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EFEITO DA ALOE VERA NO CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS
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INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores exportadores de carne bovina do mundo e esta producéo é
umas das principais atividades da economia brasileira (IBGE, 2017). O desenvolvimento de
rebanhos observado possui impacto significativo no cenario socioeconémico mundial,
atuando como fonte de renda para criadores, além de produzir alimento de alto valor
nutricional e contribuir com valioso material genético voltado as pesquisas para reproducédo
animal (EMBRAPA, 2008). Nesse sentido, as biotecnologias reprodutivas tém mostrado
grande relevancia no que se refere ao aumento da eficiéncia reprodutiva desses rebanhos de
elevado potencial econdémico.

Dentre as biotécnicas capazes de maximizar o potencial reprodutivo das fémeas
domésticas, a Manipulagdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais
(MOIFOPA), objetiva recuperar a populacdo de foliculos pré-antrais do ambiente ovariano
para posterior cultivo in vitro até o estado de maturacdo, tal técnica surge como uma
alternativa viavel a fim de promover a alta producdo de embriGes. Além disso, existe a
possibilidade de poder ser utilizada na reproducdo humana ja que muitas estratégias tém sido
desenvolvidas para prevenir a infertilidade em mulheres jovens e meninas submetidas a
tratamentos oncolégicos, 0 que pode aumentar significativamente as possibilidades de
retomada da funcdo reprodutiva apds procedimentos de radio ou quimioterapias. Para isso, a
MOIFOPA pode ser aliada a diversas outras biotécnicas como a criopreservacdo de embrides,
odcitos e tecido ovariano, e o autotransplante do tecido ovariano, por exemplo (SILVA, et al.,
2017).

No entanto, o sucesso do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais depende da
otimizacdo dos sistemas de cultivo que sejam capazes de manter a sobrevivéncia e suportar o
crescimento de odcitos inclusos nos foliculos pré-antrais até atingirem sua completa
maturacdo. Além disso, a realizacdo eficaz das etapas de cultivo como a fragmentacao e
isolamento pode evitar danos estruturais e garantir a sobrevivéncia folicular. Contudo, o
cultivo de foliculos ovarianos representa um desafio, uma vez que a maioria destes tornam-se
gradualmente atrésicos durante a fase de cultivo in vitro, necessitando portanto, de sistemas
eficientes de cultivo que promovam o crescimento e minimizem a perda folicular (ARAUJO,
2014; BECK et al., 2018), bem como a identificacdo de novas substancias que ndo sejam
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toxicas a célula e que sejam capazes de sustentar de maneira eficaz o desenvolvimento
folicular in vitro.

Nesse contexto, a utilizacdo de produtos naturais principalmente os extratos de plantas
ao meio de cultivo tem se mostrado uma estratégia cada vez mais promissora, uma vez que
estes compostos alternativos se tornam mais viaveis pela praticidade e valor comercial. Dentre
estes, a Aloe vera (AV) tem se mostrado promissora por suas caracteristicas citoprotetoras
(MORAIS et al., 2012). A Aloe Vera pertencente a familia Asphodelaceae, subfamilia
Asphodeloideae apresentando os nomes populares de babosa-verdadeira, Aloe-debarbados e
Aloe-de-curacau (CASTRO e RAMOS, 2002). Investigacbes ja foram realizadas com o
extrato de AV, a exemplo de Souza et al. (2016) que realizaram estudos substituindo o
crioprotetor gema de ovo pelo extrato de AV, com objetivo de proteger as células espermatica
contra 0 choque térmico e alteracBes estruturais da membrana plasmatica durante o
armazenamento a baixas temperaturas, obtendo satisfatérios na conservacdo de
espermatozoides. No entanto, a aplicabilidade da AV no cultivo in vitro de foliculos ovarianos
ainda ndo foi observada. Dessa forma, estudos in vitro podem avaliar a toxicidade e influéncia
da AV na integridade e no desenvolvimento de foliculos pré-antrais ovarianos bovino.

Diante disso, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da adicdo da Aloe vera como
antioxidante em protocolos de cultivo de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano
bovino, em diferentes concentracGes de Aloe vera (1%, 5%, 10% e 50%).

METODOLOGIA

A pesquisa envolveu o efeito da AV sobre o tecido ovariano bovino cultivado por 6
dias e caracteriza-se como experimental apresentando uma abordagem quantitativa. (NEDEL
e SILVEIRA, 2016). O experimento foi realizado no laboratério de Biotecnologias
Reprodutivas da Universidade Federal do Ceard, Campus Sobral sob aprovacéo de comité de
ética. Os ovarios utilizados foram provenientes de animais selecionados para abate, na cidade
de Sobral - CE. A coleta de dados foi realizada nos meses de outubro e novembro de 2018.
Foram utilizados obtidos ovarios bovinos (n=10) em abatedouro local provenientes de cinco
vacas adultas. Apds a coleta os mesmos passaram por lavagem asséptica e foram, entdo,
transportados ao laboratério em até 1h acondicionados em NaCl a 0,9% suplementado com
penicilina (100 mg/mL) e estreptomicina (100 mg/mL) a 4°C. No laboratorio, foram
selecionados ovarios que apresentassem morfologia normal. Ap6s isso, foram submetidos a
fragmentacdo do cortex em fragmentos de 3x3x1mm em Meio Essencial Minimo (MEM)
suplementado com HEPES e antibi6tico.

Uma representacdo de fragmentos ovarianos de cada animal foi fixados em Carnoy por
12 h (controle in vivo) e submetido a analise histoldgica, na qual foi observada a morfologia e
crescimento folicular. Os demais fragmentos ovarianos foram cultivados in vitro
individualmente durante seis dias em placas de 24 pocos, contendo 1 mL de meio de cultivo
(MEM) suplementado com 0,05 IU/mL de FSH, 5 ng/mL de selénio, 110 ug/mL de piruvato,
10 ug/mL de insulina, 50 ug/mL de &cido ascorbico, 5,5 ug/mL transferrina, 1,25 mg/mL de
BSA, 100 ug/mL penicilina e 100 ug/mL estreptomicina, 2 mM de glutamina e 2 mM de
hipoxantina. Foram testadas 4 concentragdes de AV (1%, 5%, 10% e 50%), desta forma
foram definidos 5 tratamentos: MEM*, MEM* + 1% AV, MEM*+ 5% AV, MEM*+10% AV e
MEM*+50% AV.

As condic¢es de cultivo foram a 39 °C em uma atmosfera de 5% CO2. A cada dois
dias foi realizada a troca do meio de cultivo sendo 60% substituido por meio fresco. Apds o
periodo de cultivo foi realizada histologia classica, em cada tratamento. Para isso, 0sS
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fragmentos foram inicialmente fixados em Carnoy por 12 h e destinados ao processamento
histolégico. De acordo com o aspecto qualitativo, os foliculos pré-antrais foram classificados
como morfologicamente normais e degenerados, considerando as seguintes caracteristicas
para normais: auséncia de corpos picnoticos, organizacdo das células da granulosa e para
degenerados: presenca de corpos picndticos, retracdo citoplasmatica e desorganizacdo das
células da granulosa.

DESENVOLVIMENTO

O ovario mamifero contém milhares de odcitos, inclusos em sua maioria (cerca de
90%) nos foliculos pré-antrais. Apesar deste enorme capital oocitario, uma infima proporcao
desses odcitos (cerca de 0,1%) serd ovulado e, consequentemente, poderdo ter alguma
possibilidade de serem fecundados. Considerando-se que a quase totalidade dos odcitos sera
eliminada pelo processo de atresia, caso permaneca no interior dos ovarios, a utilizagdo da
biotécnica de Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Pré-antrais (MOIFOPA) permite
“resgatar ou isolar os FOPA a partir dos ovarios antes que eles se tornem atrésicos e cultiva-lo
em vitro, juntamente com os odcitos imaturos neles inclusos, até o estagio de maturacéo,
prevenindo-os, dessa forma, da atrésia” (LIMA e SANTOS, 2010). “Com isso, torna-se
possivel potencializar a reproducdo assistida de animais geneticamente superiores através do
fornecimento de milhares de odcitos para a produgdo in vitro de embrides, bem como
subsidiar as demais biotécnicas reprodutivas” (ROSSETTO et al, 2011).

Nesse contexto, sistemas de cultivo vém sendo estudadas com o intuito de promover
adequado desenvolvimento folicular in vitro. No entanto, além do método de recuperacéo, o
cultivo in vitro e a manutencdo da viabilidade dessas estruturas continuam sendo um grande
desafio, motivando a realizacdo de pesquisas que sejam capazes de proporcionar o adequado
desenvolvimento folicular e a manutencdo de sua ultraestrutura e, portanto, o
desenvolvimento oocitario. Nesse sentido, a utilizacdo de extratos vegetais tem ganhado
bastante espaco. (SAADIA et al, 2015).

Com esse objetivo, tem sido estudada a adicdo de varias substancias naturais ao meio
de cultivo in vitro. Em estudos com a espécie suina, por exemplo, a utilizacdo de dois extratos
vegetais (Kefir e Spirulina maxima) foi capaz de manter o desenvolvimento de foliculos pré-
antrais sem apresentar citotoxicidade (PLAZAS, 2015; SOUZA, et al., 2016) e o extrato de
Amburana cearenses utilizado em estudos com foliculos ovarianos de cabras e ovelhas,
mostrou resultados satisfatorios (BARBERINO et al., 2016; GOUVEIA et al., 2016). No
mesmo sentido a frutalina, uma substancia de origem vegetal com potencial
anticancerigeno,foi investigada quanto a sua toxicidade e, efeitos na maturacéo e fertilizacao
in vitro de odcitos de suinos (SILVA et al., 2018) apresentando efeito positivo na eficiéncia
da fertilizacdo in vintro dependendo da concentracdo de frutalina que sera utilizada no
procedimento.

Dentre os vegetais cujos extratos sdo potencialmente utilizaveis no cultivo in vitro de
foliculos ovarianos, a Aloe vera (Aloe Barbadensis Miller) é uma planta que apresenta acdo
antisséptica, anti-inflamatdria, antitumoral, antiviral, hidratante e antienvelhecimento, laxativa
e propriedades cicatrizantes, protecdo solar e ativacdo do sistema imune (NUNES, 2017).
Cresce naturalmente em climas secos e quentes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho que avalia o extrato de AV como componente citoprotetor
para cultivo in situ do tecido ovariano da espécie bovina. A analise histologica dos foliculos
ao final do periodo de cultivo demonstrou diferenca estatistica significativa entre o0s
tratamentos (p < 0,05). J& em relagdo a foliculos degenerados verificou-se que os grupos
MEM, AV1% e AV5% apresentaram maiores taxas de degeneracdo na comparagdo com o
controle ndo cultivado. No entanto, no grupo AV10% foram observadas menores taxas de
foliculos degenerado na comparagdo com o grupo MEM (p < 0.05).

Quando se comparou as diferentes categorias foliculares (primordiais, primarios e
secundarios) observou-se que entre os foliculos primordiais o grupo MEM apresentou
melhores taxas de foliculos morfologicamente normais na comparagdo com os grupos AV1%,
AV5% e AV10%, apresentando, no entanto, resultados similares ao grupo AV50%. Dessa
forma as concentragdes AV10% e AV50% sdo melhores em relagdo as outras. Observou-se na
verificacdo dos foliculos primarios, que o grupo AV5% apresentou melhores taxa de foliculos
normais do que o controle ndo cultivado. Em relacdo aos demais tratamentos ndo foram
observadas diferencas significativas. Ja na categoria de foliculos secundarios foi possivel
verificar que o grupo AV1% foi melhor que o controle ndo cultivado, ndo se observando,
porém, diferenca em relacdo aos demais tratamentos. Quando a analise foi centrada nos
foliculos em desenvolvimento (priméarios e secundarios) ndo se observou diferenca em
nenhum dos grupos (p < 0.05).

A normalidade dos foliculos foi verificada pela manutencdo de pardmetros
morfoldgicos satisfatorios de odcitos e células da granulosa (CG), importantes indicadores da
salde dos foliculos. Essas células tém como funcdo a protecdo e o suporte do gameta
feminino e sdo necessarias ao seu adequado desenvolvimentos. Além disso, CG tém papel
predominante na regulagdo hormonal da génada feminina (SILVA, 2016).

Esses efeitos positivos da AV sobre parametros morfolégicos podem estar associados
a atividade antioxidante do extrato da planta, tendo em vista que ja é conhecida a importancia
da adicdo de antioxidantes em meios de cultivo de células e tecidos a exemplo de selénio,
acido ascorbico e transferrina (LINS et al., 2017). No entanto, a necessidade dessa adicdo
constante de suplementos com propriedade antioxidante pode onerar e tornar menos acessivel
o cultivo de células foliculares. Dessa forma, o uso do extrato de AV é uma estratégia
promissora e de baixo custo como fonte alternativa de suplemento com atividade citoprotetora
contra o estresse oxidativo (BARBERINO et al., 2016).

Tendo em vista a propriedade da AV de ativar e manter a morfologia normal dessa
categoria folicular, fica evidente a importancia da utilizacdo desse extrato como aliado no
desenvolvimento de sistemas de cultivo eficientes capazes de manter controlada a producao
de espécies reativas de oxigénio. Essa observacdo é corroborada por estudos que ja
identificaram importantes componentes antioxidantes presentes no extrato de AV, como
fenois totais, flavonoides, acido ascorbico, B-caronteno e a-tocoferol (SOUZA et al., 2016).
Além desses compostos, outros podem ainda colaborar com os efeitos positivos da AV a
exemplo de polissacarideos (glicose, galactose e xilose), tanino, esteroides, acidos organicos,
substancias antibidticas, enzimas de varios tipos, residuos de aglUcar, uma proteina com 18
aminoacidos, vitaminas, minerais (sulfato, ferro, célcio, cobre, sodio, potassio, manganés),
dentre outros (MACIEL et al., 2015).

CONSIDERACOES FINAIS
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Diante dos dados observados concluiu-se que a adi¢do do extrato de AV foi capaz de
manter a morfologia e promover o desenvolvimento dos foliculos em todos os grupos testados
mantendo a integridade do tecido ovariano de bovino cultivado in vitro por 6 dias. Além
disso, ndo se observou efeito toxico do extrato em nenhuma das concentragfes utilizadas.
Esses achados adicionam importante contribuicdo para o aprimoramento da biotécnica de
MOIFOPA. No entanto, mais estudos se fazem necessarios para elucidar os mecanismos
através dos quais o extrato de AV atua na atenuacdo do estresse oxidativo, bem como testar
outras concentragfes com vistas a avaliar melhor possiveis efeitos toxicos sobre gametas de
fémeas mamiferas.

Palavras-chave: Antioxidante; Aloe vera; Cultivo; Ovarios; Bovino.
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