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RESUMO

A manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais permite recuperar foliculos
ovarianos pré-antrais com o objetivo de tornar seus odcitos competentes para utilizacdo em outras
biotécnicas reprodutivas. Contudo, um dos principais fatores limitantes dessa técnica € o excesso de
EROs produzidos durante o cultivo in vitro e, levando a peroxidacdo lipidica. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos do extrato etandlico de roma sobre a peroxidacdo lipidica em
fragmentos ovarianos bovinos cultivados in vitro. Para isso, ovarios de vacas (n=12) foram
coletados em abatedouro local e transportados ao laboratério. No laboratério, os ovarios foram
fragmentados, sendo 1 fragmento imediatamente fixado, compondo o controle fresco ndo cultivado
(CTRL-F) e os demais destinados ao cultivo in vitro na auséncia (CTRL-C) ou presenca de
diferentes concentragdes (10, 50 ou 100 pg/mL) do extrato etandlico do exocarpo da roma. O
cultivo foi realizado durante 6 dias, a 38.5°C, realizando-se trocas parciais a cada 48h, sendo o
cultivo feito em placa de 24 pogos, onde cada pogo foi colocado 500 puL de meio a-MEM
suplementado. Apds o cultivo in vitro, os fragmentos foram avaliados quanto ao contetido de
malondialdeido (MDA). Observou-se que os fragmentos cultivados na presenca de 50 e 100 pg/mL
de extrato etandlico reduziram os niveis de MDA, quando comparados ao CRTL-C e a concentragdo
de 10 pg/mL de extrato. Desta forma, pode-se concluir que o extrato etanolico de roma (Punica
granatum) diminui a peroxidagdo lipidica de fragmentos ovarianos bovinos ap6s o cultivo in vitro.

PALAVRAS-CHAVE: Peroxidacao lipidica; Estresse oxidativo, Foliculos pré-antrais; Cultivo in
vitro.
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A manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) permite
recuperar os foliculos ovarianos pré-antrais, para obter nimeros de odcitos competentes (PIVE;
FIGUEIREDO et al., 2019). No entanto, ha dificuldade em se produzir bons resultados com essa
técnica, € um dos fatores associados ¢ o estresse oxidativo, que pode causar danos aos componentes
celulares, especialmente as membranas celulares através da peroxidacdo lipidica (CHOI et al.,

2008).

A peroxidagdo lipidica ¢ um conjunto de reagdes entre os acidos graxos poliinsaturados,
como os fosfolipideos da membrana celular, com oxigénio (ABUJA, ALBERTINI, 2001). Devido a
peroxidacdo, as células sofrem alteragcdes estruturais e funcionais na membrana celular como:
alteracdo no fluxo de ions e perda da seletividade a diferentes substancias (AYALA, MUNOZ &
ARGUELLES, 2014). Ainda, a peroxidacao lipidica resulta na formagao de diferentes substancias,
como o malondialdeido (MDA), um produto secundario e biomarcador de estresse oxidativo
(COSTA et al., 2022). Como estratégia para minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo e
consequente peroxidacdo lipidica, a adicdo de extratos de plantas no meio de cultivo tem se

destacado como uma estratégia promissora, por sua praticidade e baixo custo.

Nesse sentido, a Pumnica granatum, popularmente conhecida como rom3d, destaca-se
principalmente devido a sua alta atividade antioxidante (TOI, 2003; TZULKER, 2007; NAVEENA
et al., 2008). A Punica granatum L. pertence a familia Lyteraceae, cujo género ¢ Punica L. A P,
granatum. A roma tornou-se uma planta largamente utilizada na medicina popular para o tratamento
de diversas desordens (Saeed et al., 2018). Estudos ja foram realizados com solugdes de diferentes
partes da planta, onde foi evidenciada a capacidade de modular o ciclo estral e foliculogénese,
estresse oxidativo, atividade antioxidante, regular niveis hormonais e de citocinas (ABEDINI ef al.,
2020). Apesar disso, os possiveis efeitos benéficos da roma, especialmente seu potencial

antioxidante, ainda nao foram investigados no cultivo in vitro de tecido ovariano bovino.

2 OBJETIVO
O presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos das concentragdes 10, 50 e 100
ng/mL do extrato etandlico da casca do fruto de roma sobre os niveis de malondialdeido (MDA) em

tecido ovariano bovino cultivado in vitro durante 6 dias.

3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade

Estadual do Ceara (CEUA-UECE; n°® 09326942/2021). Ovarios (n=16) de vacas adultas e sem
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padrdo racial definido foram coletados em abatedouro local e transportados ao laboratorio em até 2
horas em salina fisiologica (NaCl a 0,9%) adicionada de penicilina (100 pg/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL) a 4°C. Cada par de ovarios foi dividido em fragmentos de 3x3x1 mm, sendo

colocados, aleatoriamente, em placa de 24 pogos com 500 uLL de meio base a-MEM"™.

O cultivo foi realizado durante 6 dias, sendo mantido a uma temperatura de 38.5°C com
concentragdes de extrato do exocarpo, fruto de Punica granatum, realizando-se trocas parciais a
cada 48h, sendo o cultivo feito em placa de 24 pogos, onde cada pocgo foi colocado 500 pL de meio

o-MEM suplementado.

A dosagem das substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico, avalia o produto final da
peroxidagdo lipidica da membrana, malondialdeido (MDA). O homogenato de tecido ovariano (63
uL) foi adicionado ao (100 pL) acido perclorico a 35%. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (5.000 rpm, 10 min, 4 °C) e realizado o aquecimento (95°C, 30 min); ao sobrenadante
(150 pl) foram adicionados o TBARS (50 pl, a 1,2%). As leituras foram obtidas em As;s,,, (Cighetti
etal., 1999).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que apds o cultivo in vitro de fragmentos ovarianos bovinos por 6 dias, os
niveis de MDA foram significativamente inferiores nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL (Figura
1), quando comparadas ao tratamento controle cultivado (P<0,05). Além disso, tais concentragdes

apresentaram niveis de MDA semelhantes ao tecido fresco (P>0,05).
Figura 01
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Figura 01. Conteudo de malondialdeido na auséncia (controle fresco-CTRL F e controle cultivado-CTRL C) e presenca
de diferentes concentragdes do extrato etandlico de Punica granatum (10 pg/mL, 50 ug/mL ou 100 pg/mL) em tecido
ovariano bovino no dia 6 de cultivo in vitro. *B¢ Letras diferentes representam diferencas significativas entre os
diferentes tratamentos no mesmo dia de cultivo (p<0.05).
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Este foi o primeiro trabalho a evidenciar os efeitos do extrato etandlico de roma sobre os
niveis de MDA em fragmentos ovarianos bovinos cultivados in vitro. A roma possui uma alta
quantidade de composto fendlicos e seus efeitos antioxidantes diretos podem ser devido a presenca
de grupos funcionais hidroxila em torno de sua estrutura nuclear, os quais sao potentes doadores de
hidrogénio (KULKARNIA, ARADHYAA, DIVAKARB, 2004). Assim, como em nosso estudo,
Boldaji et al. (2020) evidenciaram que o suco da roma foi capaz de reduzir os niveis de MDA. A
redu¢do do MDA pode estar relacionada a estimulacdo da atividade antioxidante intracelular
promovida pela roma, aparentemente através da ativacao da via AMPK (BOLDAIJI et al., 2020).
Além disso, outros autores também evidenciaram o papel de extratos roma em combater o estresse
oxidativo nos sistemas reprodutivos em fémeas e machos (YAYLA et al., 2018; KHALAF et al.,
2019).

5 CONCLUSAO

Em conclusdo, a utilizacao do extrato etandlico de roma (Punica granatum), especialmente
nas concentragdes de 50 e 100 ug/mL, foi eficaz em promover reducao nos niveis de MDA apos o

cultivo in vitro de fragmentos ovarianos bovinos.
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