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“Todas as vitdrias ocultam uma abdicacao”
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RESUMO
A criopreservacao de gametas e embrides tem sido apresentada como uma alternativa
viavel, para preservacao da fertilidade em pacientes oncolégicos. No entanto, ndo é
uma opgao para jovens pré-puberes e pacientes que, por outras razdes, precisem de
um tratamento de forma imediata. Nesse contexto, o protocolo mais adequado para
essas pacientes € a criopreservacao do tecido ovariano e posterior autotransplante.
Entretanto, a criopreservacado € uma técnica que, apesar de eficaz, ainda apresenta
limitagbes devido ao alto dano ocasionado as células foliculares e aos odcitos,
decorrente da formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS). Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato etandlico de punica
granataum L. durante a vitrificacdo de tecido ovariano bovino, verificando a sua
capacidade antioxidante, impactos na morfologia e ultraestrutura folicular. Também foi
analisada a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidade (GSH-Px), além dos niveis de Tiol,
malonaldeido (MDA) e nitrito. Para isso, foram utilizados ovarios de 12 animais que
foram fragmentados e vitrificados na auséncia (a-MEM; Sacarose; Dimetilsulféxido e
soro fetal bovinno) ou em diferentes concentragdes do extrato etandlico de punica
granatum L. (10, 50 e 100ug/mL), durante 5 dias, seguidos de aquecimento. Os
tecidos foram avaliados logo apds o aquecimento e também apds serem incubados in
vitro por 24h. Para as analises estatisticas, foi realizado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, seguido de analise de variancia (ANOVA) two-way, com post-hoc de
Tukey. Os dados de natureza qualitativa foram avaliados pelo qui-quadrado (x2)
utilizando Graphpad Prism 9.0 (Graphpad Software, Inc., San Diego, EUA). A
significancia estatistica foi considerada quando os resultados apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hipotese nula menor que 5% (P<0,05). Como
resultados, foi observado que a adicdo de 10ug/mL do extrato etandlico de Punica
granatum L. promoveu a manutengao da morfologia folicular apés o aquecimento. No
entanto, essa preservacao nao foi observada apds a incubacgao in vitro, havendo uma
diminuicdo no numero de foliculos normais (P<0,05). Em contrapartida, foi possivel
observar a manutencao da densidade das células do estroma e da matriz extracelular
(MEC). Além disso, a analise ultraestrutural demonstrou a degeneragéo das organelas
presentes nos foliculos vitrificados. Ao avaliar o perfil redox, ndo foram observadas
diferencas significativas na atividade das enzimas CAT e GSH-PX, em ambos os

periodos avaliados. Entretanto, durante o periodo de incubagao, a concentragao de



10ug/mL, promoveu maior atividade da SOD. Paralelamente, foi observada a
manutengao dos niveis de MDA (P<0,05). Em conclusdo, a adigdo de 10ug/mL do
extrato etandlico de Punica granatum L. manteve uma morfologia folicular mais
preservada, promovendo um aumentando na atividade de enzimas antioxidantes e

reduzindo a peroxidagao lipidica.

Palavras-chave: Criopreservacao; Antioxidantes; Cancer; Ovario



ABSTRACT
Cryopreservation of gametes and embryos has been presented as a viable alternative
for preserving fertility in cancer patients. However, it is not an option for pre-pubertal
young people and patients who, for other reasons, need immediate treatment. In this
context, the most appropriate protocol for these patients is cryopreservation of ovarian
tissue and subsequent autotransplantation. However, cryopreservation is a technique
that, despite being effective, still has limitations due to the high damage caused to
follicular cells and oocytes, resulting from the formation of reactive oxygen species
(ROS). Therefore, the present study aimed to evaluate the effects of the ethanolic
extract of Punica granataum L. during vitrification of bovine ovarian tissue, verifying its
antioxidant capacity, impacts on follicular morphology and ultrastructure. The activity
of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GSH-Px) was also analyzed, in addition to the levels of thiol,
malonaldehyde (MDA) and nitrite. For this, ovaries from 12 animals were used, which
were fragmented and vitrified in the absence (a-MEM; Sucrose; Dimethylsulfoxide and
fetal bovine serum) or in different concentrations of the ethanolic extract of Punica
granatum L. (10, 50 and 100ug/mL) , for 5 days, followed by heating. The tissues were
evaluated immediately after heating and also after being incubated in vitro for 24h. For
statistical analyses, the Shapiro-Wilk normality test was performed, followed by two-
way analysis of variance (ANOVA), with Tukey post-hoc. Qualitative data were
evaluated by chi-square (x2) using Graphpad Prism 9.0 (Graphpad Software, Inc., San
Diego, USA). Statistical significance was considered when the results presented a
probability of occurrence of the null hypothesis of less than 5% (P<0.05). As a result,
it was observed that the addition of 10 ug/mL of Punica granatum L. ethanolic extract
promoted the maintenance of follicular morphology after heating. However, this
preservation was not observed in in vitro incubation, with a decrease in the number of
normal follicles (P<0.05). On the other hand, it was possible to observe the
maintenance of the density of stromal cells and the extracellular matrix (ECM).
Furthermore, ultrastructural analysis demonstrated the degeneration of organelles
present in vitrified follicles. When evaluating the redox profile, no significant differences
were observed in the activity of the CAT and GSH-PX enzymes, in both periods
evaluated. However, after 24h of incubation, the concentration of 10 ug/mL promoted
greater SOD activity. At the same time, maintenance of MDA levels was observed

(P<0.05). In conclusion, the addition of 10 ug/mL of Punica granatum L. ethanolic



extract maintained preserved follicular morphology, promoting an increase in the

activity of antioxidant enzymes and reducing lipid peroxidation.

Keywords: Cryopreservation; Antioxidants; Cancer; Ovary



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Anatomia ovariana; ovario com foliculos em diferentes estagios de

CAPITULO 1

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

desenvolvimento, corpos luteos e albicans................c.coiieieiiiiiinee. 16

Percentual de foliculos normais em (a), area de densidade do estroma
(b) em tecido ovariano bovino na auséncia (controle fresco e a-MEM)
ou presenca de diferentes concentragées (10, 50 e 100 ug/mL) do
extrato etandlico de Punica granatum L., depois de vitrificado (VIT) e
incubado (INC). Percentual de foliculos primordiais € em
desenvolvimento (c) nos diferentes grupos incubados. Imagens
representativas da densidade do estroma no controle fresco (d) 10-
VIT (e) e 10-INC

Morfologia ultraestrutural de foliculos pré-antrais no controle fresco
(A), a-MEM vitrificado (B), 10 pg/mL vitrificado (C) e 10 pg/mL
incubado (D). Pode-se observar a presenga de Células da granulosa
(GC), Odcito (O), Nucleo (NU), Ribossomos (R), Reticulo
endoplasmatico (ER), Mitocdndria (M), Complexo de golgi (C.Golgi),
Vacuolos (V), Gotas lipidicas (li), Grandes vacuolos (*), Destacamento

(#), Cromatina fragmentada (F)......cccouieeeiiieiiieii e 43

Percentual de fibras de colageno tipo | (A) e tipo Il (B) em tecido
ovariano bovino na auséncia (controle fresco e a-MEM) ou presenca

de diferentes concentragdes (10, 50 e 100 pg/mL) do extrato etandlico

de Punica granatum L. depois de vitrificado (VIT) e incubado (INC).
Imagens representativas das fibras de colagenos no controle fresco (c)
10-VIT (d) € 10-INC (8)...cceeeeiieieee e 44

Atividade das enzimas antioxidantes (A) SOD, (B) CAT e (C) GSH-Px
em tecido ovariano bovino na auséncia (controle fresco e a-MEM) ou

presenca de diferentes concentragdes (10, 50 e 100 pyg/mL) do extrato



etandlico de Punica granatum L. depois de vitrificado (VIT) e incubado

Figura5 - Contetdo de TIOL (A), MDA (B), e niveis de NO% em tecido ovariano
bovino na auséncia (controle fresco e a-MEM) ou presenca de
diferentes concentragdes (10, 50 e 100 ug/mL) do extrato etandlico de

Punica granatum L. depois de vitrificado (VIT) e incubado

Figura 6 - Determinacao da atividade antioxidante total do extrato etandlico puro
da casca de Punica granatum L., através dos métodos de captura de
radicais livres DPPH (A) € ABTS (B)..ovvvvvueiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e



LISTA DE QUADROS

Tabela 1 — Efeitos da Punica granatum L. em diferentes sistemas

fisiologicos



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Acido ascorbico

ABTS 2,2'- azino-bis (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid
ACPS Agentes crioprotetores

APAF-1 Apoptotic protease activating factor 1

BAX BCL2 Associated X

BCL-2 B-cell ymphoma 2

BMP-15  Bone morphogenetic protein 15

BSA Bovine sérum albumine
CA+ Calcio

CAT Catalase

DO Dia zero

DMSO Dimetilsufoxido
DPPH 5,5'-ditiobis- (acido 2-nitrobenzdico)

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

EG Etilenoglicol

EROs Espécies reativas de oxigénio

ETOH Etanol

FBS Fetal bovine sérum

FSH Hormonio foliculo estimulante

GDF-9 Fator de diferenciagao de crescimento 9
GPX Glutationa peroxidase

GR Glutationa redutase

GSH Glutationa reduzida

H20 Agua

H202 Peroxido de hidrogénio

ISCB Instituto superior de ciéncias biomédicas

Kh2po4  Fosfato monopatassico

LABIEX  Laboratdério de bioquimica e expressao génica
LH Hormonio luteinizante

MCF-7 Michigan Cancer Foundation-7

MDA Malondialdeido



Me2SO  Dimetilsulfoxido

NA+ Sadio

NADPH  Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

NOX1 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 1
NRF1 Nuclear Respiratory Factor 1

NRF2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

NTB2 2-nitro-5-thiobenzoate

P53 Tumor protein 53

PG Punica granatum L.

INC Incubado

PGC1-a  Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alph

CGPs Células germinativas primordiais

PrOH 1,2-propanodiol

SOD Superéxido dismutase

TCM-199 Tissue culture medium 199
TNF-a Tumor necrosis factor alpha
UECE Universidade Estadual do Ceara
UFC Universidade Federal do Ceara

a-MEM Minimum essencial medium alpha modification



LISTA DE SIMBOLOS

%  Porcentagem
a Alfa
¥ Micro



2.1.1
2.2
2.2.1
2.3
24
2.4.1

5.1
5.2

SUMARIO

1N 3{0] 10 03 Yo J N
REFERENCIAL TEORICO ........cooooioiiieeeeeeeeeee et
Aspectos gerais da formagao e desenvolvimento dos foliculos

Lo XV T = 4 Lo L= UPPPUTPPPPPPIN
Atresia folicular ......................cccooiiiiiiiiiiiiieeee e
Criopreservagao de tecido ovariano ......................cccccoeeiiiiiniiiiceeee,
Agentes Crioprotetores ................ccooeeeeeiiiiiieee e
Estresse oXidativo................iiiiiiiiii e
Utilizacao de antioxidantes na vitrificagao de tecido ovariano.........
Punica granatum L......................coooiiiiiiiiiiiiiiiie e
JUSTIFICATIVA oot
HIPOTESE..........cooooieeeeeeeeee ettt
OBUETIVOS ...t e e e aaa e
Objetivo geral ...
Objetivos especifiCos ..........ccccooeeiiiiiiiiiii e
CAPITULO 1: Potencial antioxidante da Punica granatum L.
durante a vitrificacao de tecido ovariano bovino...............................
CONCLUSAD. ...ttt
PERSPECTIVAS

ANEXOS

REFERENCIAS.........coioeeeeeeeee ettt



13

1 INTRODUGAO

Avangos recentes na terapia do cancer aumentaram significativamente a
sobrevida das pacientes. Entretanto, também aumentaram, consequentemente, os
quadros de insuficiéncia ovariana induzidas pelo tratamento (Siegel; Miller; Jemal,
2020), chegando a incidéncia alarmante de 1,0 - 1,5% em mulheres com menos de
40 anos (Hewlett, 2015; Qin, 2015). Dessa forma, a criopreservagao surge como uma
alternativa para a manutengdo da fertilidade feminina, uma vez que possibilita a
conservagao de diferentes tipos de células e tecidos, incluindo tecido ovariano, odcitos
e embrides. Neste contexto, esta biotécnica podera evitar a faléncia ovariana
prematura, em decorréncia de procedimentos de radioterapia e/ou quimioterapia (Dos
Santos Morais et al., 2019). No entanto, ainda se tem uma limitagdo para pacientes
pediatricos e pacientes que nao podem passar pelo processo de estimulagéo ovariana
(Fan et al., 2021). Nestes casos, o armazenamento de gametas e embrides néo é
considerado uma opg¢ao, sendo a criopreservagao de tecido ovariano, seguida de
transplante, a unica técnica disponivel.

Essa abordagem n&o s6 permite a preservacao e a restauracao da fertilidade
feminina em pacientes adultas e pré-puberes, mas também facilita a restauragcao da
funcao enddcrina com a retomada do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada (Rodrigues et
al., 2021). Sendo a criopreservagao realizada de duas formas, através do
congelamento lento ou rapido (vitrificagao). A técnica de vitrificagdo € amplamente
utilizada pela praticidade, simplicidade e eficacia, pois atua impedindo a formacgéao dos
grandes cristais de gelo que podem causar danos as membranas celulares.

A técnica de vitrificacdo pode ser prejudicial as organelas, como as
mitocdndrias e o reticulo endoplasmatico rugoso que podem ser gravemente afetados
durante esse processo, apresentando inclusive inchago na célula devido ao
desequilibrio idbnico que ocorre nas membranas (Borges et al., 2009). Além disso, a
técnica pode ocasionar a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) o que
compromete a viabilidade celular, resultando em danos ao DNA (Naupas et al., 2021).
Estas lesbes comprometem o potencial de desenvolvimento folicular e oocitario, e,
consequentemente, a competéncia de formagao de um embrido (Silva et al., 2018).

Outro ponto importante é a etapa de aquecimento do tecido apés o periodo de
armazenamento. Neste momento, tem-se um aumento nos niveis de EROs, uma vez

que o oxigénio é reintroduzido nas células, causando reacdes de oxidagao e reducao



14

que levam a formacéao de radicais livres (Rocha et al., 2018). Desta forma, o uso de
antioxidantes nao enzimaticos, de origem vegetal, vem crescendo consideravelmente
devido a sua capacidade de atuar direto ou indiretamente no sistema antioxidante
celular, ocasionando a redugao da vacuolizagéo tecidual que € gerada pelo processo
de vitrificagao no tecido ovariano (Brito et al., 2013).

Dentre uma grande diversidade de bioprodutos de origem vegetal, com
potencial antioxidante, podemos destacar a Punica granatum L., também conhecida
como roma, pertencente & familia Lythraceae, sendo nativa da india e hoje em dia
cultivada em regides tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil. A roma & conhecida
por seu potencial antioxidante, atuando na reducao do estresse oxidativo (Ammar et
al., 2017), no alivio da hipertensdo (Sun et al., 2016), além de efeito positivo durante
a isquemia ovariana (Yala et al., 2018) e no dano testicular induzido por tramadol, um
analgésico da classe dos opioides (Minisy et al., 2020).

Este fruto também proporcionou aumento da integridade e viabilidade da
membrana plasmatica no sémen resfriado e congelado de bovinos (Javed et al.,
2019). Apesar de resultados promissores nos diferentes sistemas fisioldgicos
utilizando a roma, ainda ndo se tem relatos na literatura do seu efeito durante a

vitrificagao de tecido ovariano bovino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da formacao e desenvolvimento dos foliculos ovarianos

A estrutura ovariana € similar entre as espécies de mamiferos, possuindo uma
regido medular, constituida por tecido conjuntivo, nervos, artérias e veias, e uma
regido cortical, que contém corpos luteos, albicans e foliculos ovarianos em diferentes
estagios de desenvolvimento (Leitdo et al., 2018).

O ovario é responsavel pelo desenvolvimento, maturacédo e liberacdo de
oolcitos, além da sintese e secre¢cdo de hormdnios que sao essenciais para o
desenvolvimento folicular, manutencdo do trato reprodutivo e suas respectivas
fungdes (Araujo et al., 2014). Desta forma, o foliculo ovariano é considerado a unidade
morfofuncional do ovario, tendo na maioria das espécies o0 inicio do seu
desenvolvimento durante a fase fetal com a formacgao dos foliculos primordiais (Hsueh
et al., 2015)

Durante o desenvolvimento embrionario, as células germinativas primordiais
(CGPs) migram para as cristas gonadais, onde, por influéncia das células somaticas
circundantes, se desenvolvem em espermatdcitos ou odécitos. Durante o
desenvolvimento do ovario, as CGPs passam por diversas divisdes mitéticas até
tornarem-se oogodnias (Varnoy et al., 2017). E entdo ocorre a formacgao dos foliculos
primordiais, onde um od6cito primario, estacionado na profase da meiose |, é
circundado por uma unica camada de células da pré-granulosa pavimentosas,
envoltos por uma membrana basal. Estes foliculos constituem o pool de reserva,
foliculos quiescentes, que serdo recrutados para entrar na fase de crescimento
(Araujo et al., 2014).
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Figura 1: Anatomia ovariana; ovario com foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento, corpos luteos e albicans.
Fonte: Adaptado de Utiger, Robert D, 2023.

Logo, entao, os foliculos primordiais se desenvolvem em foliculos primarios. O
foliculo e o odcito crescem em didmetro com o surgimento de matriz extracelular e
zona pelucida; as células foliculares pavimentosas se diferenciam formando a primeira
camada de células cuboides, denominada de granulosa. Os foliculos primarios
continuam seu crescimento com sucessivas divisdes mitoticas das ceélulas da
granulosa, e tornam-se foliculos secundarios com, pelo menos, duas camadas de
células da granulosa. Além disso, as ceélulas da granulosa recrutam as células
circundantes do estroma ovariano para formarem uma camada adicional de células
somaticas, com formato pavimentoso, que envolve o foliculo, denominada de teca
(Berne; Levy, 2004).

ApoOs a puberdade, com a maturacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-gbnada
resultando na liberagédo pulsatil de horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH), tem-se o inicio e a manutencéo da ciclicidade menstrual/estral e a
ativagao dos foliculos primordiais, iniciando o desenvolvimento de foliculos antrais.

Durante a formacgao dos foliculos antrais, os foliculos secundarios continuam a crescer
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em tamanho, tornando-se foliculos terciarios (antral), onde possuem alta proliferagéo
celular (granulosa e teca), dando inicio a formagao do antro, uma cavidade repleta de
fluido folicular, fruto do metabolismo das células da granulosa. O fluido folicular é
composto por hormdnios esteroides, proteinas, anticoagulantes, enzimas e eletrolitos,
algo similar a composigéao do soro sanguineo (Bahr, J.M., 2018).

Os foliculos antrais adquirem aumento significativo do didametro folicular e
oocitario e expansao da cavidade antral. No ultimo estagio de desenvolvimento
folicular, o foliculo pré-ovulatério é constituido por um odcito secundario circundado
por células da granulosa, denominadas de células do cumulus (Leitdo et al., 2018),
onde, sob influéncia dos horménios gonadotréficos, libera um odcito em metafase |l
apto a ser fertilizado. Estima-se que, a cada mil foliculos recrutados, apenas um

chegue a ovular, o que representa uma perda significativa da reserva ovariana.

2.1.1 Atresia folicular

O processo de morte folicular é regulado por uma linha ténue entre os sinais de
sobrevivéncia que incluem fatores enddcrinos e intra ovarianos, com a acido de
citocinas, fatores de crescimento, esterdides gonadais e a morte celular (Craig et al.,
2007) que ocorre durante toda a vida reprodutiva da fémea. Embora alguns foliculos
desenvolvem-se até o estagio pré-ovulatério, com um odcito fertilizavel, a maioria
destes (99,9%) sofrem atresia (Zhou; Peng; Mei, 2019). A ovulagao ou atresia folicular
depende da expressdo de fatores que promovem o crescimento, diferenciacido ou
apoptose das células foliculares (Craig et al., 2007). Na maioria dos casos esse
processo resulta na morte do foliculo, 0 que ocasiona uma baixa significativa na
reserva ovariana. No entanto, ainda assim, trata-se de um evento importante para a
homeostase e a manutencao da ciclicidade ovariana. Nos foliculos, esse processo de
morte celular pode ocorrer por um processo degenerativo, denominado de apoptose
ou por necrose (Celestino et al., 2018)

A apoptose € um processo dependente de energia, cuidadosamente regulado
e caracterizado por alteragdes morfolégicas e bioquimicas especificas, nas quais a
ativagao das caspases desempenha um papel central. Ocorre normalmente durante o
desenvolvimento e envelhecimento, como um mecanismo homeostatico para manter
as populagdes celulares nos tecidos, podendo ser acionada como um mecanismo de
defesa ou quando as células sao danificadas por doencas ou agentes nocivos
(Elmore, 2007).
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Uma das vias mais importantes no processo de apoptose € a via dependente
de mitocdndrias. Em condigdes normais, as proteinas da familia Bcl-2 encontram-se
em um estado de equilibrio, com a presenca de proteinas pro-apoptoticas e proteinas
anti-apoptéticas. Quando a célula sofre uma lesao celular, por exemplo, pode haver
um desequilibrio dessas proteinas, tendendo ao aumento das proteinas pro-
apoptéticas. Essas proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl-2, fazem com que o
citocromo C seja liberado da mitocondria. O citocromo C ativa e une-se ao Apaf-1
(Fator ativador de protease apoptotica), e esse complexo Citocromo C + Apaf-1 ligam-
se ao CARD (Dominio de Recrutamento de Caspases), e esses 3 formam o complexo
apoptossomo. O apoptossomo, vai ativar as caspases iniciadoras ou ativadoras de
morte celular, sendo que, dessas caspases iniciadoras, a principal é a caspase 9, que
vai dar inicio ao processo de morte, as caspases iniciadoras ativam as executoras, no
geral a caspase 3, e essa por sua vez ativa a endonuclease, que é a enzima que
promove a fragmentacdo do DNA, além da degradacao do citoesqueleto. (Zoheir et
al., 2021).

Além disso, a apoptose tem caracteristicas singulares como: condensagao
irreversivel da cromatina, fragmentagao do DNA e do nucleo, além do encolhimento
celular devido a condensacéao do citoplasma (Araujo; Celestino; Chaves, 2021). Ja a
necrose € caracterizada pela progressiva perda de citoplasma, nucleo picnaético e
rapido influxo de Na*, Ca** e H20, resultando no inchago da célula, o qual ocasionara
a fragmentagdo da célula e a liberacdo de conteudo intracelular para o meio
extracelular, gerando inflamacgao (Bhatia, 2004).

No entanto, apesar de distintas, pode-se destacar como indutores comuns da
necrose e apoptose o estresse oxidativo (Abedpour; Salehnia; Ghorbanmehr, 2018).
Sendo assim, a atresia folicular pode ser caracterizada como um processo natural que
causa a morte e reabsor¢cdo de um ou mais foliculos, antes de concluirem o seu
processo de maturagdo, sendo a apoptose a forma mais comum de morte celular
fisiolégica (Araujo; Celestino; Chaves, 2021).

Os mecanismos que envolvem o processo de morte folicular ainda nao foram
bem definidos. Entretanto, sabe-se que ele pode ser desencadeado por diferentes
eventos, dependendo da molécula que ative o processo de apoptose. No trabalho de
Chaube et al. (2014), utilizando o extrato das folhas de Neem (Azadirachta indica L.)
em foliculos ovarianos, observaram a inibicdo da atividade da catalase que resultou

no aumento de H202 dentro do foliculo. O aumento nos niveis de H202 induziu a
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apoptose das células da granulosa através da via mediada por mitocéndrias-
caspases. A apoptose das células da granulosa levou ao rompimento das jungdes
comunicantes e interrompeu a sinalizacdo das células do cumulus para o odcito,
ocasionando a reducéo dos niveis de 17-f estradiol, privando o odcito dos fatores de
crescimento e nutrientes. O H202 também entrou diretamente no odcito e
desencadeou a apoptose nos odcitos (Chaube et al., 2014). Esses mecanismos
podem ser inerentes a diferentes moléculas, o que pode auxiliar na busca por

ferramentas que atenuem os efeitos de substancias nocivas a saude reprodutiva.

2.2 Criopreservacgao de tecido ovariano

Mulheres que apresentam disfungéo ovariana e/ou faléncia ovariana prematura
(FOP) n&o sao capazes de liberar odcitos viaveis a fertilizagdo, nem produzir niveis
normais de hormdnios (Gandolfi, 2019). Com o objetivo de prevenir os prejuizos
decorrentes dos tratamentos oncoldgicos, a criopreservagao de embrides, odcitos,
foliculos ou tecido ovariano (Sparks, 2015) tem sido uma opgao viavel para preservar
as fungdes ovarianas.

A criopreservacgao do tecido, seguido de transplante ortotdpico ou heterotopico
(Chung et al., 2023), é a Unica opgao para pacientes que nao estao elegiveis a realizar
a estimulacdo ovariana necessaria para o congelamento de odcitos ou embrides,
como garotas pré-puberes. Dessa forma, a criopreservagdo é uma técnica
biotecnoldgica para preservagao a longo prazo, estando ja esta bem estabelecida para
células isoladas. No geral, as células sdo criopreservadas e armazenadas em freezer
a -80°C ou em nitrogénio liquido a -196°C (Ishizaki et al., 2023).

Atécnica pode ser realizada de duas maneiras: utilizando o congelamento lento
ou a vitrificagdo. O congelamento lento é realizado por um equipamento responsavel
pela diminuicdo controlada de temperatura, a qual pode durar até 2 horas. Ja no
processo de vitrificagao, o tecido é submetido a baixissimas temperaturas de uma so6
vez, fazendo com que ele atinja o estado vitreo, impedindo a formacéao de cristais de
gelo intra e extracelular, os quais exerceriam efeitos extremamente deletérios na
célula que esta sendo congelada (Abdelhafez et al., 2010). Dessa forma, a vitrificagao
de tecido ovariano, seguido de transplante autdlogo, tem apresentado resultados

promissores na restauragao da fertilidade em humanos e animais (Souza et al., 2021).
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2.2.1 Agentes crioprotetores

A principal limitagdo no processo de criopreservagao ocorre em fungdo do
congelamento da agua intracelular. Esse fendbmeno resulta na formacéo de cristais de
gelo que destroem as células por agbes mecanicas. Nesse caso, a vitrificagdo
apresenta uma alternativa ao dano celular induzido pelo congelamento, levando a
solidificacdo da agua ao estado vitreo, algo semelhante ao vidro, sem formacao de
cristais de gelo (Marcantonini et al., 2022). Entretanto, ainda assim, se tem um
estresse osmotico e oxidativo, sendo necessaria a adigdo de outros agentes
crioprotetores (ACPs) para atenuar esses efeitos.

Os ACPs foram desenvolvidos para prevenir os danos fisicos as células,
induzidos por cristais de gelo que sdo formados sob temperaturas extremamente
baixas. Porém, ha um limite para a quantidade de ACPs que podem ser utilizadas
devido a sua citotoxicidade, sendo este o principal impedimento a criopreservagao por
vitrificagao (Best, 2015).

Os ACPs podem ser classificados em dois grupos, os permeaveis a membrana
celular e os ndo permeaveis. Os ACPs permeaveis possuem tamanho pequeno, o que
facilita sua penetragcdo nas membranas celulares, interagindo com a agua através de
ligacdes de hidrogénio. Essa interagao vai diminuir o ponto de congelamento da agua,
aumentando a sua viscosidade, ocasionando uma diminuicdo da quantidade de
moléculas de agua. Estas, ndo estardo disponiveis para interagir entre si e formar
cristais de gelo (Whaley et al., 2021). Os ACPs permeaveis mais utilizados nos
protocolos de criopreservacao sao o etilenoglicol (EG), o glicerol e o dimetilsulféxido
(DMSO) (Ishizaki et al., 2023).

No entanto, a depender da sua concentracdo, exercem efeito citotoxico na
célula. O DMSO, por exemplo, quando utilizado em alta concentracido durante a
criopreservacao de tecido ovariano apresentou sinais de toxicidade celular, afetando
as mitocondrias que se apresentaram disformes com a matriz rompida e restos de
cristas. Também foi observado a vacuolizagao e inchago da matriz extracelular nas
células foliculares, e as células do estroma apresentaram a cromatina condensada,
organelas mal preservadas e numerosos vacuolos em seu citoplasma (Leonel et al.
2019).

Ainda assim, outros autores relatam que o DMSO possui caracteristicas
importantes para o processo de criopreservacao, como a capacidade de diminuir a

firmeza e aumentar a fluidez das membranas celulares (Best, 2015). Dessa forma, a
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associagao de outros ACPs, junto ao DMSO tem demonstrado ser uma alternativa
promissora para a criopreservagao. Foi visto que ao utilizar a solugao de vitrificagao
acrescida de DMSO, 1,2-propanodiol (PrOH) e EG, o tecido apresentou melhor
qualidade, com maior preservacgéao de foliculos ovarianos (Sheikhi et al., 2013). Desse
modo, a sinergia entre a agao de diferentes ACPs parece proporcionar um melhor
ambiente de vitrificacao.

A segunda categoria de crioprotetores sdo os ACPs ndo permeaveis. Como o
nome sugere, eles ndo permeiam, intracelularmente, a célula, portanto exerce sua
influéncia fora dela. Esses agentes possuem maior peso molecular e atuam retirando
a agua livre e levando a desidratacao do espaco intracelular por efeito osmético. Nesta
classe, os agentes mais utilizados sdo o polietileno glicol (PEG), polivinilpirrolidona
(PVP) e agucares (Whaley et al., 2021); sendo, os agucares, um dos primeiros e mais
utilizados até hoje durante o processo de criopreservagao.

A adicao de acucares ajuda a regular a pressao osmotica e evita a formacéao
de cristais de gelo. Dissacarideos, como a sacarose e trealose, sdo comumente
utilizados em diferentes protocolos de vitrificagado (Rajan et al., 2018). A sacarose,
quando utilizada em baixas concentragdes, apresentou melhora na motilidade de
espermatozoides equinos (Pérez-Marin et al., 2018). Entretanto, odcitos em VG de
bufalos, quando vitrificados em solugdo isenta de sacarose, apresentaram uma
melhora nas taxas de maturag&o nuclear apos a maturagéao in vitro (EI-Shalofy et al.,
2020).

Dessa forma, fica evidente que a utilizagdo de ACPs ¢é indispensavel no
processo de criopreservacgao para evitar a formagao de cristais de gelo. No entanto,
na mesma proporgdo em que exercem seus efeitos positivos, algumas limitagdes sao
observadas. A principal delas a citotoxicidade que ocasiona um outro fator
preocupante que € o desequilibrio redox, levando ao estresse oxidativo em virtude de
uma maior concentracao de espécies reativas de oxigénio. Sendo estes fatores o que
norteia a busca de compostos que atuem em sinergia com os ACPs, atenuando tais

limitagdes.

2.3 Estresse oxidativo
Quando presentes em baixas concentragdes, as espécies reativas de oxigénio
(EROs) desempenham fungéo importante na manutencdo da homeostase celular.

Entretanto o excesso de EROs causa disfuncao celular, peroxidagao de proteinas e
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lipidios, danos ao DNA levando inclusive a danos irreversiveis e morte (Van der Pol et
al., 2019). Aproximadamente 95% do oxigénio é consumido pelas células em forma
de energia e transformado em agua. No entanto os 5% restantes produzem
metabolitos chamados de espécies reativas de oxigénio, que sdo extremamente
reativos (Hybertson et al., 2011).

O estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre moléculas pro-
oxidantes e antioxidantes, resultando em alteracdes na atividade enzimatica do
sistema de defesa antioxidante, composto pelas enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px) (Furtado et al., 2021). A
reducdo do oxigénio em agua ocorre através da cadeia respiratoria mitocondrial em
um elétron de cada vez. Entretanto na cadeia de transporte de elétrons, podem vazar
elétrons para o oxigénio, reduzindo parcialmente esta molécula formando o anion
superoxido (Turrens; 2003). Nesse contexto, a SOD atua na transformacgao do anion
superéxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, sendo este ultimo clivado por CAT
e GSH-Px para liberar agua e oxigénio

Embora a biologia dos radicais livres tenha historicamente centrado no radical
superoxido, considerado o mais produzido pelos sistemas fisioldgicos, € crucial
reconhecer a importancia de outros processos, como a peroxidacao lipidica. Este
ultimo processo, propagado por uma reagao em cadeia de radicais livres, destaca-se
como igualmente significativo (Hybertson et al., 2011). A peroxidagao lipidica é um
processo sob qual os oxidantes, como os radicais livres, atacam lipidicos com a
insercdo de oxigénio resultando em radicais lipidicos peroxil, podendo ser
desencadeada de forma ndo enzimatica ou enzimatica. Os lipidios peroxidados, ao
sofrerem decomposigdo, podem gerar produtos como malonaldeido (MDA) e que
podem ser reconhecidos como corpos estranhos, resultando em dano oxidativo
(Campos Petean et al., 2008).

2.4 Utilizacao de antioxidantes na vitrificagao de tecido ovariano

Os agentes crioprotetores classicos sdo usados para reduzir os danos
ocasionados durante a criopreservacao de amostras bioldgicas. Apesar dos ACPs nao
terem papel direto na formacao de EROs, estes podem induzir sua produgao. Assim,
uma opgao viavel é suplementar os meios de vitrificacdo, aquecimento e cultivo com
antioxidantes que possam melhorar a sobrevivéncia do tecido ovariano criopreservado
(Afzali et al., 2023).
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A utilizagao de resveratrol na solugao de vitrificagdo melhorou a eficacia do
autotransplante de tecido ovariano de camundongo, apds o aquecimento, por meio de
mecanismos anti-inflamatérios e antioxidantes. O que proporcionou um aumento da
taxa de sobrevivéncia folicular e redug&o do apoptose folicular (Wang et al., 2021).

Compostos, como o anetol e a rubina, apresentaram efeitos positivos durante
a vitrificagdo de tecido ovariano ovino, proporcionando a preservagao dos foliculos
pré-antrais e das células do estroma, além de reduzir os niveis de EROs e manter a
atividade mitocondrial no tecido vitrificado apds aquecimento (Dos Santos Morais et
al., 2019).

A utilizacdo de antioxidantes também pode promover uma up-regulation na
expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento folicular. O retinol, quando
utilizado na vitrificagao de foliculos pré-antrais isolados de bufalos, apresentou uma
up regulation de BMP-15 que promove a maturagao folicular desde os foliculos
primordiais, e do GDF-9 que atua na diferenciagao de células da granulosa (Gupta et
al., 2021; Sanfins et al., 2018). Evidenciando que a utilizacdo de substancias com
potencial antioxidante, durante o processo de criopreservacao de tecido ovariano, vem

tornando-se uma alternativa promissora.

2.4.1 Punica granatum L.

A punica granatum L. é uma espécie de pequenas arvores, nativa de varios
paises asiaticos, como o Ird e o norte da india. A arvore e seus frutos sdo divididos
em varios compartimentos anatdmicos como sementes, casca, folhas, flores e raizes,
sendo cada uma dessas estruturas ricas em moléculas bioativas com atividades
terapéuticas (Moga et al., 2021).

Os compostos bioativos da roma exercem atividades que atenuam os efeitos
deletérios ocasionados por diversas patologias, nas mais diversas situagdes. Esses
efeitos podem ser atribuidos a presenca de compostos bioativos presentes nos
extratos de roma, podendo citar especialmente, punicalagina e o acido elagico
(Viladomiu et al., 2013). A Tabela a seguir demonstra os efeitos benéficos dos extratos
de roma, nos diferentes sistemas fisiolégicos.

Quadro 1. Efeitos da Punica granatum L. em diferentes sistemas fisiolégicos.
REFERENCIA TIiTULO CONCLUSOES



El-Ashmawy,
et al., 2016.

Deng et al,
2017.

Dikmen et al.,
2011.

Ibrahim et al.,
2021

Efeito do extrato de
casca de roma nas
alteracdes

neoplasicas do figado
em ratos: mais do que

um antioxidante

O extrato da casca de
Punica granatum
(roma) induz apoptose
e prejudica a
metastase em células

do cancer de proéstata

Poténcia antioxidante
de Punica granatum L.
a casca da fruta reduz
a proliferacdo celular
e induz apoptose nas
células do cancer de
mama

Papel do extrato de
roma na restauragao

da expressao e

proliferacao do
receptor de
andrégeno

endometrial em um
modelo de rato de

sindrome do ovario

policistico

Os resultados indicaram um efeito
profilatico do extrato de roméa contra
alteragdes neoplasicas no figado, o
que foi evidenciado pela diminuicao
do tamanho do tumor, indice hepatico
e da proteina antiapoptotica Bcl-2;
além do aumento dos niveis de
glutationa.

O extrato etandlico atuou induzindo a
apoptose das células do cancer de
prostata. Ocasionando perda do
potencial mitocondrial, levando a um
acumulo de espécies reativas de
oxigénio. Aumentou a proporgao de
expressao de Bax / Bcl2 e a ativagéo
do executor de apoptose caspase 3.

O extrato metandlico exibiu efeitos
antiproliferativos e apoptdéticos em
células de cancer de mama (MCF-7).
Com base nos resultados, foi
sugerido que o extrato atua na via
apoptotica-mitocondrial em células
MCEF-7.

O extrato de roma, melhorou a SOP
que acompanha as alteragbes
histolégicas do endométrio por meio
de seus efeitos antioxidantes, anti-
inflamatérios, antifibréticos,
antiproliferativos e antiandrogénicos,
muito provavelmente devido ao seu

conteudo de polifendis.
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Mollazadeh et Efeitos do 6leo de

al., 2016

Noori et al.,
2016.

Yayla, 2018.

semente de roma nos

marcadores de
estresse oxidativo,
parametros

bioquimicos séricos e
achados patolégicos
no rim e no coragao
de ratos diabéticos
induzidos por
estreptozotocina
O suco de roma
previne o]
desenvolvimento de
doenca hepatica
gordurosa nao
alcodlica em ratos,

atenuando o estresse

oxidativo e a
inflamacao
Potencial efeito

terapéutico do d6leo de
semente de roma na
lesdo de isquemia /
reperfusdo ovariana

em ratos

O o6leo das sementes de roma

apresentou efeito protetor contra
complicagbes do diabetes em ratos,
com aumento da creatinina sérica e
ureia, LDL, triglicerideos, niveis de
glicose, e redugao dos niveis de MDA

em tecido renal e cardiaco.

O consumo regular do suco de roma

preveniu o desenvolvimento de

doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica mesmo na presenca de
outros fatores de risco como

obesidade, hipercolesterolemia e alta

ingestdo de energia, gordura e
agucar.
PSO demonstrou um importante

efeito terapéutico no tratamento da
isquemia ovariana e lesdo de
reperfusao, diminuindo os niveis de
estresse oxidativo, aumentando a
expressdo de TNF-a e NOX1,
aumentando a eficacia do sistema de
defesa antioxidante, e prevenindo a

apoptose no tecido.
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Os polifendis possuem efeitos benéficos a saude, prevenindo danos ao DNA e

reduzindo a peroxidacao lipidica (Lee et al., 2010). O extrato de roma possui em sua

composicao polifenéis como elagitaninos e galotaninos (punicalina, punicalagina,
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pedunculagina, punigluconina, granatina B e telimagrandina |). Destaca-se a
punicalagina como componente majoritario, onde relatos na literatura a descrevem
com o potencial antioxidante, além de efeito protetor na aterosclerose (Alalawi et al.,
2023), atuando na redugao da hepatotoxicidade e promovendo up regulation do NRF2
que atua na protecao contra lesées induzidas por EROs (AL-Khawalde et al., 2022).

Além da punicalagina, o extrato de roma possui outras substancias com forte
potencial terapéutico. O acido elagico, por exemplo, descrito na literatura como uma
molécula antioxidantes e anti-inflamatoria. Demonstrou ser eficaz contra a toxicidade
hepatica induzida por acido valpréico, normalizando os niveis de biomarcadores
hepaticos e reduzindo as alteragdes bioquimicas ocasionadas pela lesdo tecidual
(Elyamany et al., 2020); preveniu, ainda, alteragbes no sistema cardiovascular,
ocasionadas por doxorrubicina (Salinger-Martinovic et al., 2021). Em ratos diabéticos,
0 acido elagico atenuou a atrofia muscular, melhorando a disfungdo mitocondrial
através do aumento da expressao de NRF-1 e PGC-1q, diminuindo a apoptose (Liu et
al., 2022).
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar dos tratamentos contra o cancer terem evoluido nas ultimas décadas,
muitas mulheres submetidas a quimioterapia/radioterapia perdem a capacidade
reprodutiva, desenvolvendo menopausa precoce, insuficiéncia ovariana prematura e
infertilidade devido ao tratamento. Nos dias atuais, a criopreservagao de odcitos e
embrides representa uma das alternativas mais simples a ser seguida para preservar
a fertilidade desses pacientes, resultando em bons numeros de nascidos vivos.

No entanto, muitas pacientes ndo podem realizar a terapia hormonal, como
mulheres com cancer de mama, por exemplo. Isto se deve a necessidade de ingestao
de altos niveis de estradiol, o que pode influenciar de forma negativa a sua saude da
mulher, aumentando a proliferagdo das células cancerigenas na mama. Além disso,
também podemos destacar as mulheres pré-puberes, que sdo um subgrupo unico da
populacao, pois geralmente sdo jovens demais e ainda ndo iniciaram as alteragbes
hormonais referentes a puberdade e a maturagao do eixo hipotalamo-hipofise-gbnada,
0 que impede a criopreservagao de seus gametas de forma isolada.

Para esses dois grupos, as op¢des geralmente se limitam a criopreservagao de
tecido ovariano, seguida de transplante, o que tem se mostrado como uma alternativa
promissora, com a possibilidade de retomada da atividade gonadal e possivel
nascimento de prole saudavel. Durante o processo de criopreservagcéo de tecido
ovariano, ocorre uma perda significativa na populagao folicular saudavel, de modo
que, ao aquecer e transplantar o tecido, o numero de foliculos normais e saudaveis é
significativamente menor quando comparado ao material fresco. Alguns fatores
influenciam nesse processo, como a formacéo de cristais de gelo e aumento nos
niveis de EROs, o que ocasiona deformacao na morfologia e ultraestrutura das células
foliculares. Ja nos odcitos, ha o aumento de vacuolizagdo e a degradacdo da
membrana mitocondrial (Leonel et al. 2019). Estes pontos estimulam os
pesquisadores a buscar cada vez mais maneiras de atenuar esses danos, otimizando
a biotécnica e garantindo melhor eficiéncia durante todo o processo.

A utilizagdo de compostos de origem vegetal com potencial antioxidante € uma
alternativa promissora a ser incorporada nas solucdes de vitrificacdo. Substancias
como resveratrol (Wang et al., 2021), anetol e rubina (Dos Santos Morais et al., 2019),
e retinol (Grupta et al., 2021) sao descritas na literatura como substancias que atuam

em sinergia com o0s agentes crioprotetores, promovendo a manuteng¢ao da estrutura
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folicular devido a diminui¢cao dos niveis de ERO e a up regulation de genes envolvidos
no desenvolvimento folicular. Dessa maneira, fica evidente que a utilizagdo de
antioxidante, durante as etapas de criopreservagdao pode ser uma importante
ferramenta para melhorar a sobrevida do tecido, garantindo uma retomada mais
eficiente da atividade metabdlica da gbnada apds o transplante.

Nesse contexto, a Punica granatum L é descrita na literatura pela sua alta
capacidade antioxidante, atuando na redugdo dos niveis de EROs (Ammar et al.,
2017) e diminuindo lesdes oxidativas (AL-Khawalde et al., 2022). Assim, o estudo dos
mecanismos de acao do extrato da Punica granatum L. durante a criopreservacgao €
de fundamental importancia, pois certamente fornecera novas alternativas para
controlar o estresse oxidativo e aumentar a eficiéncia do desenvolvimento folicular e
maturagao oocitaria.

A obtencdo de material biologico humano para utilizagdo na pesquisa
experimental é bastante limitada. Dessa forma, o modelo bovino surge como
alternativa, visto que se aproxima mais da espécie humana em termos de fisiologia
reprodutiva e caracteristicas macroscopicas, como tamanho e consisténcia dos
ovarios. Além da similaridade fisiolégica, como o periodo de foliculogénese, por se
tratar de uma espécie mono-ovulatéria, e com periodo de gestacao semelhante. Todos
esses pontos contribuem para a validagao do modelo bovino em estudos envolvendo

a fisiologia ovariana.
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4 HIPOTESE

A adicao do extrato etandlico de Punica granatum L. a solugao de vitrificagao
de tecido ovariano mantém a integridade folicular do tecido vitrificado, reduzindo a
producdo de espécies reativas de oxigénio e promovendo melhora na retomada do

metabolismo

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito de diferentes concentragdes do extrato etandlico de Punica

granatum L. durante a vitrificagao de tecido ovariano bovino.

5.2 Objetivos especificos
e Mensurar o potencial antioxidante do extrato etandlico de punica granatum L
e Avaliar a morfologia e integridade folicular do tecido vitrificado e incubado.
e Mensurar os efeitos do extrato sobre o perfil redox do tecido vitrificado e
incubado.

e \Verificar a manutencao do estroma e da matriz extracelular ovariana.
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RESUMO
Este estudo teve como objetivos (1) avaliar os efeitos da utilizagdo do extrato etandlico
da casca do fruto de Punica granatum L. (EE-PG) durante a vitrificagdo de tecido
ovariano bovino sobre a manutengdo da morfologia e integridade ultraestrutural dos
foliculos ovarianos, densidade estromal e das fibras de colageno tipo | e tipo Ill, além

de (2) avaliar o perfil redox através da quantificagdo da atividade das enzimas
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superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px). Para
isso, fragmentos do cortex ovariano bovino foram vitrificados em diferentes
concentragcdes de EE-PG (10, 50 e 100 pg/mL) e armazenados em nitrogénio liquido
durante 5 dias. Logo apds o aquecimento, parte do material bioldgico foi destinado as
andlises e o restante foi incubado durante 24 h para avaliagdo da retomada do
metabolismo. Como resultados, observou-se que a concentracdo de 10 ug/mL
manteve a morfologia folicular apenas logo apds o0 aquecimento, sem que 0 mesmo
fosse observado ap6s incubagéao por 24h. Por outro lado, apds a incubagao, 10 ug/mL
foi capaz de reduzir os efeitos deletérios ocasionados pela vitrificagdo nas organelas
celulares. Além disso, esse mesmo tratamento aumentou a atividade da enzima SOD,
manteve os niveis de malonaldeido (MDA) e da densidade das células do estroma,
semelhantes ao controle fresco. Em conclusdo, esse estudo demonstra que a
utilizacao de 10 ug/mL de EE-PG, pode ser eficaz, quando adicionada a solugao de

vitrificagao de tecido ovariano.

Palavras-chave: Cancer, antioxidantes, Punica granatum L., Vitrificagdo, Ovario

1 INTRODUGAO

Ao longo das ultimas décadas a taxa de mortalidade em decorréncia de
patologias como o cancer vem diminuindo consideravelmente (Siegel et al., 2023),
devido a maior eficacia dos novos tratamentos oncolégicos. No entanto, tratamentos
com radio ou quimioterapia podem prejudicar a fertilidade (Del-Pozo-Lérida et al.,
2019). Isso se manifesta através de amenorreia, insuficiéncia ovariana e, em muitos
casos, leva a uma menopausa precoce. Adolescentes e mulheres jovens sao
especialmente afetadas, perdendo assim a capacidade reprodutiva (Tiong et al.,
2014).

Nesse contexto, as biotecnologias da reprodu¢do surgem como uma possivel
alternativa. Seus constantes avangos podem contribuir também para a tentativa de
minimizar os prejuizos ocasionados pelo cancer e seu tratamento. A realizagdo de
protocolos de estimulagéo ovariana € comum em pacientes oncoldgicas (Akel et al.,
2020). Este procedimento possibilita a criopreservacédo de odcitos e/ou embrides. No
entanto, para pacientes pré-puberes ou que necessitam de tratamento imediato, essa

opcao pode nao ser viavel devido ao tempo necessario para os protocolos de
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estimulagao, além da auséncia de maturidade do eixo sexual. Para esses grupos de
pacientes, uma alternativa é a realizagdo da criopreservacao do tecido ovariano,
seguida de autotransplante apds a remiss&o do cancer, pois a reserva ovariana estara
preservada (Gamzatova et al, 2014). A criopreservagao pode ser realizada através do
congelamento lento ou da vitrificagc&o. A vitrificagdo apresenta vantagens em relagao
ao congelamento lento, sendo a principal delas o fato de evitar a formagao de cristais
de gelo intracelulares (Lee et al., 2019).

Embora amplamente utilizada, a principal limitacdo da vitrificacdo € o fato de
utilizar altas concentracdes de crioprotetores, os quais podem ser citotoxicos (Zhang
et al.,, 2009). Dentre os efeitos citotoxicos, destaca-se o desequilibrio idnico nas
membranas e degeneragao das organelas (Borges et al., 2009), tornando as células
mais sensiveis as espécies reativas de oxigénio (EROs) (Guerin et al, 2001).
Considerando a ocorréncia destes efeitos no ambiente ovariano, tais condigbes
podem gerar danos ao DNA, comprometendo o desenvolvimento folicular e odcitario
(Silva et al., 2018; Naupas et al., 2021;).

Para atenuar estes efeitos deletérios, varias substancias de origem vegetal com
potencial antioxidante vém sendo utilizadas. Tais compostos podem retardar a
oxidagao de proteinas, carboidratos, lipidios e DNA (Sindhi et al., 2013). Dentre essas
substancias, a Punica granatum L. popularmente conhecida como roma, vem
ganhando destaque por possuir um alto potencial antioxidante (Ammar et al., 2017).
O suco de Punica granatum L. quando adicionado a solugdo de vitrificagdo manteve
a viabilidade e a integridade da membrana plasmatica de espermatozoides bubalinos
(Javed et al., 2019) e bovinos (EI-Sheshtawy; EI-Sisy; El-Nattat; 2016).

Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar: (1) o potencial antioxidante
do extrato etandlico da casca de Punica granatum L. e (2) avaliar os seus efeitos na
solugdao de vitrificagdo, analisando os seguintes parametros: (i) manutencdo da
morfologia e ultraestrutura folicular, (ii) alteragbes na matriz extracelular e na
densidade do estroma; (iii) avaliagao do perfil redox do tecido vitrificado e incubado in
vitro, através da mensuragao da atividade da enzimas SOD, CAT e GSH-Px, e a (iv)

quantificacao dos niveis de Tiol, nitrito e MDA.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Principios éticos e locais de execugao

O presente estudo foi realizado no Laboratoério de cultivo de células e tecidos
da Universidade Federal do Ceara — Campus de Sobral, assim como no Laboratério
de Bioquimica e expressao génica (LABIEX), vinculado ao Instituto Superior de
Ciéncias Biomédicas da Universidade Estadual do Ceara (UECE), e no Laboratorio
de microscopia e microanalise da Universidade de Brasilia. O estudo foi realizado em
conformidade os principios éticos da experimentagcdo em pesquisa animal,
submetendo-se ao Comité de Etica para Uso de Animais da Universidade Estadual do
Ceara, sendo aprovado sob o protocolo de n°® 31032.002523/2023- 41

2.2 Producao do extrato etandlico (EtOH)

A casca do fruto da Punica granatum L. foi retirada de frutas frescas e maduras,
oriundas do mercado local. A fruta foi higienizada e para realizagdo da extragao
etandlica, 150 g da casca foi colocada em etanol P.A durante 5 dias. Apos a extracao,
a solucgao foi levada a um rotoevaporador para retirar o solvente utilizado na extragcéao
e produzir um concentrado do extrato somente com os componentes extraidos
(Nascimento et al., 2018). Apds essa ultima etapa, o extrato foi liofilizado e diluido em

agua ultra-pura, nas concentragdes de 10, 50 e 100 pg/mL (Seeram et al., 2005).

2.3 Coleta dos ovarios

Ovarios (n = 24) de vacas ciclicas adultas, sem raga definida, foram coletados
em abatedouro local (Sobral, Cear4, Brasil). Imediatamente apds o abate e os ovarios
lavados em etanol 70% por cerca de 10 segundos, seguidos de mais duas lavagens
em solugao salina (0,9%) acrescida de 100 pg/mL de penicillina e estreptomicina. Os
ovarios serao transportados para o laboratério em solugdo salina 0,9% com
antibioticos em até 1 h, a 4 °C (Chaves et al., 2008).

2.4 Vitrificagao e aquecimento de tecido ovariano

A vitrificacdo e o descongelamento seguiram a metodologia descrita por Brito
et al. (2018) com algumas modificagdes. Inicialmente, os fragmentos foram alocados
(n=2) em pogos contendo 2 mL de solugdo de vitrificagdo, composto por a-MEM

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 0,25 M de sacarose, 10% de
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dimetilsulféxido (Me2SO) e diferentes concentragcbes do extrato etandlico de Punica
granatum (10, 50 e 100 ug/mL). Apds 5 minutos de exposicao a solugao de vitrificagao,
os fragmentos foram vitrificados em uma superficie sélida. Nesse processo, uma das
superficies de uma placa metalica foi colocada em contato direto com nitrogénio
liquido, enquanto os fragmentos de tecido ovariano foram colocados em contato com
o outro lado da superficie. Finalmente, os fragmentos de tecido ovariano foram
acondicionados individualmente em criotubos e armazenados em nitrogénio liquido (-
196 °C).

Apo6s 5 dias de armazenamento, as amostras foram aquecidas. Para isso, os
criotubos foram expostos a temperatura ambiente (25 °C) por 1 minuto e; entao,
imersos rapidamente em banho-maria a 37°C. Apos o aquecimento, os fragmentos
foram lavados em 2 mL de a-MEM suplementado com 10% de FBS e concentracdes
decrescentes de sacarose (0,5 M, 0,25 M, 0 M) durante 5 minutos, cada. Os

fragmentos foram avaliados ap06s vitrificados e incubados por 24 h.

2.5 Cultivo dos fragmentos de cértex ovariano

Para avaliar a capacidade de desenvolvimento folicular e manutencdo da
integridade da MEC, ap0s a vitrificagao, 2 fragmentos por tratamento foram incubados
in vitro por 24 h, em placas de cultura de 24 pocos (Carvalho et al., 2011) em a-MEM
(pH 7,2 — 7,4) suplementado com BSA (1,25 mg/mL), glutamina (2 mM), hipoxantina
(2 mM), penicilina/estreptomicina (100 pug/mL), insulina (10 pg/mL), transferrina (5,5
pg/mL) e selénio (10 pg/mL). O meio de cultura foi estabilizado a 38,5 °C, 5% de CO2

no ar, por 4 horas antes do uso.

2.6 Analise de morfologia e desenvolvimento folicular por histologia classica

A analise histoldgica foi executada de acordo com a metodologia de Bizarro-
Silva et al. (2018), com modificagbes. Imediatamente apds a coleta dos ovarios (DO),
bem como apds o término dos periodos de experimento em cada tratamento, os
fragmentos foram fixados em paraformaldeido por 12 h e destinados a histologia
classica. Para tanto, foi realizada a desidratacdo dos fragmentos em concentracoes
crescentes de etanol, diafanizagao utilizando xilol e inclusdo em parafina histoldgica.
Os fragmentos incluidos em blocos de parafina foram seccionados, seriadamente, a
espessura de 7 ym; e a cada 5 seccdes foram montadas laminas, as quais serao

coradas pelo método de hematoxilina-eosina. Somente foram analisados os foliculos
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pré-antrais cujos oocitos apresentarem o nucleo evidente na sec¢ao observada para
evitar dupla contagem. As laminas foram identificadas por cédigos anénimos para
evitar analise subjetiva e foram examinadas em microscépio (Nikon, TS 100, Japao)
com ampliagcdo de 100 e 400 x. A avaliacdo da ativagao e crescimento folicular foi
realizada pela quantificacdo dos foliculos nas diferentes classes foliculares de
desenvolvimento: primordiais (0d6cito central rodeado por uma camada de células da
granulosa achatadas) e foliculos em crescimento (primarios: odécito central rodeado
por uma camada de células da granulosa cuboidais, e secundarios: oocito central com
duas ou mais camadas de células da granulosa cuboidais) (Hulshof et al., 1994).
Esses foliculos foram, entado, classificados como normais quando apresentaram um
oocito intacto, células da granulosa organizadas em uma ou mais camadas e sem
nucleo picnético; e como degenerados quando apresentaram odcito retraido, nucleo
picnoético e/ou circundado por células das granulosas desorganizadas, destacadas da
membrana basal (Hulshof et al., 1994). Foram considerados no minimo 30 foliculos
por animal (5x30=150). Os percentuais de foliculos primordiais e em desenvolvimento
saudaveis foram calculados antes e apdés o cultivo, em cada um dos tratamentos, nos

dois experimentos

2.7 Avaliacao da densidade celular do estroma ovariano

As laminas coradas com hematoxilina-eosina foram utilizadas para avaliagao
da densidade celular do estroma ovariano, a qual foi realizada antes (controle fresco)
e apos aquecimento e incubacao de 24 h nos diferentes tratamentos. Feita de forma
manual, realizando a contagem do nucleo celular em um total de 10% de todos os
cortes histoldgicos. Quatro campos aleatoérios (50 x 50 ym = 2500 ym?) por segao
foram capturados utilizando microscopio Nikon E200 com camera acoplada (Nikon,
Coolpix 4500), com magnificacdo de 400x. Essas imagens foram utilizadas para
calcular a densidade média de células estromais por fragmento ovariano. As fotos
foram avaliadas por apenas um operador utilizando o software ImageJ (ALVES et al.,
2016).

2.8 Analise da matriz extracelular (MEC) em tecido ovariano
Para avaliar as fibras coldgenas da matriz extracelular do cértex ovariano, foi
realizada a coloragdo com Picrosirius Red (Kit Abcam) seguindo a metodologia

descrita por Rittié (2017), com modificagdes. Resumidamente, se¢cbes ovarianas de 7
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pum foram desparafinadas em xilol e incubadas em solugéo de Sirius Red (0,1%) por
1 h, em temperatura ambiente. Em seguida, o excesso de corante foi removido com
solugédo de acido acético (0,5%) e as secgdes, entdo, desidratadas e submetidas a
montagem de ladmina. As imagens foram obtidas com diferencas nas cores de
polarizagdo, sendo as fibras de colageno do tipo | (birrefringéncia corada em
amarelo/laranja) e Il (birrefringéncia corada em verde) (Junqueira et al., 1978),
utilizando microscopia de luz polarizada em microscopio Nikon E200 com camera
acoplada (Nikon, Coolpix 4500) e magnificacdo de 400%. Uma média de 50 cortes
foram avaliados por tratamento. As imagens foram analisadas utilizando a medigcéao do
limiar RGB para obter as porcentagens das cores, expressas em pixels, utilizando o

software ImageJ

2.9 Avaliagao da morfologia ultraestrutural dos foliculos pré-antrais

A andlise da ultraestrutura celular foi realizada com o auxilio de microscopia
eletrénica de transmissao (MET). Para isto, pequenos fragmentos de tecido ovariano
frescos, vitrificados e incubados foram fixados em uma solugdo contendo 2% de
paraformaldeido e 2,5% de glutaraldeido em tampé&o cacodilato de soédio (pH 7,2).
Apos fixacao, os fragmentos foram mantidos em 5 mM de tampéao cacodilato de sédio.
Em seguida, as amostras foram desidratadas em acetona e embebidas em resina
Spurr. Os cortes ultrafinos (60 nm) foram preparados quando o nucleo do oécito for
observado no corte semifino (3 pm). Os cortes semifinos foram corados com azul de
toluidina e avaliados em microscopia 6ptica, enquanto que os cortes ultrafinos foram
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados ao
microscopio eletrbnico de transmissao. A avaliacdo ultraestrutural foi aplicada para
observagao dos seguintes parametros: integridade das membranas basal e nuclear,
morfologia e densidade das organelas citoplasmaticas do oécito e das células da

granulosa, bem como o grau de vacuolizagao citoplasmatica (Araujo et al., 2010).

2.10 Analises bioquimicas.

Os fragmentos ovarianos (100 mg mL-1) foram homogeneizados com tampéo
fosfato de potassio (KH2PO4 e K2HPO4; P9791 e P3786; Sigma-Aldrich; 1:9)
acrescido de inibidores de protease (aprotinina 5 mg mL-' e Phenylmethanesulfonyl
fluoride; PMSF; 34.8 mg mL"') e pH 7,5. Os homogenatos de ovario foram

centrifugados a 1500g, por 10 min, a 4 °C, e o sobrenadante coletado para uso nos
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ensaios espectrofotométricos, descritos abaixo, usando cubetas de quartzo (Genesis
10s UV-vis; Thermo Scientific), conforme descrito anteriormente (Ellman 1959). Os
dados sdo expressos como * s.e.m. unidade de enzima por miligrama de proteina

(U/mg de proteina)

2.10.1 Proteinas totais (Método de Bradford)

A concentragdo de proteina foi determinada usando o método de Bradford
(1976). Este método usa Coomassie blue (Quick start/Bradford; Catalogo No. 500—
0205; Bio-Rad) para determinar a concentragao total de proteinas em cada amostra
de extrato. Ao entrar em contato com proteinas, o corante azul de Coomassie forma
um complexo e emite uma luminescéncia azul. A absorbancia esta diretamente
relacionada a concentragdo de proteina da amostra e foi avaliada,
espectrofotometricamente, em um comprimento de onda de 595 nm. A concentragao
de proteina total nas amostras foi determinada por meio de uma curva padrao,
construida usando albumina bovina como padréo (0, 2,5, 5, 10, 15, 25, 35 e 50 uyg mL-
1), e foi usada para padronizar os niveis de pro-oxidantes (tiol) e antioxidantes (SOD,

CAT e GPx), conforme descrito a seguir

2.10.2 Determinagdo do status proé-oxidativo através do conteudo de tiol

O teor de tiol total foi determinado usando 5,5’-dithiobis 2-nitrobenzoic acid
(DTNB; Dinamica D8130) como um indice de tiol reduzido. Residuos de tiol reagem
com DTNB (10 yM), quebrando a ligacao dissulfeto para formar o anion 2-nitro-5-
thiobenzoate (NTB?-) em pH neutro. O NTB?- é quantificado em um espectrofotdmetro
medindo a absorbancia a 412 nm, com resultados expressos como nMol de DTNB

reduzido por miligrama de proteina (Takahashi et al. 1978).

2.10.3 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida como a inibicdo da auto-oxidacédo da adrenalina
(Bannister e Calabrese 1987). A oxidagao da adrenalina, na presenga de CAT em meio
basico, leva a formacgao do radical O2, com o qual a SOD reage, retardando (‘inibindo’)
a oxidagao da adrenalina. A solugéo de CAT (0,048 mg mL-1 ; ¢ 9322; Sigma-Aldrich)
foi realizada, adicionando (7:3) ao tampéao glicina, pH 10,2 (Dinamica). Trés volumes
diferentes (10, 20 ou 40 pL) de homogenato de ovario foram adicionados a solugéo e,

em seguida, adrenalina (0,218 mg mL-1 ; E4260; Sigma-Aldrich) foi adicionada para



39

iniciar a oxidagao. A oxidagao foi medida a 480 nm, a cada 10 s, por 180 s.

2.10.4 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida como o consumo de H202 como substrato a 240
nm (Aebi 1984). Uma solucdo de H202 (152uL mL1; PH09717RA; Exodo cientifica) e
solugao salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4) foi misturada em uma cubeta de
quartzo a temperatura ambiente e, em seguida, foram adicionados 50 pL do

homogenato de ovario. A cada 30 s, o consumo de H202 foi medido duas vezes.

2.10.5 Atividade da glutationa peroxidase (GSH-px)

A atividade da GPx foi medida pela oxidagdo de NADPH. O NADPH é
consumido pela glutationa redutase (GR; G3664; Sigma-Aldrich) para converter
GSSG em GSH. Na presenca de H202, GPx oxida GSH a GSSG e reduz peroéxidos
a alcoois e agua. O consumo de NADPH é diretamente proporcional ao consumo de
H202 e, consequentemente, a atividade de GPx (FLOHE; GUNZLER, 1984). Areacéo
foi preparada misturando 500 yL de tampéao fosfato de potassio (100 mM), que é
composto por 13,6 g L1 de fosfato de potassio monobasico (P0662; Sigma Aldrich)
mais 1,86 g L-1 EDTA (5 mM; E4884; Sigma-Aldrich; ph 7, 4) e 38 ug/mL-1 GR, 3
pMg/mL-1 GSH e 100 yL de homogeneizado de ovario, e incubado por 10 min, em
temperatura ambiente, para que a cisteina GPx pudesse entrar em contato com GR e
GSH. Por fim, 100 yL de NADPH e, 120 s depois, 100 yL de H202 foram adicionados
a mistura, e a oxidacdo de NADPH, medida como uma diminuigdo na absorbancia de
NAPDH a 340 nm, foi avaliada a cada 10 s, por 300 s.

2.10.6 Determinagao da concentragao de nitrito (NO2’)

A determinacao dos niveis de NO2- foi realizada em duplicata por meio da
reagao de Griess. Foram adicionadas as amostras 100 yL de homogenato e 100 pL
da solugéo de Griess (1% sulfonilamida em 5% H3zPO4; 0,1% NEED/ agua destilada/
1:1:1:1). A curva-padréo foi produzida a partir da diluicdo seriada de uma solugéo de
nitrito de sodio (NaNOz2). As leituras foram obtidas em Asso Nnm, e os valores obtidos
expressos em uM de NO2- (Green et al., 1982).

2.10.7 Determinacdo da producdo de substancias acidas reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS)
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A quantificagdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico avalia o produto
final da peroxidagéo lipidica da membrana, o malondialdeido (MDA). 63 uL de
homogenato de tecido ovariano foram adicionados a 100 yL de acido perclérico a 35%.
As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm, por 10 minutos a 4°C, em seguida,
aquecidas a 95°C por 30 minutos. Ao final, 150 pL do sobrenadante foram adicionados
a 50 L de &cido tiobarbiturico a 1,2%. As leituras foram obtidas em Asss nm (Cighetti
et al., 1999).

2.11 Avaliagao da capacidade antioxidante total do extrato etandlico de Punica
granatum L.
Para mensuragcdo da capacidade antioxidante foram realizados ensaios

baseados na captura de radicais.

2.11.1 Captura do radical 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina- 6-acido sulfénico)
(ABTS)

O ensaio utilizando ABTS foi realizado de acordo com a metodologia de Rufino
et al., (2007a) com adaptagdes. Aliquotas de 15, 30 e 60 pL de solugao estoque (200
ug mL') do extrato foram transferidas para tubos de ensaios contendo 3 mL de
solugao de radical ABTS previamente preparada, obtendo-se uma concentracéo final
de 1, 2 e 4 uyg mL" de extrato. Apds seis minutos de agitagdo as amostras foram
submetidas a leitura em espectrofotdmetro na regido do ultravioleta a 734 nm. na qual
foi necessario converter os resultados em percentual de inibicdo da atividade
antioxidante que foi expressa em CEso = ug mL-'. Todas as andlises foram feitas em

triplicata e repetidas a triplicata. Foi feito uma curva para cada analise com R + 0,995.

2.11.1 Captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

O ensaio antioxidante pela captura do radical DPPH e a curva-padrao foram
realizados segundo Rufino et al., (2007b), com adaptagdes. O preparado do reagente
e mistura reacional aconteceram em ambiente escuro. Aliquota de 10, 20, 40 e 80 uL
de cada solugao estoque (200 ug mL™") foram adicionadas a 1990, 1980, 1960 e 1920
ML de solugdo metandlica de DPPH 0,06 mM, respectivamente, em tubos de ensaio
distintos. As concentragbes finais do extrato foram 1, 2, 4 e 8 ug mL",
respectivamente. Todas as amostras foram feitas em triplicata e repetida nas mesmas

condicdes. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro de UV, no comprimento
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de onda de 517 nm, a cada minuto, até alcancar a estabilizagdo do valor de
absorbancia. Metanol foi usado como branco, para calibrar o espectrofotdmetro e um
controle positivo foi realizado, utilizando &cido ascorbico. Os resultados das
absorbancias foram convertidos em percentual de inibigdo e expressos em CEso = ug
mL-' de DPPH a regressdo calculada individualmente para cada amostra junto a

amostra de diclorometano com R=0,999 e equacgao da reta Y=0,7263x-0,87.

2.12 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos em média das repetigdes e seu correspondente
erro padrao da média. Os dados que nao apresentaram distribuicdo normal, conforme
o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sofreram transformacdo logaritmica. Foi
utilizada a analise de varidncia (ANOVA) two-way, com post-hoc de Tukey, para
comparacgao entre grupos. Os dados de classificagao qualitativa foram expressos de
acordo com a sua proporgao e avaliados pelo método do qui-quadrado (x2), através
do software Graphpad Prism 9.0 (Graphpad Software, Inc., San Diego, EUA). A
significancia estatistica foi considerada quando os resultados apresentaram a

probabilidade de ocorréncia da hip6tese nula menor que 5% (P<0,05).

3 RESULTADOS
3.1 Avaliagao morfoldgica apos vitrificagao e incubacgao por 24 h

A Figura 1 apresenta o percentual de foliculos normais (A), densidade das células
do estroma ovariano (B) e o percentual de foliculos primordiais e em desenvolvimento
(C) em tecido ovariano vitrificado ou incubado. Na Figura 1A, pode-se observar uma
reducao significativa do percentual de foliculos normais em todos os grupos quando
comparados ao controle fresco (P<0.05). Quando vitrificados, a concentragao de 10
Mg/mL proporcionou uma maior manutengcdo do numero de foliculos normais; no

entanto, esse percentual reduziu de forma significativa apos a incubacgéo (P<0.05).

A Figura 1B apresenta a area de densidade do estroma do tecido ovariano
vitrificado ou incubado. Foi possivel observar uma redugao na densidade das células
que compdem o estroma em todos os grupos quando comparado ao controle fresco
(P<0,05). Quando Vvitrificados, ndo foram observadas diferengas significativas.
Entretanto, a concentragdo de 10 ug/mL apresentou uma maior manutencao da

densidade estromal apds incubacgao (P<0,05).
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A Figura 1C apresenta o percentual de foliculos primordiais no tecido ovariano
incubado. Todos os grupos tratados com o extrato de Punica granatum L. diferiram de
forma significativa do controle fresco quanto a taxa de ativagao folicular e de foliculos
em desenvolvimento (P<0.05). Todas as concentragdes proporcionaram maior taxa de
ativagao folicular, com destaque para a concentragao de 100 pg/mL, que resultou em
menor percentual de foliculos primordiais, seguido de um aumento de foliculos em

desenvolvimento (P<0.05).
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Figura 1: Percentual de foliculos normais em (a), area de densidade do estroma (b) em tecido ovariano

bovino na auséncia (controle fresco e a-MEM) ou presencga de diferentes concentragdes (10, 50 e 100
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pMg/mL) do extrato etandlico de Punica granatum L., depois de vitrificado (VIT) e incubado (INC).
Percentual de foliculos primordiais e em desenvolvimento (c) nos diferentes grupos incubados. Imagens

representativas da densidade do estroma no controle fresco (d) 10-VIT (e) e 10-INC (c)
" Diferengas significativas entre o controle fresco e demais tratamentos vitrificados e incubados P<0.05.

ABC | etras diferentes representam diferengas significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo
periodo P<0.05.

ab | etras diferentes representam diferencgas significativas no mesmo tratamento em diferentes periodos
P<0.05

3.2 Analise ultraestrutural

Os grupos que apresentaram maior manuten¢ao da morfologia folicular na analise
de histologia classica foram selecionados para avaliagéo ultraestrutural. A Figura 2
apresenta a ultraestrutura dos foliculos nos tratamentos previamente selecionados:
controle fresco (A), a-MEM vitrificado (B), 10 ug/mL vitrificado (C) e 10 pg/mL incubado
(D). Pode-se observar a presenga de um foliculo normal no controle fresco (Fig. 2A),
onde ocorre a manutencdo da normalidade das células da granulosa, além de uma
boa distribuicdo de organelas. Nao foram observados vacuolos, e as estruturas
celulares estao preservadas em todos os compartimentos foliculares, apesar de um
destacamento que possivelmente possa ter sido ocasionado pelo processamento para
MET. No grupo a-MEM vitrificado (Fig. 2B), € possivel identificar um foliculo
degenerado com a presencga grandes vacuolos e espagos vazios. Algo semelhante foi
observado nos foliculos vitrificados na presenca de 10 pg/mL (Fig. 2C), apresentando
um grande numero vacuolos em toda a extensdao do foliculo. Pode-se observar
fragmentacdo da cromatina, além de uma reducdo na densidade de organelas. A
concentragéo de 10 pg/mL apds incubagéo, apesar da presencga de vacuolos, o tecido
aparenta estar mais preservado do que quando apenas vitrificado na mesma
concentragao. E possivel observar uma melhor densidade e distribuicdo de organelas,
incluido a presenga de mitocéndrias, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico

bem definidos.
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C. GOLGJ

Figura 2: Morfologia ultraestrutural de foliculos pré antrais no controle fresco (a), a-MEM vitrificado (b),
10 pg/mL vitrificado (c) e 10 yg/mL incubado (d). Pode-se observar a presenga de Células da granulosa
(GC), Odcito (O), Nucleo (NU), Ribossomos (R), Reticulo endoplasmatico (ER), Mitocondria (M),
Complexo de golgi (C.Golgi), Vacuolos (V), Gotas lipidicas (li), Grandes vacuolos (*), Destacamento

(#), Cromatina fragmentada (+).

3.3 Analise dos componentes da matriz extracelular (MEC)

A Figura 3 apresenta a avaliagdo dos diferentes componentes da matriz
extracelular, demonstrando a mensuragao das fibras de colageno do tipo | (A) e tipo
[l (B) em tecido ovariano vitrificado ou incubado. A concentragcdo de 10 pyg/mL de
Punica granatum L. apés vitrificagdo aumentou de forma significativa o percentual de
fibras tipo I, seguido por uma redugéo no numero de fibras do tipo Il (P<0.05). No
entanto, apds incubagéo, a mesma concentragao obteve uma redugéo significativa do

percentual de ambas as fibras (P<0.05)
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Figura 3: Percentual de fibras de colageno tipo | (a) e tipo Il (b) em tecido ovariano bovino na auséncia

(controle fresco e a-MEM) ou presenca de diferentes concentragdes (10, 50 e 100 pg/mL) do extrato
etandlico de Punica granatum L., depois de vitrificado (VIT) e incubado (INC). Imagens representativas

das fibras de coldgeno no controle fresco (c) 10-VIT (d) e 10-INC (e)
" Diferengas significativas entre o controle fresco e demais tratamentos vitrificados e incubados P<0.05.

ABC | etras diferentes representam diferencas significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo
periodo P<0.05.

ab | etras diferentes representam diferencgas significativas no mesmo tratamento em diferentes periodos
P<0.05

3.4 Mensuragao da atividade das enzimas SOD, CAT e GSH-px

A Figura 4 apresenta a atividade das enzimas antioxidantes SOD (A), CAT (B) e
GSH-px (C). Quando observado a atividade da enzima SOD ¢ possivel observar uma

maior atividade na concentragao de 10 ug/mL apds incubagao quando comparado aos
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demais grupos em ambos os periodos (P<0.05). No entanto, ndo foram observadas
diferengas significativas na atividade das enzimas CAT e GSH-px em nenhum dos

tratamentos (P>0.05).
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Figura 4: Atividade das enzimas antioxidantes (a) SOD, (b) CAT e (c) GSH-px em tecido ovariano
bovino na auséncia (controle fresco e a-MEM) ou presenca de diferentes concentragdes (10, 50 e 100

pg/mL) do extrato etandlico de Punica granatum L., depois de vitrificado (VIT) e incubado (INC).
" Diferengas significativas entre o controle fresco e demais tratamentos vitrificados e incubados P<0.05.

ABC | etras diferentes representam diferencas significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo
periodo P<0.05.

ab | etras diferentes representam diferencas significativas no mesmo tratamento em diferentes periodos
P<0.05

3.5 Determinagao do status pré-oxidante (tiol), conteido de malondialdeido

(MDA) e niveis de nitrito (NO2")
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A Figura 5 apresenta a mensuragdo dos residuos de TIOL (A), niveis de
malonaldeido (B) e nitrito (C) em tecido ovariano vitrificado ou incubado. A Figura 5A
demonstra que n&o foram observadas diferengas significativas em nenhum dos
tratamentos. Na Figura 5B, é apresentado o conteudo de malondialdeido. Pode-se
observar que a concentragdes de 10 pg/mL, apds incubagao, manteve os niveis MDA
semelhantes ao controle fresco. A Figura 5C apresenta os niveis de nitrito (NO2-), e

nao foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos.

Em VIT BB INC

(A) Conteudo de TIOL (C) Niveis de Nitrito
"= 2.0 25+
£ Aa £ A A Aa R2Aa p, " Aa Aa
3 Aa Aa a i a
g15] [ 20
£ N
~ 15_
2 1.0- A Mpa fAa S
8 S 10-
g 2.
% 0.51 54
o
Z 0.0 T 0-
FC oMEM 10 50 100 FC oMEM 10 50 100
(B) Contetido de MDA
10-
Aa* Aa* Aa* Ag*
e 84
©
£ Aa* Aa *
5 o Aa Aa
]
&
o
E 4
<
S 2-

o
1

FC o-MEM 10 50 100

Figura 5: Conteudo de TIOL (a), MDA (b) e niveis de NO2- (c) em tecido ovariano bovino na auséncia
(controle fresco e a-MEM) ou presenga de diferentes concentragdes (10, 50 e 100 pug/mL) do extrato

etandlico de Punica granatum L., depois de vitrificado (VIT) e incubado (INC).
" Diferengas significativas entre o controle fresco e demais tratamentos vitrificados e incubados P<0.05.

ABC | etras diferentes representam diferencgas significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo
periodo P<0.05.

ab | etras diferentes representam diferencas significativas no mesmo tratamento em diferentes periodos
P<0.05
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3.6 Determinagao da atividade antioxidante total do extrato etandlico de Punica

granatum L.

A Figura 6 apresenta a atividade antioxidante total do extrato puro de Punica
granatum L., baseado no sequestro dos radicais DPPH (A) e ABTS (B). O extrato puro
de Punica granatum L. demonstrou alta capacidade antioxidante, sendo semelhante

ao acido ascorbico (controle positivo).
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Figura 6: Determinagcéo da atividade antioxidante total do extrato etandlico puro da casca de Punica

granatum L., através dos métodos de captura de radicais livres (a) ABTS e (b) DPPH

ABC |_etras diferentes representam diferencgas significativas entre o controle negativo, positivo e o extrato

puro de Punica granatum L. P<0.05.

4 DISCUSSAO

O presente estudo descreveu pela primeira vez os efeitos do extrato etandlico da
casca de Punica granatum L. (EE-PG) durante a vitrificacdo de tecido ovariano bovino.
Foi possivel observar que, depois do processo de vitrificacdo e incubagao, houve uma
reducao significativa no percentual de foliculos morfologicamente normais em todas
os tratamentos utilizados. Tais resultados foram confirmados pela presenca de
alteracdes ultraestruturais em todos os compartimentos foliculares, ou seja, células da
granulosa e od6citos, comportamento observado em diferentes protocolos de
criopreservagao (Xing et al., 2010; Jivago et al., 2018; Mahmoudi et al., 2021). Embora
a vitrificagdo seja uma técnica simples e de baixo custo, sua principal desvantagem é
a utilizagao de altas concentragdes de crioprotetores, que ocasionam danos as células
(Xing et al., 2010; Cury-Silva et al., 2021). O DMSO, crioprotetor utilizado em nosso

estudo, € comum em solugdes de vitrificagdo (Brito et al., 2018; Costa et al.,2021).
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Devido a sua capacidade de formar poros na membrana celular para externalizagao
da agua (Gurtovenko; Anwar; 2007), sendo um processo importante para evitar a
formagao de cristais de gelo. No entanto, dependendo da concentragao utilizada, além
de induzir formacao de poros, o DMSO provoca a ruptura das bicamadas lipidicas e a
formagao de vacuolos (Leonel et al., 2019), sendo este ultimo observado em nosso
estudo. Dessa forma, torna-se necessaria a elaboracdo de solugdes de vitrificagao
com substancias que atuem em sinergia com os crioprotetores, a fim de manter a
viabilidade celular e preservar sua integridade ultraestrutural.

Nesse contexto, a utilizacdo de 10 pg/mL do extrato na solugao de vitrificagéo
proporcionou uma maior taxa de normalidade nos foliculos vitrificados (P<0.05).
Entretanto, ao incubar os foliculos tratados com 10 pg/mL, observa-se uma redugao
significativa no percentual de foliculos normais (P<0.05). No entanto, a avaliagao
ultraestrutural demonstra que, apds incubacéo, os foliculos tratados com 10 pg/mL do
extrato apresentaram redugdo na vacuolizagdo e uma melhor manutencdo da
normalidade de algumas organelas, como as mitocéndrias, o reticulo endoplasmatico
e o0 complexo de Golgi, quando comparado apenas com o vitrificado.

As alteragdes e sinais de degeneracao folicular, observadas apds incubacao,
podem ser atribuidos ao préprio processo de vitrificagdo, que torna os foliculos menos
tolerantes ao ambiente in vitro e mais propensos a morte celular (Donfack et al., 2018).
Além disso, o periodo de incubagao de 24 h, parece nao ser suficiente para promover
maior desenvolvimento e manutengao da qualidade folicular (Faustino et al., 2010;
Carvalho et al., 2011). Esses parametros observados, juntamente com o aumento da
atividade da SOD na concentragao de 10 ug/mL (P<0.05), evidenciam a tentativa das
células em combater o dano que estava sendo ocasionado e sugere que talvez ndo
tenha havido tempo suficiente para um repara mais completo. Tendo em vista que,
apods o aquecimento do tecido criopreservado, 0 mesmo precisa de um tempo para se
reorganizar e crescer novamente in vitro (Gastal et al., 2017).

Durante o processo de aquecimento do tecido vitrificado, uma vez que ocorre
a reintrodugdo de oxigénio nas células, ha o desencadeamento de reagbes de
oxirredugao que levam a formacgao de radicais livres (Rocha et al., 2018) ocasionando
dano celular. Esse processo parece ter sido evitado, visto que os foliculos vitrificados
na concentracédo de 10 pg/ml, obtiveram uma maior manutengdo da arquitetura
folicular (P<0.05). Dessa forma, para que essa viabilidade possa ser mantida durante

o periodo de incubacdo, uma alternativa interessante seria a adicao de substancias
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que possam atenuar o processo de atresia e mitigar as EROs durante o periodo in
vitro. Visto que mesmo um curto periodo de cultivo pode reduzir o numero de foliculos
viaveis em decorréncia do estresse oxidativo (Carvalho et al., 2011). Ja se foi relatado
que a adicao de substancias antioxidantes, como a catalase em diferentes etapas do
protocolo de vitrificagdo (solugdo de vitrificagcdo e/ou aquecimento), promovem a
reducao de EROs (Carvalho et al., 2014).

Durante o periodo de incubagédo dos fragmentos ovarianos a concentragao de
100 pg/mL promoveu um maior percentual de ativagdo folicular (P<0.05). Esse
processo de ativacao folicular em mamiferos pode ser regulado por algumas vias
como a fosfatidilinositol-3-quinase/proteina quinase B/forkhead box O3a (PI3K-AKT-
FOXO3a) que também pode ser ativada através de mTORC1 (mechanistic target of
rapamycin complex 1) (Zheng et al., 2012). Em bovinos, a fosfatase homologa a
tensina (PTEN) é o gene que codifica o regulador negativo da PI3K, quando este foi
inibido, resultou em hiperativagdo de foliculos primordiais através da
PI3K/AKT/FOXO3 (Maidarti et al., 2018). A literatura demonstra que a utilizagdo do
suco de roma em uma linhagem de células de carcinoma humano (HT-29) promoveu
inibicdo da fosforilagcdo de PI3K/AKT e mTOR (Banerjee et al., 2013). O mesmo foi
observado por LI et al., (2020), onde, ao utilizar o extrato metandlico das flores de
roma em uma linhagem de pre-adipdcitos (3T3-L1), foi visto que a utilizacdo de
concentragbes mais baixas aumentaram a ativagao da via PI3K/AKT e mTOR e doses
maiores inibiram. Em nosso estudo o processo de ativagao ocorreu possivelmente por
uma das vias ja citadas, o que demonstra que o extrato de Punica granatum L.
possivelmente regulou de forma positiva essas vias em foliculos ovarianos.

A comunicacéo intracelular entre os varios tipos de células presentes no ovario
e 0 estroma é necessaria para o desenvolvimento normal e manutencgao da arquitetura
do foliculo, uma vez que a maturagao do odécito dependente disso (Woodruff et al.,
2007). Nesse contexto, sabe-se que os protocolos de vitrificagdo ocasionam a redugao
da densidade das células presentes no estroma (Gastal et al., 2017). Foi observada,
uma reducdo na densidade do estroma ovariano em todos os tratamentos vitrificados
ou incubados (P<0.05). Essa redugao pode ser parcialmente atribuida aos processos
fisicos ocorridos durante a criopreservagao (Gastal et al., 2017). Entretanto, a
concentracdo de 10 pg/mL, proporcionou uma maior manutengdo da densidade
celular (P<0.05). Essa manutengéao é crucial, pois essas células fornecem suporte e,

junto a teca, auxiliam a biossintese de estradiol, proliferacéo e inibicdo da apoptose
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em células da granulosa (Qiu et al., 2014).

Tendo em vista as alteragbes que possam ocorrer no estroma, um outro
parametro importante para se avaliar sdo os componentes da matriz extra celular. A
MEC ¢é crucial para a manutencdo das interagcbes célula-célula, auxiliando no
desenvolvimento e migracao dos foliculos dentro do ovario (Woodruff et al., 2007). Em
situagdes de dano tecidual a MEC é constantemente remodelada em um processo
que deve ser altamente coordenado, falhas durante esse momento podem ocasionar
maior neovascularizagdo, o que pode gerar fibrose tecidual (Ruger et al., 2020). A
fibrose & uma caracteristica do envelhecimento do estroma ovariano; no entanto, ela
pode estar correlacionada a outros fatores, como o con/descongelamento do tecido
vitrificado (Kitajima et al., 2022). A concentracdo de 10 pg/mL aumentou de forma
significativa a marcagdo para fibras de colageno do tipo I, juntamente com a
diminuicao das fibras do tipo Il no tecido vitrificado (P<0.05). Nesse contexto, sabe-
se que o processo de fibrose é caracterizado pela formacao excessiva de colageno
tipo | e diminuigao do tipo Il (Henriksen et al., 2016). Entretanto, quando incubados,
a concentracao de 10 pg/mL obteve uma reducdo de ambas as fibras (P<0.05). O que
demonstra a readaptacéo do tecido durante a retomada do metabolismo ao processo
de dano que estava ocorrendo. Apresentando percentuais aceitaveis, quanto a
proporcao de fibras tipo | e tipo Ill que é de cerca de 70 e 30%, respectivamente.
Sendo assim, pode-se observar que o EE-PG ndo proporcionou grandes alteragdes
na MEC do tecido ovariano vitrificado, o que representa um efeito positivo. Isso é
relevante, visto que a MEC auxilia na adesédo celular e apoia diversas funcoes
celulares durante a foliculogénese (Woodruff et al., 2007).

Através dos métodos de captura do radical ABTS e DPPH, foi possivel observar
que o extrato de Punica granatum L. possui alta capacidade antioxidante, sendo
similar ao acido ascorbico, potente antioxidante ja conhecido (P<0.05). Corroborando
com tais achados, o estudo de Jacob et al. (2018), produziu diferentes extratos da
casca de roma (Aquoso, MetOH e Aquoso de acetona) e constatou sua alta atividade
antioxidante, sendo esta atividade atribuida aos compostos presentes como as
punicalaginas e punicalinas. Dessa forma, utilizar os extratos oriundos da Punica
grantum L. ou seus compostos isolados em diferentes pontos do processo de
vitrificagdo pode ser uma alternativa promissora. Tendo em vista que as punicalaginas,
consideradas os compostos majoritarios da Punica grantum L. (Kulkarnia; Aradhyaa e

Divakarb, 2004), ja demonstraram efeitos antiapoptoticos in vitro, através da regulagao
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da expressao de Bcl-2-associated X protein (Bax) e B-cell ymphoma 2 (Bcl-2) em uma
linhagem de cardiomiécitos (H9c2) tratados com doxorrubicina (Ye et al., 2019). Além
disso, promoveu a reducdo de EROs em diferentes situagdes de estresse em
linhagens de cardiomidcitos (H9c2; Ye et al., 2019), neurénios fetais (Pc12; Clementi
et al., 2018) e queratindcitos (HaCaT; Liu et al., 2019).

Nesse contexto, sabe-se que o processo de vitrificagcdo provoca alteragoes
fisico-quimicas que incluem um aumento na produgao de EROs, levando ao estresse
oxidativo (Kaushik et al., 2022). Sendo este estresse caracterizado por um
desequilibrio entre os agentes pro-oxidantes (radicais livres) e antioxidantes. Esse
processo pode ocasionar alteragdes na atividade do sistema de defesa antioxidante,
composto pelas enzimas SOD, CAT e GSH-Px (Furtado et al., 2021). As diferentes
concentragbes nao influenciaram na atividade da CAT e GSH-Px, entretanto a
concentracdo de 10 ug/mL aumentou a atividade da enzima SOD apds incubagao
(P<0.05). Esta mesma concentracdo manteve os niveis de MDA em sua normalidade.
A SOD atua na conversao do anion superdxido em um produto menos danoso, que €
o peroxido de oxigénio (H202) (Furtado et al., 2021). Sendo assim, a literatura ja
demonstra que o aumento da SOD pode reduzir a peroxidagao lipidica (RAO et al.,
2021). Semelhante aos achados deste trabalho, foi visto que o pré-tratamento
utilizando o extrato MeOH da casca de Punica granatum L. promoveu um aumento da
atividade da SOD e redugéao dos niveis de MDA em um modelo de toxicidade hepatica
(Chidambara et al., 2002). O mesmo comportamento foi observado em individuos
praticantes de exercicio fisico intenso, onde, ao realizar a ingestao do suco de Punica
granatum L., os niveis séricos de SOD aumentaram, acompanhados da reducéo dos
niveis de MDA quando comparados aos controles (Naghizadeh-Baghi et al., 2015).
Aliado a SOD, a reducao dos niveis de MDA pode estar atrelada também a capacidade
que os compostos oriundos da Punica granatum L. tém de interromper as reagoes
geradas pelos radicais peroxila (ROOQO"), impedindo a propagagéo da peroxidagao
lipidica (Kulkarnia; Aradhyaa e Divakarb, 2004).

Em condigoes fisioldgicas, a oxidagao do oxido Nitrito (NO) leva a formagao de
nitrito (NOZ2°) nas camadas das células da teca, desempenhando papel na ovulagao e
sobrevivéncia folicular (Sugino et al., 1996; Yamagata et al., 2002). Dessa forma,
outros marcadores bioquimicos, como a produgao de (NO2-), tém sido associados
como um indicador de viabilidade das células da granulosa em foliculos pré-antrais

caprinos (Bruno et al., 2008), além de atuar como regulador dose-dependente da
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sintese de esteroides em células da granulosa bovinas (Chun et al., 1996). A reacao
de Griess é a abordagem analitica mais frequentemente utilizada para quantificar os
principais metabdlitos estaveis de NO, ou seja, nitrato e nitrito (Tsikas; 2007).
Entretanto, ndo foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos
quando a produgao de nitrito (p>0.05). Assim como nao diferiram de forma significativa
na quantidade de glutationa, através da quantificagdo dos niveis de Tiol (P>0.05). A
enzima GSH-Px tem a capacidade de oxidar a glutationa reduzida (GSH) formando
glutationa oxidada (GSSG) e agua. Quando nao se tem a oxidagdo do GSH em GSSG,
€ possivel quantificar o grupo -SH (TIOL) (Furtado et al., 2021). Nesse contexto, sabe-
se que o Tiol € um agente envolvido em inumeras fungdes bioldgicas, como a redugao
dos efeitos citotdéxicos ocasionados pela produg¢do excessiva de EROs (Crocomo et
al., 2012).

5 CONCLUSOES

Em concluséo, a adigdo de 10ug/mL do extrato etandlico de Punica granatum
L. promoveu a manutencdo da morfologica dos foliculos vitrificados. Apds a
incubagao, observou-se a preservagao da densidade do estroma, um aumento da
atividade da SOD, a manuteng¢ao dos niveis de MDA e a reducado das alteragbes
ultraestruturais. No entanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar os
mecanismos de sinalizagcdo pelos quais os extratos oriundos da casca de Punica

granatum L. atuam sobre os foliculos ovarianos.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os achados, concluimos que:
v" A adigdo de 10 yg/mL do extrato da casca de roma a solugdo de vitrificagdo
promoveu a manuteng¢ao da morfologia folicular, com a redug¢ao das alteragdes

ultraestruturais.

8 PERSPECTIVAS FUTURAS

O Presente trabalho deixa como perspectivas futuras:
v Avaliar a utilizagdo do extrato etandlico da casca de punica granatum L. em

diferentes etapas da criopreservacgao

v’ Verificar os efeitos benéficos da Punica granatum L. na vitrificacdo de outros

tipos de células como gametas e embrides

v’ Verificar a agao antioxidante de extratos oriundos da roma utilizando diferentes

meétodos de extragao
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