso, essas moléculas podem
contribuir para o envelhecimento ¢ para a ocorréncia de muitas doengas humanas, como céancer, derrame
cerebral, doengas neurodegenerativas e diabetes (Imai e Nakagawa, 2003).

Portanto, quaisquer distirbios no balanco pré-oxidante/antioxidante em favor do oxidante levam a
danos celulares, os quais s3o denominados danos oxidativos ou estresse oxidativo. Este pode resultar em
adaptacdo ou injuria celular. Em principio, pode ser causado por dois fatores: (1) redugcdo na quantidade de
antioxidantes nos sistemas de defesa celular (exemplos: mutagdes afetando enzimas de defesa antioxidantes
como a Cu-Zn superoxido dismutase (CuZnSOD), MnSOD ou glutationa peroxidase) ou (2) produgéo elevada de
espécies reativas de oxigénio/espécies reativas de nitrogénio (exemplo: exposicdo a concentragdes elevadas de
0,, presenca de toxinas que sdo metabolizadas produzindo estes radicais ou excessiva ativacdo dos sistemas
naturais destas moléculas, como a ativagdo de células fagocitarias em doencas inflamatérias cronicas) ( Halliwell
e Gutteridge, 1999).

As espécies reativas de oxigénio podem causar danos a todos os tipos de biomoléculas, incluindo o
DNA, as proteinas e os lipidios (peroxidacdo dos lipidios). A peroxidagdo de lipidios ¢ definida como “a
deteriorizagdo oxidativa de lipidios poli-insaturados”. Acidos graxos poli-insaturados sdo aqueles que contém
duas ou mais duplas ligagdes carbono-carbono (H2C=CH?2) e, devido as suas multiplas liga¢des, sdo excelentes
alvos para o ataque de radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 1999; Nordberg e Arnér, 2001). A membrana que
rodeia as células e as organelas celulares contém grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados, por isso,
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ela ¢ um dos componentes celulares mais atingidos por essas moléculas reativas em decorréncia da peroxidagio
dos lipidios. Esse processo acarreta alteragdes na estrutura ¢ na permeabilidade das membranas celulares,
havendo perda da seletividade i0nica, liberagdo do contetido de organelas e formagdo de produtos citotoxicos,
culminando com a morte celular (Ferreira e Matsubara, 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999). E importante
ressaltar ainda que o alvo celular primario pode variar, dependendo da célula, do tipo de estresse imposto e de
quao severo ¢ esse estresse. Desta forma, os danos podem conduzir as mais diversas situacdes, desde apoptose a
carcinogénese (Halliwell e Gutteridge, 1999; Nordberg e Arnér, 2001).

Antioxidantes

Nos sistemas aerdbicos, ¢ essencial o equilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e o sistema de
defesa antioxidante. Esses agentes oxidantes sdo gerados endogenamente, como consequéncia direta do
metabolismo do O,. Para proteger-se do efeito letal da formagdo excessiva desses radicais livres, a célula possui
um sistema de defesa antioxidante, que pode ser dividido em dois: os sistemas enzimatico € ndo enzimatico
(Sies, 1993).

No sistema enzimatico, as substancias sdo conhecidas como antioxidantes naturais, podem agir
neutralizando as espécies reativas de oxigénio e prevenindo danos na estrutura celular. Dentre estas substincias
destacam-se:

Superoxido dismutase (SOD)

A superdxido dismutase foi a primeira enzima metabolizante de espécies reativas de oxigénio
descoberta. Em células de mamiferos, existem duas formas desta enzima: a Cu, Zn- superoxido dismutase (Cu-
Zn- SOD) presente no citosol e a Mn- superdxido dismutase (Mn-SOD) presente na mitocondria. Estas enzimas
catalisam a reagdo de dismutagdo de duas moléculas do radical superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio
molecular 20,” + 2H'— H,0, + O, (Fig.1), sendo, portanto, uma fonte de peréxido de hidrogénio celular
(Ferreira ¢ Matsubara, 1997; Nordberg e¢ Arnér, 2001). Na mitocondria, o superdéxido é formado em
concentragdes relativamente altas, devido ao escape de elétrons da cadeia respiratéria (Nordberg e Arnér, 2001).

Catalase

A catalase ¢ uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio a dgua
e oxigénio molecular (H,O, = H,O + O; Fig. 1). E uma enzima encontrada no sangue, na medula dssea, nas
mucosas, nos rins e no figado. A catalase também tem fung@o na detoxificacdo de diferentes substratos, como
fendis e alcoois, via redugdo acoplada do H,O,. Um papel antioxidativo da catalase ¢ diminuir o risco de
formacdo do radical hidroxila a partir do H,O, via reagdo de Fenton. Para aumentar sua eficiéncia e protegé-la da
inativacdo, a catalase se liga ao NADPH (Ferreira e Matsubara, 1997; Nordberg e Arnér, 2001).

Peroxirredoxinas (Prx)

Peroxirredoxinas representam uma larga familia de enzimas citoprotetoras que degradam o perdxido de
hidrogénio (Fig. 1), além de peréxidos organicos de cadeias mais longas e hidrofobicas, como o peroxido de
cumeno, os perdxidos derivados de acidos graxos ou de fosfolipideos, além do peroxinitrito. Ao degradarem
esses compostos, as peroxirredoxinas ficam em sua forma oxidada e, para terem a sua atividade enzimatica
restaurada, devem ser reduzidas por enzimas denominadas tiorredoxinas. As tiorredoxinas, por sua vez, s6 atuam
na sua forma reduzida, e essa redugdo ¢ feita pela enzima tiorredoxina redutase, formando, assim, um ciclo
catalitico entre essas diferentes enzimas citadas (Almondes et al., 2010). Em mamiferos, essas enzimas também
podem atuar em outras moléculas e processos metabolicos, como no sistema imune, na apoptose celular e na
regulagdo da atividade de fatores de transcrigdo, regulando a funcdo celular de varios tecidos (Nordberg et al.,
2001).

Glutationa (GSH)

A glutationa esta presente em todas as células vivas aerobicas e € o tiol (-SH) mais abundante no meio
intracelular. Ela € composta por duas subunidades as quais possuem a expressdo de seus RNAm e proteinas
regulados por hormdnios gonadotroficos (Luderer et al., 2001; Tsai-Turton e Luderer, 2005). Segundo Ferreira e
Matsubara (1997), a GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegendo-a de lesdes resultantes da exposi¢do a agentes como: ions ferro, oxigénio
hiperbarico, 0z6nio, radiacdo e luz ultravioleta. Além disso, participa da detoxificagdo de agentes quimicos em
reagdes catalisadas pela glutationa S-transferase, bem como da eliminagdo de produtos da lipoperoxidagdo, como
¢ o caso da reacdo catalisada pela glutationa peroxidase (GPx) com o peroxido de hidrogénio (Nordberg e Arnér,
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2001). Atua também como cofator de enzimas, na estocagem de cisteina e na regulacdo da sintese de proteinas e
de DNA por meio da alteragdo do status redox (Dalton et al., 2004).

No ovario mamifero, a glutationa estd presente no oocito e no fluido folicular, exercendo papel na
promocao do desenvolvimento do zigoto do estadio de moérula para blastocisto (Matos e Furnus, 2000). Também
foi identificada como essencial para a maturagdo de oodcitos, particularmente na maturagdo citoplasmatica,
necessaria para o desenvolvimento pré-implantacdo e formacdo dos pro-ntcleos (Yoshida et al., 1993; Eppig,
1996). Zuelke et al. (2003) verificaram que odcitos maturos de hamsters t€ém a concentragdo desta enzima duas
vezes maior do que em odcitos em vesicula germinativa. Soma-se a isso o fato de que a sua deplecdo induz a
apoptose em alguns tipos de células em cultivo (Anderson et al., 1999; Higuchi e Matsukawa, 1999;
Schnelldorfer et al., 2000).

Apds a exposigdo da glutationa ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a glutationa oxidada ou
glutationa dissulfito. A recuperagdo desta enzima ¢ feita pela glutationa redutase (GR), uma etapa essencial para
manter integro o sistema de protegdo celular (Ferreira e Matsubara, 1997; Nordberg e Arnér, 2001).

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a redugdo do perdxido de hidrogénio (Fig. 1) e de outros
peroxidos organicos, como os peroxidos de lipidios, na membrana celular para seus alcoois correspondentes,
convertendo a glutationa a sua forma oxidada (Ferreira e Matsubara, 1997; Nordberg e Arnér, 2001). Existem
quatro tipos diferentes de glutationa peroxidase em mamiferos (GPx1, 2, 3 e 4). Esta tultima foi descoberta
recentemente e tem dupla func¢do na célula espermatica, pois € enzimaticamente ativa na espermatide e insoltivel,
funcionando como uma proteina estrutural, no espermatozoide maduro. Uma variante da GPx4 diferindo na
porcdo N terminal da molécula ¢ também especifica do nucleo do espermatozoide, onde participa na
condensagdo da cromatina espermatica (Nordberg e Arnér, 2001). Segundo Imai e Nakagawa (2003), a GPx4
pode reagir com o H,O, e com uma ampla variedade de hidroperoxidos de lipidios, sendo, portanto, considerada
responsavel pela protegdo da membrana contra os danos oxidativos.
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Figura 1. Representacdo simplificada do sistema antioxidante em que se enfatiza a a¢do de algumas enzimas.
Radical superdxido é produzido intracelularmente, tanto no citosol quanto na mitocondria. A superoxido
dismutase da origem ao oxigénio molecular e ao peroxido de hidrogénio a partir de duas moléculas de
superoxido. O perdxido de hidrogénio pode ser metabolizado para oxigénio molecular e agua por diferentes
sistemas enzimaticos ou convertido para o radical hidroxila, por meio de reagdo quimica metabolizada por
metais de transi¢ao (Ferreira e Matsubara, 1997; Nordberg e Arnér, 2001).

Com relagdo ao sistema ndo enzimatico, um grande niimero de compostos de baixo peso molecular é
considerado antioxidante de importancia bioldgica, incluindo as vitaminas C e E, além de diferentes compostos
de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido urico e acido lipoico (Nordberg e Arnér, 2001).

Acido ascorbico (Vitamina C)

A vitamina C ou ascorbato é uma vitamina hidrossolivel com a¢do antioxidante. O acido ascérbico
reduz o a-tocoferol, os perdxidos e as espécies reativas de oxigé€nio, como superoxido. Esta vitamina serve,
principalmente, para prevenir a formagdo de hidroperoxido de lipidios nas lipoproteinas plasmaticas e de
membrana. O ascorbato atua juntamente com a glutationa para proteger a célula dos danos oxidativos (Nordberg
e Arnér, 2001). Essa vitamina tem sido associada & manuteng@o da viabilidade celular no cultivo in vitro de
foliculos ovarianos pré-antrais (Thomas et al., 2001; Rossetto et al., 2009). No entanto,, quando em doses
elevadas ou na presenga de metais como o ferro ou o cobre, a vitamina C pode agir como um proé-oxidante,
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levando a lipoperoxidagdo. In vitro, tanto a mistura Cu-ascorbato como Fe-ascorbato estimulam os danos
oxidativos causados por radicais livres ao DNA, aos lipidios e as proteinas (Ferreira e Matsubara, 1997;
Halliwell e Gutteridge, 1999).

a-Tocoferol (Vitamina E)

A vitamina E é o componente vital para a defesa celular contra compostos que causam oxidagdo das
moléculas celulares em mamiferos, agindo como antioxidante (Bregelius e Traber, 1999). Pode prevenir a
oxidagdo de varias formas: a) destruindo os agentes oxidantes, b) diminuindo a conversdo de agentes oxidantes
menos reativos a mais reativos, c¢) facilitando o reparo de danos causados pelos agentes oxidantes, d)
providenciando um ambiente favoravel para a atividade de outros antioxidantes (Zhang e Omaye, 2001). In vitro,
essa substancia ndo foi capaz de manter a viabilidade de foliculos ovarianos pré-antrais, porém promoveu
ativagdo folicular (Lima-Verde et al., 2009).

Coenzima Q

A coenzima Q exerce sua principal fun¢do natural na mitocdndria, como parte da cadeia de transporte
de elétrons (cadeia respiratoria). Entretanto, estd presente também em baixas concentragdes no plasma e nas
membranas celulares, onde funciona como um antioxidante prevenindo a peroxidagdo lipidica (Halliwell e
Gutteridge, 1999; Nordberg e Arnér, 2001).

Acido lipoico

O 4acido lipoico (acido 1,2-ditiolano-3-pentanoico) ¢ um cofator essencial em complexos multi-
enzimaticos que catalisam a descarboxilacdo dos a-cetoacidos, como o piruvato (a-acetil coenzima-A - CoA) e o
a-cetoglutarato ( a-succinil CoA) no ciclo de Krebs. Ambas as formas, oxidadas e reduzidas, do acido lipoico
mostram propriedades antioxidativas in vitro. Estas substincias reduzem perdxido, 4acido hipocloroso, radical
hidroxila e acido peroxinitroso. As concentragdes de acido lipoico livre nos tecidos e fluidos corporais sdo muito
baixas, o0 que torna quase impossivel que ele exerga efeitos antioxidativos in vivo (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Antioxidantes e o ovario

Sabe-se que o metabolismo oxidativo é essencial para producdo da energia celular que regula os
processos fisiologicos, entretanto esta inevitavelmente associado a geracdo de espécies reativas de oxigénio e
ocorréncia do estresse oxidativo. Segundo Arechiga et al. (1998), a producdo em excesso de radicais livres pode
resultar em infertilidade, em razdo de o tecido ovariano, o espermatozoide e o embrido pré-implantacional serem
sensiveis a danos provocados por esses agentes oxidantes. Além disso, tem sido sugerido que a produgdo de
radicais livres no meio de cultivo de embrides bloqueia o seu desenvolvimento (Legge e Sellens, 1991).

Ha relatos do envolvimento das espécies reativas de oxigénio em concentragdes fisiologicas na
proliferagdo celular (Rahimi et al., 2003), maturagdo oocitaria (Hammadeh et al., 2008), luteélise (Riley e
Behrman, 1991; Sugino et al., 2000), esteroidogénese folicular e luteal, ovulacdo, fertilizagdo, implantagdo e
desenvolvimento embriondrio inicial (Agarwal e Allamaneni, 2004; Fujii et al., 2005; Morado et al., 2009). A
primeira retomada da meiose ¢ induzida por um aumento de espécies reativas de oxigénio ¢ inibida por agentes
antioxidantes (Takami et al., 2000; Kodaman e Behrman, 2001), indicando que a geracdo desses radicais livres
pelo foliculo ¢ um importante promotor da sequéncia ovulatoria. No entanto, sugere-se que a produgdo ciclica
dessas moléculas reativas pode, ao longo do tempo, contribuir para uma insuficiéncia ovariana prematura
autoimune (Behrman et al., 2001). Estudos anteriores t€m mostrado que essas moléculas afetam negativamente a
progressdo da metafase II na segunda parada da meiose, pois estdo associadas a diminui¢do de gonadotrofinas, a
danos no DNA e a inibi¢do na produ¢do de ATP (Behrman et al., 2001). Além disso, Margolin et al. (1990)
observaram que as espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas na perda da sensibilidade de células da
granulosa a hormonios gonadotréficos e na perda da fungdo esteroidogénica, as quais sdo caracteristicas de
atresia folicular.

Sabe-se que os cultivos in vitro de tecido ovariano (Hovatta et al., 1997) ou de foliculos isolados (Tilly
e Tilly, 1995) sdo geralmente submetidos a maiores concentragdes de oxigénio em relagdo as condigdes in vivo,
podendo o estresse oxidativo contribuir para as altas taxas de atresia observadas nos cultivos. Além disso, o
excesso de espécies reativas de oxigénio vem sendo correlacionado com apoptose celular. Embora a indugao de
apoptose causada por estas moléculas ainda seja pouco investigada em foliculos ovarianos, observou-se que o
tratamento com peroxido de hidrogénio ¢ toxico para células da granulosa, uma vez que inibe o acimulo do
AMPc estimulado pelo horménio foliculo estimulante (FSH) e a produgdo de progesterona (Margolin et al.,
1990). Ha evidéncias de que as espécies reativas de oxigénio induzem vias de apoptose mitocondrial por meio da
ativagdo de receptores de morte celular na membrana (Chandra et al.,, 2000), havendo, entdo, inducdo da
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proteina quinase ativadora de mitdgenos e da via das caspases (Schulze-Osthoff et al., 1998). Além disso, o
estresse oxidativo induz a fragmentagdo do DNA nas células (Halliwell ¢ Aruoma, 1991; Henle e Linn, 1997).
Essa quebra pode ocorrer devido a agdo direta da OH- ou ainda pela ativagdo de endonucleases, devido ao
acumulo de calcio intracelular livre estimulado pelos radicais livres. A existéncia de quebras unilaterais no
momento da replicagdo do DNA induz quebras irreversiveis da cadeia dupla (Cox et al., 2000), prejudicando a
polimerizacdo do DNA. Essas altera¢des sdo caracteristicas de apoptose, culminando com a degeneracdo e a
morte celular.

Evidéncias indiretas do papel pro-apoptotico das espécies reativas de oxigénio em foliculos ovarianos
foram observadas por Jozwik et al. (1999), em que o tratamento com antioxidantes preveniu a apoptose de
foliculos cultivados in vitro. Foi recentemente demonstrado que a supressdo da sintese de glutationa aumenta a
atresia de foliculos antrais em ratas (Lopez e Luderer, 2004). Outros estudos t€ém demonstrado que tratamentos
que aumentam as concentragdes celulares dessa enzima protegem varios tipos celulares contra estimulos
apoptoticos (Ekshyyan e Aw, 2005; Xia et al., 2005). Tsai-Turton ¢ Opposing (2006) mostraram que tratamentos
com FSH aumentaram as concentragdes celulares de glutationa em cultivo de foliculos pré-antrais de ratas por 2-
48 horas e suprimiram as espécies reativas de oxigénio foliculares. Usando-se um inibidor especifico da sintese
dessa enzima, foi demonstrado que a deplecdo da glutationa reverte parcialmente a supressdo dos radicais livres
e a inibicdo de apoptose nas células da granulosa pelo FSH. Evidencia-se, dessa forma, uma regulagio entre
antioxidantes e esse hormonio, bem como a importancia do balancgo entre antioxidantes e espécies reativas de
oxigénio no ovario. Varios métodos tém sido utilizados para contornar problemas inerentes aos radicais livres.
Um deles ¢ a redug@o da concentragdo de oxigénio no ambiente de cultivo (Umaoka et al., 1992), ou, ainda, a
adi¢do de antioxidantes aos meios de cultivo, tais como a glutationa (Yoshihara et al., 2009), o EDTA (Nasr-
Esfahani et al., 1992), a catalase (Nasr-Esfahani ¢ Johnson, 1992) e as vitaminas C ¢ E (Lima-Verde et al., 2009;
Rossetto et al., 2009).

A protecdo contra as espécies reativas de oxigénio ¢ fornecida por degradagdo enzimatica (catalase,
superoxido dismutase, glutationa peroxidase), remog¢ao pelos antioxidantes e reparacdo molecular. Essas enzimas
citadas podem reduzir as proteinas e o DNA oxidados e destruir os lipidios oxidados, impedindo, dessa forma, a
propagac¢do da peroxidacao lipidica. Tanto a catalase quanto a superoxido dismutase estdo presentes no ovario e
podem ser reguladas hormonalmente (Agrawal e Lalorava, 1977; Lalorava et al., 1988). Estudos tém
demonstrado que o cultivo in vitro de células da granulosa foliculares em meio suplementado com FSH estimula
a atividade da catalase (Behl e Pandey, 2002). Estas enzimas aumentam o desenvolvimento de embrides murinos
por meio da regulagdo positiva com a glutationa, controlando o balango entre oxidacéo e reducdo intracelular
(Goto et al., 1992; Orsi e Leese, 2001). De acordo com Eppig (1996) e Krisher e Bavister (1998), a glutationa
peroxidase tem se revelado importante no processo de maturagdo de odcitos envolvendo a sintese de
componentes bioquimicos, a fosforilacdo de proteinas e a ativagdo de caminhos metabolicos especificos.
Também age diretamente no metabolismo da progesterona. No utero, sua fun¢do antioxidante ¢ fundamental
para manter o ambiente mais sadio possivel, tanto para o transporte espermatico na época do estro quanto para a
implantacdo do embrido. Essa enzima ¢ estratégica na eliminag¢@o dos radicais livres (peréxido de hidrogénio)
originados dos processos metabdlicos e vital para a prote¢do da membrana lipidica dos odcitos, para que esta ndo
sofra peroxidagdo pelos radicais livres. Essa peroxidac@o causaria a ruptura da membrana e ainda danos graves
irreversiveis.

As vitaminas antioxidantes t€ém sido ha muito tempo correlacionadas com o ovario. Machlin e Gabriel
(1980), em estudos com ratos deficientes de vitamina E, verificaram a sua importancia na manutengdo da funcdo
dos gametas. Essa vitamina tem sido correlacionada com a supressdo de injurias causadas nas membranas
celulares e com efeitos benéficos ao desenvolvimento in vitro de embrides bovinos (Olson e Seidel Jr., 2000).
Outros antioxidantes, como a luteina e outros carotenoides, como, por exemplo, a vitamina A, também sio
conhecidos por serem constituintes do ovario (Chew et al., 1984). O 4cido ascorbico é um antioxidante
largamente distribuido no ovario mamifero, onde pode ser encontrado nas células da granulosa, da teca interna e
luteinicas, bem como no oocito (Deane, 1952). A presenga de altas concentragdes deste antioxidante em tecidos
enddcrinos tem se mostrado importante para producdo de hormonios esteroides (Tsuji et al., 1989) e inibi¢ao da
apoptose em células da granulosa em bovinos (Tilly e Tilly, 1995) e em complexos cumulus-oécito de
camundongas (Eppig et al., 2000; Murray et al., 2001). Além disso, Tatemoto et al. (2001) verificaram que o
tratamento com acido ascdorbico na concentragdo de 250uM no meio de maturagdo protegeu os o6citos suinos do
estresse oxidativo e ainda aumentou a formagdo de pro-nucleos com subsequentes clivagens e desenvolvimento
de blastocistos.

Principais antioxidantes usados no cultivo in vitro de células ovarianas
Sob condig¢des de cultivo in vitro, as estruturas estdo expostas a maiores concentragdes de oxigénio do
que o encontrado in vivo (Goto et al., 1992). A concentragdo de oxigénio geralmente utilizada nas estufas ¢ de

20%, que ¢ a mesma presente no ar atmosférico. Entretanto, ¢ consideravelmente superior a encontrada na tuba
uterina ¢ no Utero da maioria dos mamiferos (Fischer e Bavister, 1993). Além da tensdo de oxigénio, outros
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fatores podem contribuir para aumentar a produgdo de espécies reativas de oxigénio, tais como o contato com a
luz e o excesso de manipulagdo (Guerin et al., 2001). Em camundongos, Goto et al. (1993) observaram um
aumento na producdo de H,O, em embrides expostos a luz por mais de cinco minutos, caracterizando, desta
forma, a importancia da utilizacdo de substancias antioxidantes nos meios de cultivo in vitro. Tendo em vista que
o ambiente natural de odcitos e embrides € rico em agentes antioxidantes, quando estes sdo cultivados in vitro,
sdo privados do sistema de defesa existente no fluido folicular e na tuba uterina. (Gardiner ¢ Reed, 1995;
Lapointe et al., 1998). Em geral, as substincias antioxidantes permitem maior protecdo as membranas
plasmaticas por agirem removendo os radicais livres. A presenca de concentragdes apropriadas de antioxidantes
no meio de cultivo confere uma redugdo dos danos nas membranas celulares (Alvarez e Moraes, 2006). Desta
forma, € crucial protegé-las contra o estresse oxidativo mediante a adi¢do de antioxidantes ao meio de cultivo.
Dentre as substancias comumente adicionadas, podem-se citar o selénio, o a-tocoferol e o acido ascorbico.

Selénio

Na fémea, Hurley e Doane (1989) afirmaram que o selénio pode estar associado a produgdo de
prostaglandinas e que existe acumulo desse mineral nos placentomas, nos ovarios, na pituitaria e na glandula
adrenal, sugerindo que haja exigéncias especificas nesses tecidos. Salientaram também que o selénio pode
reduzir a retengdo de placenta e incrementar o desempenho reprodutivo, pois ¢ um componente essencial do
grupo prostético de varias enzimas, particularmente a glutationa peroxidase, apresentando uma relagio de 0,74 a
0,97 com a atividade desta enzima (Wittwer et al., 2002). A glutationa estd relacionada a protecdo das
membranas dos oocitos contra danos oxidativos, o que coincide, em parte, com as observagdes de Luberda
(2005). Em seu trabalho, foram observadas evidéncias de que a concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no
interior do odcito pode ser um bom sinal bioquimico que contribui para o desenvolvimento das matura¢des
nuclear e citoplasmatica, em mamiferos. O entendimento da dindmica da concentragdo de GSH durante a
maturag@o do odcito e do desenvolvimento embrionario pode diminuir a infertilidade e aumentar a eficiéncia da
producdo de embrides (Luberda, 2005). Além disso, a atividade dessa enzima estd intimamente relacionada a
disponibilidade de selénio.

Estudos in vitro de Basini e Tamanini (2000) demonstraram que o selénio estimulou a proliferacéo das
células da granulosa e a secre¢do de estradiol em vacas. Uhm et al. (2007) mostraram que a adi¢do desta
substancia no meio de cultivo aumentou a taxa de formacgdo de blastocistos e a expressdo da glutationa
peroxidase, diminuindo, consequentemente, o indice de apoptose em embrides suinos. Varias investigagdes
evidenciaram que o selénio age de maneira concentragdo-dependente estimulando ou inibindo o crescimento
celular (Menter et al., 2000; Zeng, 2002; Asfour et al., 2009).

Em outros tipos celulares, Ebert et al. (2006) comprovaram que a suplementacao de selénio aos meios
de cultivo de células do estroma da medula 6ssea foi eficaz em restaurar a capacidade antioxidante reduzindo os
danos celulares. O selénio também desempenha papel na sinalizacdo intracelular incluindo a proteina quinase C,
fator nuclear-kappa B e inibidores de proteinas relacionadas a apoptose (Gopalakrishna et al., 1997). Entretanto,
ha evidéncias de que esta substancia contribui para a apoptose via MAPK e caspase e parada do ciclo celular em
células cancerigenas (Rayman, 2005; Ranawat e Bansal, 2009; Zhao et al., 2009).

Muitas agdes bioldgicas do selénio tém sido atribuidas a suas propriedades antioxidantes poderosas,
que incluem a extingdo direta de espécies reativas de oxigénio, a quelacdo de ions metalicos ¢ a regeneragdo de
glutationa peroxidase. Yeo e Kang (2007) demonstraram que a adi¢@o de selénio no meio de cultivo de células
progenitoras neurais preveniu a morte celular e inibiu a apoptose provocada pelo H,O, Estas observagdes estdo
de acordo com o verificado por Saito et al. (2003), em que a remogao de selénio do meio de cultivo de linfocitos
T induziu a produgédo de espécies reativas de oxigénio, bem como a morte celular.

Alfatocoferol

Tem sido observado que o a-tocoferol, a mais ativa forma da vitamina E, esta presente em membranas
celulares, sendo encontrado em grande quantidade nos ovarios e no fluido folicular (Attaran et al., 2000). O a-
tocoferol atua como agente lipossoluvel protetor da lipoperoxidagdo pela remogdo de radicais perdxidos e
alcoxil, gerando a forma pouco reativa do tocoferol (Miller e Brzezinska-Slebodzinska, 1993). Segundo Das e
Chowdhury (1999), dietas com deficiéncia de vitamina E afetam a fisiologia uterina de ratas em crescimento,
levando a significativa diminuicdo do peso uterino. Esse fato pode estar relacionado a interrupgdo da
comunicagdo entre o hipotdlamo-hipofise-gonadas. Martin e Moore (1936), citados por Das e Chowdhury
(1999), demonstraram que, depois de prolongado periodo de deficiéncia de vitamina E, o ciclo estral de ratas
tornou-se anormal e impossibilitou uma possivel prenhez. Estes efeitos deletérios na reprodu¢do podem ser
explicados pela diminui¢do da concentragdo de estrogenos em animais com deficiéncia de vitamina E (Das e
Chowdhury, 1999), visto que essa vitamina estad concentrada em tecidos produtores de hormonios esteroides,
agindo na protegdo da atividade esteroidogénica do citocromo P-450 contra a peroxidagdo de lipidios (Staats et
al., 1988). A suplementagdo do meio de cultivo com vitamina E melhorou as taxas de maturagdo oocitaria (Tao
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et al., 2004) bem como o desenvolvimento embrionario in vitro (Olson e Seidel 2000; Wang et al., 2002; Tao et
al., 2004). Kitagawa et al. (2004) verificaram que esta vitamina melhorou a formagéo de blastocisto em embrides
suinos e reduziu as concentragdes de H202. Resultados semelhantes foram encontrados por Shimpuku et al.
(2000) em cultivo de células somaticas em que houve uma redugdo nas concentragdes deste radical livre e ainda
aumento nas concentragdes de glutationa. Este fato culminou com a protecdo do DNA celular prevenindo a
fragmentacdo do DNA pelo estresse oxidativo. No cultivo in vitro de fragmentos do tecido ovariano, o meio de
base e a suplementacdo deste com 5uM de a-tocoferol resultaram em altos percentuais de foliculos normais
(Lima-Verde et al., 2009) quando comparado aos demais tratamentos usando diferentes concentracdes deste
antioxidante (10 ou 15uM). Nesse trabalho, a adi¢do de antioxidantes ndo resultou em aumento da viabilidade
folicular. As diferengas encontradas entre estes resultados e os de outros autores podem ter ocorrido devido ao
tipo e as concentragdes das substincias utilizadas para fazer a diluicdo do a-tocoferol, bem como diferengas
entre as espécies e as metodologias utilizadas.

Acido ascorbico

O 4acido ascorbico ¢ predominantemente um antioxidante solivel presente no ovario e pode ser
encontrado no od6cito, nas células da granulosa, da teca interna e luteinicas (Thomas et al., 2001). As
propriedades antioxidantes do acido ascoérbico sdo atribuidas a sua capacidade de reduzir os danos causados por
espécies reativas de oxigé€nio pela formagdo do ascorbato, um radical livre estavel (Buettner, 1993). Este
mecanismo desempenha um grande numero de fungdes citoprotetoras sob condigdes fisiologicas. Tais func¢des
incluem a prevengdo de mutagdes no DNA (Sweetman et al., 1997; Lutsenko et al., 2002), a protecdo contra a
peroxidagdo lipidica (Kimura et al.,1992; Barja et al., 1994) e a reparagdo de aminoacidos oxidados para
manutengdo da integridade de proteinas (Barja et al., 1994; Cadenas et al., 1998). Estes fendmenos contribuem
para a reducdo da apoptose em diversos tipos celulares. Em foliculos pré-antrais de camundongas cultivados por
seis dias, Murray et al. (2001) observaram uma reducdo significativa da apoptose celular quando o meio foi
suplementado com acido ascorbico. Estes resultados assemelham-se aos observados para foliculos antrais (Tilly
e Tilly, 1995), células luteinicas (Kolodecik et al., 1998) e odcitos cocultivados com células da granulosa (Eppig
et al., 2000). Em caprinos, a adi¢do de 50pug/mL deste antioxidante em associagdo ou ndo ao FSH resultou em
altas taxas de sobrevivéncia folicular apos 14 dias de cultivo quando comparado aos fragmentos ovarianos
cultivados no meio de base (Rossetto et al., 2009).

Além disso, o acido ascorbico atua como cofator na sintese de colageno e amidagdo peptidica e, ainda,
facilita o desenvolvimento folicular (Christiane et al., 1988; Thomas et al., 2001). A suplementagdo do meio de
cultivo com este antioxidante na concentragdo de 50pg/mL e FSH aumentou os didmetros folicular e oocitario
apos sete dias de cultivo de fragmentos ovarianos (Rossetto et al., 2009). Rose et al. (1999) e Thomas et al.
(2001), ao adicionarem acido ascoérbico ao meio, demonstraram a importancia dessa vitamina na manutenc¢ao da
sobrevivéncia de foliculos secundérios em camundongas e vacas, respectivamente. Esse estimulo ao crescimento
e, ainda, a manutengdo da sobrevivéncia folicular podem ser explicados pelo papel que o acido ascorbico
desempenha na producdo de colageno tipo IV. Esse colageno ¢ de extrema importancia para a conservacao da
estabilidade folicular, além de prevenir a perda da integridade da membrana basal (Luck et al., 1995), visto que
atua no processo de remodelagdo celular.

Consideracoes finais

A presente revisdo evidenciou a importancia bem como a participacdo direta das substancias
antioxidantes na modula¢do dos compartimentos celulares com énfase nas células ovarianas. O papel de
substancias como o-tocoferol, selénio e &cido ascorbico ja vem sendo estudado por diversas equipes e tem
revelado a relevancia da adi¢do destas aos meios de cultivos celulares in vitro, tendo em vista sua atuagdo na
protecdo contra espécies reativas de oxigénio. Entretanto, o mecanismo exato pelo qual essas ¢ outras
substancias antioxidantes atuam no ovario ainda ¢ desconhecido, requerendo maiores estudos nessa area.
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