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RESUMO 

O objetivo do presente estudo foi investigar o potencial antioxidante do extrato etanólico 

produzido a partir da casca do fruto da romã (Punica granatum L.) sobre o tecido ovariano 

bovino cultivado in vitro. O presente estudo foi aprovado pelo comitê de ética sob o protocolo 

de nº 09326942/2021. Para a produção do extrato, frutas frescas e oriundas de mercado local 

foram coletadas e as cascas foram retiradas do fruto e submersas em etanol (PA 99,8%) por 5 

dias. Finalmente, o extrato obtido foi liofilizado, diluído em água ultrapura e armazenado a -

20ºC. No extrato, foi avaliada a capacidade antioxidante total (DPPH e ABTS) e a composição 

química definida através de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detector de 

Ultravioleta-Visível (CLAE-UV-Vis). Ademais, os ovários (n=24) de vacas sem raça definida 

foram coletados e transportados ao laboratório em solução salina com penicilina e 

estreptomicina a 4 ºC. No laboratório, os córtex ovarianos foram fragmentados e posteriormente 

cultivados por 6 dias em meio αMEM adicionado de ITS (10 µg/mL de insulina, 5,5 µg/mL de 

transferrina e 5 ng/mL de selênio), BSA (1,25 mg/mL), Glutamina e Hipoxantina (αMEM+), na 

ausência (controle cultivado) ou presença de diferentes concentrações (10, 50, e 100 µg/mL) 

do extrato etanólico de Punica granatum L. (EE-cPG). O cultivo foi realizado em incubadora 

a 38,5 ºC e atmosfera umidificada a 5% de CO2. Após 5 dias, os fragmentos foram destinados 

às análises morfológicas (histologia clássica e ultraestrutura) e análises bioquímicas (atividade 

das enzimas SOD e CAT, conteúdo de tióis reduzidos (GSH) e quantificação dos níveis de 

malondialdeído). Foi utilizada a análise de variância (ANOVA), com post-hoc de Tukey ou 

Mann-Whitney, respeitando o teste de normalidade. O valor de P<0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. Como resultados, encontrou-se a presença da α-punicalagina no 

extrato etanólico produzido. Além disso, 50 e 100 µg/mL de EE-cPG apresentaram capacidade 

antioxidante total significativamente superior ao longo do cultivo (D2 e D6) quando comparado 

ao tratamento com 10 µg/mL de EE-cPG. Essas mesmas concentrações foram capazes de 

diminuir os níveis de MDA e aumentar os níveis de Tiol. Contudo, somente a concentração de 

100 µg/mL foi capaz de manter o percentual de folículos morfologicamente normais semelhante 

aos controles fresco e cultivado, além de promover ativação e preservar a integridade 

ultraestrutural folicular. Portanto, o extrato etanólico da casca do fruto da romã foi capaz de 

preservar a morfologia e ultraestrutura de folículos pré-antrais bovinos, além de manter o 

equilíbrio redox. Dentre as concentrações avaliadas, a de 100 µg/mL se destaca por ter sido 

capaz de manter a morfologia folicular e evitar o estresse oxidativo. 

Palavras-chaves: Cultivo in situ; antioxidantes; Punicalagina. 

 



ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate the antioxidant potential of the ethanolic extract 

produced from the peel of pomegranate fruit (Punica granatum L.) on bovine ovarian tissue 

cultured in vitro. The present study was approved by the ethics committee under protocol 

number 09326942/2021. For the extract production, fresh fruits from the local market were 

collected, and the peels were removed from the fruit and immersed in ethanol (99.8% PA) for 

5 days. Finally, the obtained extract was lyophilized, diluted in ultrapure water, and stored at -

20°C. The antioxidant capacity of the extract was evaluated (DPPH and ABTS), and its 

chemical composition was determined through High-Performance Liquid Chromatography 

with Ultraviolet-Visible Detector (HPLC-UV-Vis). Additionally, ovaries (n=24) from 

crossbred cows were collected and transported to the laboratory in saline solution with 

penicillin and streptomycin at 4°C. In the laboratory, ovarian cortices were fragmented and 

cultured for 6 days in αMEM medium supplemented with ITS (10 µg/mL insulin, 5.5 µg/mL 

transferrin, and 5 ng/mL selenium), BSA (1.25 mg/mL), Glutamine, and Hypoxanthine 

(αMEM+), in the absence (cultured control) or presence of different concentrations (10, 50, and 

100 µg/mL) of ethanolic extract of Punica granatum L. (EE-cPG). The culture was performed 

in an incubator at 38.5°C and 5% CO2 humidified atmosphere. After 5 days, the fragments were 

subjected to morphological (classical histology and ultrastructure) and biochemical analyses 

(SOD and CAT enzyme activity, reduced thiol content (GSH), and quantification of 

malondialdehyde levels). Analysis of variance (ANOVA), with Tukey or Mann-Whitney post-

hoc tests, respecting the normality test, was used. A P value < 0.05 was considered statistically 

significant. Results revealed the presence of α-punicalagin in the produced ethanolic extract. 

Moreover, 50 and 100 µg/mL of EE-cPG showed significantly higher total antioxidant capacity 

throughout the culture (D2 and D6) compared to the 10 µg/mL EE-cPG treatment. These same 

concentrations were able to decrease MDA levels and increase Thiol levels. However, only the 

concentration of 100 µg/mL was able to maintain the percentage of morphologically normal 

follicles similar to fresh and cultured controls, besides promoting activation and preserving 

follicular ultrastructural integrity. Therefore, the ethanolic extract from pomegranate fruit peel 

was able to preserve the morphology and ultrastructure of bovine preantral follicles, in addition 

to maintaining redox balance. Among the evaluated concentrations, 100 µg/mL stands out for 

maintaining follicular morphology and preventing oxidative stress. 

 

Keywords: In situ culture; antioxidants; Punicalagin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor e maior exportador de carne bovina do mundo. 

Nesse contexto, a bovinocultura se destaca por possuir relevante papel na agroindústria e economia do 

país, uma vez que gera empregos em todo território brasileiro e fornece diversos produtos de origem 

animal para o mercado local, nacional e internacional (Embrapa, 2020). Contudo, existem limitações 

que dificultam uma maior produção dos animais dessa espécie. 

Dentre os fatores que dificultam os avanços na área da produção e melhoramento genético em 

bovinos está o limitado conhecimento acerca dos mecanismos que regulam as etapas de crescimento e 

desenvolvimento folicular. Nesse contexto, as biotécnicas reprodutivas podem ser empregadas na 

busca de uma melhor compreensão acerca dos mecanismos que medeiam a foliculogênese para que se 

possa obter, futuramente, embriões produzidos a partir do cultivo de folículos pré-antrais (Gupta; 

Nandi, 2012). 

Em outros animais de produção, como caprinos (Magalhães et al., 2011), ovinos (Arunakumari, 

Shanmugasundaram, Rao, 2010) e suínos (Wu, Benjamin, Carrell, 2001), o cultivo in vitro de folículos 

secundários resultou na produção de oócitos maduros que posteriormente foram fecundados gerando 

embriões. Já na espécie bovina, os folículos pré-antrais que foram isolados e cultivados somente 

progrediram até o estágio antral (McLaughlin et al., 2010; Araújo et al., 2014; Cunha et al., 2018). 

Dentre as ferramentas biotecnológicas utilizadas, está o cultivo de folículos pré-antrais, 

isolados ou não do córtex ovariano, que vem sendo utilizado de forma promissora para investigar 

possíveis substâncias que possam potencializar o crescimento e desenvolvimento folicular e a produção 

de embriões in vitro. Porém, tais folículos e gametas podem sofrer danos com o estresse oxidativo 

induzido pelas próprias condições do cultivo in vitro, como a variação de temperatura e exposição 

excessiva à luz (Luz et al, 2011; Silva; Silva, 2023).  

Devido a isso, assim como a presente dissertação, os estudos têm sido desenvolvidos com o 

objetivo de investigar compostos que sejam adicionados ao meio de cultivo e que possam amenizar os 

efeitos deletérios causados pelas condições do cultivo in vitro. Nesse contexto, substâncias de origem 

vegetal e seu potencial antioxidante são alvos constante de investigação científica, como a Cimifuga 

racemosa (De Assis et al., 2023) e a Amburana cearensis (Gouveia et al., 2016). Dentre estes vegetais 

estudados está a Punica granatum L. (romã), espécie bem conhecida pela medicina tradicional, porém 

pouco estudada dentro do contexto das biotécnicas reprodutivas. 

A Punica granatum L., é rica em compostos fenólicos (compostos químicos que contêm pelo 

menos um anel aromático contendo um ou mais grupos hidroxila (-OH) ligados a ele), e dentre estes 

compostos encontrados na romã, a Punicalagina (PU) e o Ácido Elágico (AE) estão presentes em maior 

quantidade no fruto e são responsáveis por benefícios, como atividade antioxidante e antitumoral 

(Seeram, Lee e Heber, 2004; Liu et al., 2017). A associação desses constituintes demonstra ser 



sinérgica e de potencial medicinal superior quando comparada a sua utilização de forma individual. 

Devido a isso, os estudos desenvolvidos avaliaram as propriedades de extratos produzidos a partir de 

diferentes partes da planta (Ahmed e Yang, 2017; Saeed et al., 2018).   

Recentemente, foi relatado o potencial efeito inibitório dos compostos ácido elágico na 

proliferação e migração de células cancerosas do ovário. Dessa forma, de acordo com os achados, estes 

compostos, presentes em grande quantidade na romã, possivelmente atuam regulando vias celulares de 

crescimento e apoptose (Liu et al., 2017; Bellusci et al., 2019). É provável que os efeitos antioxidantes 

dos compostos fenólicos da romã ocorram devido a presença de grupos funcionais hidroxila em torno 

da estrutura nuclear dos compostos majoritários (Punicalagina e ácido elágico), os quais são potentes 

doadores de elétrons (Kulkarnia; Aradhyaa e Divakarb, 2004). Dentre os estudos realizados até o 

momento, as soluções produzidas a partir da casca ou da semente dos frutos de Punica granatum, 

apresentam, dentre outros efeitos, principalmente o antioxidante (Ammar et al., 2017; Khalaf et al., 

2019; Chan et al., 2021).  

Embora já se tenham trabalhos que demonstram os efeitos antioxidantes da romã, são escassos 

os estudos que avaliam os efeitos dessa planta em vias antioxidantes no tecido reprodutor feminino. 

Dessa forma, este estudo torna-se necessário para elucidar o possível efeito antioxidante que o extrato 

etanólico da casca do fruto de Punica granatum possa causar no tecido ovariano bovino cultivado in 

vitro. Considerando a importância e para um maior esclarecimento deste trabalho, a revisão de 

literatura a seguir abordará os aspectos relacionados à fisiologia reprodutiva feminina e as biotécnicas 

da reprodução, o estresse oxidativo durante o cultivo in vitro de tecido ovariano e constituição química 

e principais atividades biológicas da Punica granatum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Fisiologia reprodutiva feminina e as biotécnicas da reprodução 

Em mamíferos, o sistema reprodutor feminino é constituído basicamente pelo útero, e um par 

de gônadas chamadas de ovários. Essas gônadas, que são o foco deste trabalho, podem ser divididas 

em duas porções: região medular do ovário, rica em elementos neurovasculares, e região cortical do 

ovário, local rico em células somáticas chamadas de estroma, onde pode-se identificar a presença dos 

folículos ovarianos (SHAH et al., 2018).  

 

Figura 01 – Corte histológico do ovário. CL: Corpo lúteo; F: Folículo; L: Ligamento. Fonte: Berne e Levy, 

2009. 

 

O folículo ovariano são considerados a unidade funcional do ovário, possuindo caráter 

gametogênico e endócrino, além de também abrigar o oócito, gameta feminino, durante o seu processo 

de crescimento e desenvolvimento até o momento em que ele estará maduro o suficiente para ser 

liberado e fertilizado. Durante esse processo de desenvolvimento, os folículos ovarianos passam pelos 

seguintes estágios: folículo primordial quiescente, folículo pré-antral (primário e secundário), folículo 

antral (terciário) em crescimento, folículo dominante (pré-ovulatório, grafiaano), corpo lúteo e corpo 

albicans (Araújo et al, 2014). 

Em cada estágio folicular acima citado, as estruturas foliculares passam por mudanças 

fisiológicas reguladas pelo eixo hipotálamo-hipófise-gonadal que é responsável pela secreção de 

hormônios, como o hormônio luteinizante (LH) e o hormônio folículo estimulante (FSH), que 

estimulam o crescimento e desenvolvimento folicular. A oogênese, processo de desenvolvimento do 

oócito, tem inicio ainda na vida fetal da fêmea. Nesse momento, no ovário, há a formação da população 

de oogônias através de sucessivas mitoses. Posteriormente, estas se diferenciam em oócitos primários 



que, juntamente com células pavimentosas do estroma aderidas ao seu redor, compõem a chamada 

reserva ovariana. A esta estrutura formada pela união entre os oócitos primários e as células 

pavimentosas da-se o nome de folículo primordial. 

A Foliculogênese é iniciada quando estes folículos primordiais saírem do seu estado de 

quiescência através de mecanismos de ativação e passarem para o estágio de folículo primário. Em 

paralelo, oócito e células foliculares secretam substâncias químicas que induzem mutuamente a 

diferenciação celular entre si. O oócito primário dá origem a duas células distintas: oócito secundário 

e 1° corpúsculo polar e, nesse momento, cada célula possui 23 cromossomos. É, então, iniciada a etapa 

da oogênese denominada meiose, onde além da divisão do material genético, eventos importantes como 

o crossing-over garantem a variabilidade genética e continuidade da espécie. Após estar completamente 

maduro, esse oócito é liberado e somente finaliza a meiose caso seja fertilizado (Cortvrindt et al., 2011). 

Já em paralelo aos eventos da oogênese, o desenvolvimento do folículo também ocorre em 

resposta ao crescimento do gameta. Após serem ativados, os folículos que compõem a reserva ovariana 

(folículos primordias) passam para o estágio de folículo primário, sendo este caracterizado por um 

oócito recoberto por uma única camada de células pavimentosas da granulosa. Posteriormente, esse 

folículo irá se diferenciar em folículo secundário, onde tais células da granulosa passam a formar mais 

de uma camada e adquirem formato cuboide. Nesse estágio do desenvolvimento, tais células da 

granulosa estão em alta atividade metabólica, o que faz com que elas secretem para o meio interno do 

folículo um líquido que preencherá a cavidade antral, marcando assim a passagem de folículo 

secundário para folículo terciário. Este último é caracterizado por possuir a maior parte tomada pelo 

líquido antral e por posicionar o oócito na periferia do folículo. Nesse etapa o folículo está prestes a 

ser rompido pelo oócito para que a ovulação ocorra (Baerwald et al., 2012). 

Figura 02- Etapas do processo de ativação e desenvolvimento folicular. Fonte: Rossetto et al., 

2011. 

 



Os eventos da oogênese e foliculogênese são complexos e podem sofrer danos e interferências 

de fatores ambientais. Frente a tais desafíos, o desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas como a 

criopreservação e o cultivo in vitro de folículos pré-antrais, bem como a maturação e fertilização in 

vitro de oócitos, são importantes para otimizar a utilização do potencial oocitário e contribuem para 

elevar a produção de in vitro de espécies de alto interesse económico. Vários estudos têm mostrado 

que o cultivo in vitro de folículos pré-antrais tem um grande potencial para fornecer um grande número 

de oócitos para fertilização in vitro (Bertoldo et al., 2014; Silva et al., 2016; Telfer, 2019). 

Em vista disso, torna-se necessário aperfeiçoar o sistema onde o cultivo in vitro ocorre. Apesar 

de se acumularem décadas de trabalho, apenas em camundongos se observou um completo 

desenvolvimento folicular (O'brien et al. 2003), enquanto que a obtenção de oócitos competentes após 

cultivo in vitro de folículos ainda não foi observado em animais domésticos. Uma das condições que 

limita o desenvolvimento folicular é a produção em excesso de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

um tipo de radical livre, que são moléculas altamente reativas com capacidade de oxidar estruturas 

intracelulares como a membrana celular, DNA e RNA (Waiz et al., 2016).  

 

 

2.2 Estresse oxidativo durante o cultivo in vitro de tecido ovariano 

 

 Em animais domésticos e humanos, o sucesso na obtenção de oócitos competentes após o 

cultivo in vitro de folículos pré-antrais, inclusos ou não em córtex ovariano, ainda é limitado 

(Nascimento et al., 2023). Em um sistema de cultura de longo prazo (32 semanas) de folículos pré-

antrais humanos, Fabbri et al. (2007) relataram crescimento folicular e sobrevivência, mas os oócitos 

não estavam aptos a fertilização. Em um sistema de cultivo in vitro, os folículos são mantidos em 

condições diferentes de seu ambiente natural e precisam de condições adequadas para sobreviver e se 

desenvolver. In vitro, os folículos pré-antrais são expostos a concentrações suprafisiológicas de 

oxigênio (SÁ et al., 2017), o que pode resultar na formação excessiva de radicais livres (Del Collado 

et al., 2017).  

Espécies Reativa de Oxigênio são moléculas derivadas do oxigênio formam as espécies reativas 

do oxigênio (EROs) que precedem os radicais livres (Figura 03). Os radicais livres são formas 

moleculares caracterizadas pelo desemparelhamento de um ou mais elétrons em sua estrutura (Luz et 

al., 2011; Costa et al., 2022). .  



 

Figura 03- Redução do oxigênio molecular (O2) até a formação de água (H2O). Várias espécies reativas 

de oxigênio (EROs) são formadas nesse processo, como o ânion superóxido (O2
-), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH). Fonte: Luz et al. 2011. 

 

O desequilíbrio entre a produção e eliminação dessas espécies em células cultivadas in vitro 

resulta no estresse oxidativo, podendo comprometer biomoléculas como proteínas, DNA, RNA e 

componentes das membranas celulares (Figura 04) (Filipovic et al., 2015; Barreiros, David, 2006). 

Além disso, os radicais livres também podem interagir com os lipídeos, sejam eles livres ou de 

membrana, ocasionando a peroxidação lipídica. Nesse processo, ocorre a interação de ácidos graxos 

insaturados com o radical hidroxila (OH) e os produtos dessa reação, como o malondialdeído (MDA), 

são moléculas relativamente estáveis e capazes de estabelecer ligações com as proteínas e o DNA, 

causando alterações em sua conformação e funções (Costa et al., 2022). Vários outros fatores estão 

associados ao estresse oxidativo in vitro, como a alta concentração de glicose, variação na 

osmolaridade média, exposição excessiva à luz e ausência de combinação eficiente de antioxidantes 

(Soto-heras, Paramio, 2020). Nesse sentido, o controle rigoroso das condições de cultivo e a 

combinação específica de antioxidantes em cada etapa do desenvolvimento folicular são necessários 

para reduzir o estresse oxidativo durante o cultivo in vitro de folículos pré-antrais. 



 

Figura 04 - Superprodução de EROs (1) ocasionando estresse oxidativo (2) devido à redução dos 

compostos antioxidantes intracelulares (3) promovendo diversas alterações: peroxidação lipídica (4), 

fragmentação do DNA (5) e oxidação de diferentes moléculas, levando a célula à morte. Fonte: Luz et al. 

2011. 
 

Existem diferentes níveis de defesa antioxidante que são capazes de eliminar as EROs ou evitar 

os danos causados pelo estresse oxidativo. Os antioxidantes que constituem a primeira linha de defesa 

celular (pois endogeno se refere ao que falamos de consumo de antioxidante em relaçao ao que já temos 

dentro dos nosso corpor) e neutralizam rapidamente quaisquer radicais livres são, principalmente, as 

enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Figura 05). Essas 

enzimas convertem o radical superóxido, H2O2 e hidroperóxidos, respectivamente, em moléculas 

inofensivas (H2O ou álcool e O2). 

 



Figura 05. Mecanismos de ação das enzimas antioxidantes para controlar o estresse oxidativo. SOD: 

superóxido dismutase, GR: glutationa redutase, GSH e GSSG: formas reduzida e oxidada da glutationa; 

CAT: catalase; DNA: ácido desoxirribonucleico; RNA: ácido ribonucleico. Fonte: Luz et al. 2011 

 

   Além disso, existem enzimas como as glutationas que desempenham importante papel em 

processos biológicos como síntese de proteínas, metabolismo e proteção celular, além de atuarem como 

uma importante linha de defesa antioxidante. Fatores que interferem ou impedem a síntese e 

metabolismo das glutationas estão associados a algumas patologias, como o câncer. As glutationas 

possuem diferentes papéis dentro do mecanismo de defesa antioxidante (Barbosa et al., 2010; Júnior 

et al., 2011; Silva e Silva, 2023).  

 
Figura 06. Interconversão de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela ação 

das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR). 
Fonte: Júnior et al., 2001 
 

Durante o ciclo catalítico das glutationas (figura 06) a glutationa reduzida (GSH) é convertida 

em glutationa oxidada (GSSG) pela ação da glutationa oxidase (GO) ou da glutationa peroxidase 

(GSH-Px) na presença das moléculas de O2 e/ou H2O2, respectivamente. Nessa conversão de GSH em 

GSSG, há a perda dos radicais tióis (-SH). Ou seja, quanto mais a célula estiver em um ambiente 

oxidativo, menor será a presença desses radicais tióis na enzima GSH. Em contrapartida, a glutationa 

redutase (GR) atua revertendo o processo descrito anteriormente, convertendo GSSG em GSH, 

desempenhando importante papel na manutenção do ciclo das glutationas (Júnior et al., 2001; Silva e 

Silva, 2023). 

 

2.3 Punica granatum: constituição química e principais atividades biológicas 

 



A Punica granatum L., popularmente denominada de romãzeira, pertence à família Lythraceae. 

É um arbusto ramoso que pode alcançar até 3 m de altura, com folhas simples e cartáceas. Apresenta 

frutos do tipo baga, globoides, que podem medir até 12 cm de diâmetro e apresentam numerosas 

sementes envolvidas por um arilo róseo, cheio de um líquido adocicado (Lorenzi e Matos, 2008). A 

romãzeira é uma fruteira oriunda do Centro do Oriente Médio, cujo cultivo se estende até os países 

mediterrâneos, tais como Índia e China. Uma vez disseminadas as características medicinais de seus 

frutos (Gálvez e Vega, 2015), a P. granatum tornou-se uma planta largamente utilizada na medicina 

popular para o tratamento de diversas desordens (Saeed et al., 2018) devido, principalmente, a sua alta 

atividade antioxidante (Toi, 2003; Tzulker, 2007; Naveena et al., 2008). 

A Romã contém elevados níveis de polifenois, incluindo antocianinas, flavonoides menores, 

punicalaginas (PU), punicalinas e outros elagitaninos (Gil et al., 2000; Seeram, Lee e Heber, 2004), 

além de açúcares, ácidos graxos conjugados e não conjugados, compostos aromáticos, aminoácidos, 

tocoferois, esterois, terpenoides e alcaloides (Ahmed e Yang, 2017; Saeed et al., 2018). A associação 

desses constituintes demonstra ser sinérgica e de potencial superior quando comparada a sua utilização 

de forma individual. A casca (pericarpo) da romã é a parte do fruto que apresenta maior quantidade de 

compostos fenólicos (Salgado et al., 2012), sendo a PU o maior e mais importante polifenol da família 

dos elagitaninos.  

A PU é o composto responsável pela maior parte da atividade antioxidante da romã (Seeram; 

Heber, 2004) e já foi demonstrado ser mais potente que as vitaminas C e E (Gil, 2000), por exemplo. 

Além disso, foi descrito por Ramlagan et al. 2022 que a PU, composto majoritário da romã, foi capaz 

de reduzir o estresse oxidativo e apoptose em cardiomiócitos H9C2 (Figura 06) com toxicidade 

induzida por doxorrubicina (DOX), através da neutralização do aumento dos níveis de Bax e Citocromo 

C, além inibir a redução dos níveis de Bcl2, atuando dessa forma, como quimioprotetor cardíaco.  

 

Figura 07 - Mecanismo de ação da Punicalagina (PU) contra toxicidade inducida por DOX em 

cardiomiócitos H9C2. Fonte: Ramlagan et al. 2022. 



 

Além dos efeitos antioxidantes, outros estudos demonstraram que o extrato da casca de P. 

granatum apresenta efeito gastro (Ajaikumar et al., 2005) e neuroprotetor; antimicrobiano (Shahidi et 

al., 2010), antifúngico (Rongai et al., 2017) e antineoplásico (Motaal et al., 2011). Tais propriedades 

farmacológicas são atribuídas aos diferentes polifenóis citados anteriormente. Estes compostos são 

solúveis em água, apresentam alta taxa de absorção gastrointestinal e baixa toxicidade (Cerdá et al., 

2003). 

Recentemente, o extrato etanólico da casca da romã foi considerado o mais rico em conteúdo 

de metabólitos secundários e mostrou um potencial antioxidante extremamente alto de 

aproximadamente 90% de inibição do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato (DPPH). Além disso, 

existem evidências que apontam o potencial dos compostos ácido elágico e luteolina na supressão da 

proliferação e migração de células cancerosas do ovário (Liu et al., 2017; Bellusci et al., 2019).  

 

2.4 Punica granatum e seus efeitos antioxidantes no sistema reprodutor feminino 

 

Os efeitos antioxidantes diretos dos compostos fenólicos da romã podem ser devido a presença 

de grupos funcionais hidroxila (Figura 07) em torno de sua estrutura nuclear, os quais são potentes 

doadores de elétrons (Kulkarnia; Aradhyaa e Divakarb, 2004).  

 

 



Figura 08 – Isoformas α-e β- da punicalagina, composto majoritário da Romã, e os grupamentos 

hidroxila ao redor da molécula. Fonte: Ramlagan et al. 2022. 

 

Recentes estudos verificaram que o suco do fruto atenua a peroxidação lipídica  através da 

diminuição dos níveis de malondialdeído (MDA), bem como aumenta a capacidade antioxidante total 

por estimular a atividade das enzimas antioxidantes endógenas (Ammar et al., 2017; Boldaji et al., 

2020). Em 2013, Sun et al. demonstraram que o extrato da romã reduziu os níveis do ânion superóxido 

e aumentou a função mitocondrial, propondo que a ativação da via AMPK seria um dos mecanismos 

pelos quais a romã exerce sua atividade antioxidante. 

Além disso, a romã foi capaz de regular os níveis dos hormônios sexuais femininos em pacientes 

com síndrome dos ovários policísticos (SOP) (Hossein et al., 2015; Abedini et al., 2020), embora isso 

não tenha interferido nos níveis das gonadotrofinas. A utilização do extrato aquoso de romã aumentou 

a produção folicular e a quantidade de corpos lúteos em ovários de ratas wistar, indicando que essa 

modificação da atividade gonadal ocorreu pela interação entre o eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal 

e a insulina sérica produzida (Bezerra, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 JUSTIFICATIVA 
 

 

A bovinocultura é uma relevante atividade económica no Brasil, colocando-o no topo do 

ranking dos maiores produtores mundiais de carne bovina. Contudo, o sucesso na produção de animais 

dessa espécie possui entraves, como os relacionados à sustentabilidade ambiental e o limitado 

entendimento acerca da foliculogênese. A foliculogênese é um processo complexo e seus mecanismos 

ainda não estão totalmente esclarecidos.  

Nesse sentido, torna-se necessária a utilização do modelo animal bovino, uma vez que 

oportuniza o melhoramento genético de rebanhos da espécie Bos taurus e potencializa a produção in 

vitro de embriões desses animais. Isso possibilita com que os impactos ambientais causados pela 

bovinocultura sejam amenizados, sem afetar a geração de empregos e renda a nível local e internacional 

que essa atividade da agropecuária promove. 

 Dentre as ferramentas utilizadas para investigar os eventos que ocorrem durante a  

foliculogênese estão as biotécnicas reprodutivas, tecnologias que possibilitam o aprimoramento do 

crescimento e desenvolvimento folicular e da maturação oocitária. Além disso, essas biotécnicas 

também permitem a produção in vitro de embriões, realidade esta que potencializa a produção de 

animais de criação, bem como possibilita a medicina reprodutiva humana a transpassar as barreiras 

fisiopatológicas que limitam a fertilidade feminina. Porém, o próprio sistema de cultivo pode causar 

danos às estruturas nele cultivadas, uma vez que as condições experimentais submetem as células e 

tecidos reprodutivos a fatores como o excesso de luz e variações nas tensões de oxigênio atmosférico.  

Com isso, moléculas de EROs, como os radicais livres, são produzidos em excesso e levam a 

célula a um desequilíbrio redox. Esse desequilíbrio ocorre quando a quantidade de EROs é superior ao 

que o mecanismo de defesa antioxidante  consegue combater. Isso faz com as células sofram danos 

causados pelo estresse oxidativo em estruturas intracelulares importantes, como o DNA, no núcleo 

celular e até nos lipídeos presentes na membrana plasmática, interferindo em processos essenciais 

como a síntese de proteínas envolvidas em vias de diferenciação e crescimento celular.  

Frente a isso, é necessário que haja o aperfeiçoamento do sistema de cultivo in vitro de células 

e tecidos reprodutivos. Dentre os estudos desenvolvidos, muitos utilizam extratos produzidos a partir 

de plantas por seu fácil acesso e baixo custo, uma vez que se utiliza partes do vegetal que não são 

aproveitados pela indústria alimentícia, como a casca do fruto. Apesar de ser um processo mais barato, 

este também possui alguns desafios a serem enfrentados, como as variações na composição química 

desses extratos a depender da parte da planta que é utilizada, seu local de cultivo e as condições 

ambientais da região. Nesse contexto, se destaca a romã (Punica granatum L.), fruteira já bem 

difundida pela medicina tradicional, pela utilização de chás e remédios naturais a base de romã contra patologias 



em diversos sistemas fisiológicos, porém pouco investigada em relação ao sistema reprodutor 

feminino.  

Os extratos produzidos a partir de diversas partes do fruto, principalmente da casca, apresentam 

elevadas concentrações de polifenóis, como a Punicalagina, que é um dos principais responsáveis pela 

potente atividade antioxidante exercida por esta espécie de planta. Assim, investigar o potencial efeito 

antioxidante exercido pela Punica granatum L. sobre o tecido ovariano bovino cultivado in vitro torna-

se relevante, uma vez que as substâncias presentes no extrato produzidos a partir da casca do fruto 

desta espécie são fortes candidatos a serem utilizados como suplementos no cultivo in vitro de células 

e tecidos reprodutivos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

O extrato etanólico da casca do fruto da romã (Punica granatum L.) tem efeito antioxidante sobre o tecido 

ovariano bovino cultivado in vitro, tornando mais eficiente o crescimento e desenvolvimento de folículos 

pré-antrais inclusos em tecido ovariano através da manutenção do balanço redox pela ativação de 

diferentes sistemas de defesa antioxidantes como a superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e pela 

manutenção do ciclo catalítico da via das glutationas . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 OBJETIVOS 

 

5.1 Geral 

Investigar o potencial antioxidante do extrato etanólico produzido a partir da casca do fruto da romã 

(Punica granatum L.) sobre o tecido ovariano bovino cultivado in vitro. 

 

5.2 Específicos 

 

● Definir a composição química e a capacidade antioxidante total do extrato etanólico da casca 

do fruto da romã (EE-cPG);  

● Investigar o efeito do EE-cPG sobre a morfologia, o desenvolvimento e a ultraestrutura de 

folículos pré-antrais bovinos inclusos em tecido ovariano bovino cultivado in vitro; 

● Analisar o perfil redox no tecido ovariano através da mensuração dos níveis de tióis reduzidos; 

● Avaliar o perfil pró-oxidante no tecido ovariano através da mensuração dos níveis de 

malondialdeído (MDA); 

● Verificar o efeito do extrato etanólico da casca do fruto da romã sobre a atividade das enzimas 

superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) em tecido ovariano bovino cultivado in vitro; 
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RESUMO 

O objetivo do presente estudo foi investigar o potencial antioxidante do extrato etanólico produzido a 

partir da casca do fruto da romã (Punica granatum L.) sobre o tecido ovariano bovino cultivado in 

vitro. Para a produção do extrato, frutas frescas e oriundas de mercado local foram coletadas e as cascas 

foram retiradas do fruto e submersas em etanol (PA 99,8%) por 5 dias. Finalmente, o extrato obtido foi 

liofilizado, diluído em água ultrapura e armazenado a -20ºC. Uma alíquota do extrato foi utilizada para 

avaliação da capacidade antioxidante total (DPPH e ABTS), bem como da composição química através 

de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detector de Ultravioleta-Visível (CLAE-UV-Vis). 

Para o experimento do cultivo, os ovários (n=24) de vacas sem raça definida foram coletados e, no 

laboratório, os córtex ovarianos foram fragmentados e posteriormente cultivados por 6 dias em meio 



αMEM adicionado de ITS, BSA, Glutamina e Hipoxantina (αMEM+), na ausência (controle cultivado) 

ou presença de diferentes concentrações (10, 50, e 100 µg/mL) do extrato etanólico da casca de Punica 

granatum L. (EE-cPG). O cultivo foi realizado em incubadora a 38,5 ºC e atmosfera umidificada a 5% 

de CO2. Após 5 dias, os fragmentos foram destinados às análises morfológicas (histologia clássica e 

ultraestrutura) e análises bioquímicas (atividade das enzimas SOD e CAT, conteúdo de tióis reduzidos 

(GSH) e quantificação dos níveis de malondialdeído). Foi utilizada a análise de variância (ANOVA), 

com post-hoc de Tukey ou Mann-Whitney, respeitando o teste de normalidade. O valor de P<0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo. Como resultados, encontrou-se a presença da α-

punicalagina no extrato etanólico produzido. Além disso, 50 e 100 µg/mL de EE-cPG apresentaram 

capacidade antioxidante total significativamente superior ao longo do cultivo (D2 e D6) quando 

comparado ao tratamento com 10 µg/mL de EE-cPG. Essas mesmas concentrações foram capazes de 

diminuir os níveis de MDA e aumentar os níveis de Tiol. Contudo, somente a concentração de 100 

µg/mL foi capaz de manter o percentual de folículos morfologicamente normais semelhante aos 

controles fresco e cultivado, além de promover ativação e preservar a integridade ultraestrutural. 

Portanto, o extrato etanólico da casca do fruto da romã foi capaz de preservar a morfologia e a 

ultraestrutura de folículos pré-antrais bovinos, além de manter o equilíbrio redox, sendo 100 µg/mL a 

concentração mais indicada para experimentos in vitro. 

 

Palavras-chaves: Cultivo in situ; antioxidantes; Punicalagina. 

 

 

1. Introdução 

A foliculogênese em mamíferos é um processo fisiológico complexo e os mecanismos 

responsáveis pela sua regulação ainda não estão totalmente compreendidos. A partir disso, diversas 

pesquisas utilizam as biotécnicas reprodutivas que possibilitam que ocorra, in vitro, o crescimento e 

desenvolvimento de folículos e oócitos e até mesmo a produção de embriões. Dessa forma, as 

biotécnicas permitem que os mecanismos que permeiam a foliculogênese sejam investigados. Além 

disso, o desenvolvimento dessas técnicas é de grande relevância para a área da saúde humana 

reprodutiva e para a área da produção animal, uma vez que elas potencializam a capacidade reprodutiva 

das fêmeas (Luz et al., 2011). Porém, tais folículos e gametas podem sofrer danos com o estresse 

oxidativo induzido pelas próprias condições do cultivo in vitro, como a variação de temperatura e 

oxigênio, além da exposição excessiva à luz (Silva e Silva, 2023).  

O estresse oxidativo faz com que as células sofram com os danos causados pelo desbalanço 

redox que ocorre devido ao desequilíbrio entre a produção dos radicais livres e o combate destes pelos 



mecanismos de defesas antioxidantes endógenos, desempenhado por enzimas como a superóxido 

dismutase (SOD), catalase (SOD) e as glutationas. Como consequência disso, ocorre a oxidação de 

importantes estruturas celulares como as proteínas, os lipídeos e o DNA (Barbosa et al., 2011; Costa 

et al, 2022).   

Por tais motivos, estudos vêm sendo desenvolvidos para investigar substâncias que sejam 

adicionadas ao meio de cultivo e que possam amenizar os efeitos deletérios causados pelo estresse 

oxidativo decorrente das condições de cultivo in vitro (Silva et al, 2024). Nesse contexto, as plantas e 

seus extratos têm sido alvos constantes de investigação científica. Dentre estas, pode-se destacar a romã 

(Punica granatum L.), conhecida pela medicina tradicional, porém pouco estudada dentro do contexto 

das biotécnicas de reprodução. 

Dentre os compostos encontrados na romã, a Punicalagina (PU) e o Ácido Elágico (AE) estão 

presentes em maior quantidade no fruto e são responsáveis pela maioria dos benefícios atribuídos a 

romã, como atividade antioxidante e antitumoral, em diferentes tecidos já estudados (Seeram et al., 

2005; Wenyan Sun., 2016; Khalaf et al., 2019). A associação desses constituintes demonstra ser 

sinérgica e de potencial medicinal superior quando comparada a sua utilização de forma individual 

(Ahmed e Yang, 2017; Saeed et al., 2018).  

Em estudos anteriores, foi relatado o potencial efeito inibitório do ácido elágico na proliferação 

e migração de células cancerosas do ovário. Dessa forma, de acordo com os achados, este composto, 

presente em grande quantidade na romã, possivelmente atua regulando vias celulares de crescimento e 

apoptose (Liu et al., 2017; Bellusci et al., 2019). 

É provável que os efeitos antioxidantes dos compostos fenólicos da romã ocorram devido a 

presença de grupos funcionais hidroxila ao redor da estrutura nuclear das moléculas presentes 

majoritariamente (Punicalagina e ácido elágico), os quais são potentes doadores de elétrons (Kulkarnia; 

Aradhyaa e Divakarb, 2004). Dentre os estudos com sistema reprodutor feminino, as soluções 

produzidas a partir da casca ou da semente dos frutos de Punica granatum, apresentam, dentre outros 

efeitos, principalmente o antioxidante. Yayla et al. (2018) verificaram que o óleo da semente de romã 

regula o ciclo estral e a foliculogênese ovariana, reduz o estresse oxidativo e a atividade da NADPH 

oxidase, além dos níveis de TNF-α, promovendo um aumento na atividade antioxidante em tecido 

ovariano murino submetido a isquemia e reperfusão.  

A utilização do extrato da romã melhorou o desenvolvimento folicular e a quantidade de corpos 

lúteos em ovários de ratas Wistar, indicando que essa modificação da atividade gonadal ocorreu pela 

interação entre o eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal e a insulina sérica produzida (Bezerra, 2006). 

Embora já se tenham trabalhos que demonstraram os efeitos antioxidantes da romã, são escassos os 

estudos que avaliam os efeitos dessa planta em vias antioxidantes no tecido ovariano bovino cultivado 

in vitro. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo investigar o possível efeito antioxidante 



que o extrato etanólico da casca do fruto de Punica granatum pode exercer sobre o tecido ovariano 

bovino cultivado in vitro. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Químicos e aspectos éticos 

Os meios de cultura e outros produtos químicos utilizados no presente estudo foram 

comprados da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EUA). O presente estudo foi submetido e 

aprovado junto ao Comitê de Ética em Utilização de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do 

Ceará (UECE) sob protocolo nº 09326942/2021.  

 

2.2 Produção do extrato etanólico da casca do fruto de Punica granatum L. e análises químicas 

A casca do fruto da Punica granatum L. foi retirada de frutas frescas e maduras, oriundas de 

cultivo comercial, e levadas ao Laboratório de Química de Produtos Naturais (LQPN) da 

Universidade Estadual do Ceará. As cascas foram retiradas do fruto e submersas em etanol (PA 

99,8%) por 5 dias. Após isso, o líquido, resultado da extração dos componentes da casca, foi 

direcionado a um rotaevaporador a 50 ºC, onde o solvente foi evaporado totalmente e somente o 

superconcentrado do extrato foi retirado para posteriores análises (Nascimento et al., 2018). Por fim, 

esse extrato foi liofilizado e conservado em temperatura igual ou inferior a 10ºC e o pó foi diluído em 

água ultrapura para ser posteriormente utilizado nos experimentos nas concentrações de 10, 50 e 100 

µg/mL (Seeram et al., 2005). 

 

2.3 Avaliação da capacidade antioxidante total pelo método do DPPH 

O ensaio antioxidante pela captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e a curva-

padrão foram realizados segundo Rufino et al., (2007b), com adaptações. O preparado do reagente e 

mistura reacional aconteceram em ambiente escuro. Alíquota de 10, 20, 40 e 80 µL de cada solução 

estoque (200 µg/mL ) foram adicionadas a 1990, 1980, 1960 e 1920 µL de solução metanólica de 

DPPH 0,06 mM, respectivamente, em tubos de ensaio distintos. As concentrações finais do extrato 

foram 1, 2, 4 e 8 µg/mL, respectivamente. Todas as amostras foram feitas em triplicata e repetida nas 

mesmas condições. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro de UV, no comprimento de 

onda de 517 nm, a cada minuto, até alcançar a estabilização do valor de absorbância. Metanol foi 

usado como branco, para calibrar o espectrofotômetro e um controle positivo foi realizado, utilizando 

ácido ascórbico. Os resultados das absorbâncias foram convertidos em percentual de inibição e 

expressos em CE50 = µg/mL de DPPH a regressão calculada individualmente para cada amostra junto 

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

 



2.4 Avaliação da capacidade antioxidante total pelo método do ABTS 

O ensaio antioxidante pela captura do radical ABTS, 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina- 6-ácido 

sulfônico), foi realizado de acordo com a metodologia de Rufino et al., (2007a) com adaptações. 

Alíquotas de 15, 30 e 60 µL de solução estoque (200 µg/mL) do extrato foram transferidas para tubos 

de ensaios contendo 3 mL de solução de radical ABTS previamente preparada, obtendo-se uma 

concentração final de 1, 2 e 4 µg/mL de extrato. Após seis minutos de agitação as amostras foram 

submetidas a leitura em espectrofotômetro na região do ultravioleta a 734 nm. na qual foi necessário 

converter os resultados em percentual de inibição da atividade antioxidante que foi expressa em CE50 

= µg/mL. Todas as análises foram feitas em triplicata e repetidas a triplicata. Foi feito uma curva para 

cada análise com R ± 0,995. 

 

2.5 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-UV-Vis) 

As análises cromatográficas foram realizadas no Laboratório de Produtos Naturais do Centro 

de Ciência e Tecnologia (CCET) / Departamento de Química da Universidade Federal do Maranhão. 

A amostra foi dissolvida em metanol grau espectroscópico para obter uma concentração de 2 ou 3 

mg/mL. Posteriormente, 20 µL de cada amostra foi injetada em sistema de Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE-UV-Vis) da marca Shimadzu com detector de UV-Vis, com uma coluna Luna 

C18 (150 x 4,8 mm x 5μ) e usando o comprimento de onda de 254 nm. A fase móvel composta de 

solvente A (água/ácido acético - 98:2) e solvente B metanol, com um gradiente de eluição de: 0,1-10 

minutos, 10% de B; 10-15 minutos, 50% de B; 15-20 minutos, 70% de B; 20 -30 minutos, 80% de B; 

30-40 minutos, 50% de B; 40 minutos, 5% de B.  

 

2.6 Fonte dos ovários e cultivo in vitro de tecido ovariano 

Ovários (n=24) de vacas adultas e sem padrão racial definido foram coletados em abatedouro 

local e transportados ao laboratório em até 2 horas em salina fisiológica (NaCl a 0,9%) adicionada de 

penicilina (100 µg/mL) e estreptomicina (100 µg/mL) à 4oC. Cada par de ovários foi dividido em 

fragmentos de 3x3x1 mm, sendo colocados, aleatoriamente, em placa de 24 poços com 500 µL (2 

fragmentos/poço) de meio base α-MEM (ref. M1142 Vitrocell embriolife) suplementado com ITS (10 

µg/mL de insulina, 5,5 µg/mL de transferrina e 5 ng/mL de selênio; I3146 Sigma-Aldrich), 2 mM de 

hipoxantina (H9636 Sigma-Aldrich), 2 mM de glutamina e 1,25 mg/mL de Albumina Sérica Bovina 

(BSA; A9647 Sigma-Aldrich), previamente incubado por, no mínimo, 2 horas. 

As culturas foram realizadas por 6 dias a 38.5ºC em atmosfera umidificada a 5% de CO2, com 

diferentes concentrações (10; 50 e 100 µg/ml) do extrato da casca do fruto de Punica granatum. 

Foram realizadas trocas parciais do meio de cultura a cada 48h. Ao final do período de cultivo, os 

tecidos foram fixados ou congelados para realização das análises histológicas e moleculares, 



respectivamente (Jimenez et al, 2016; Silva et al, 2024). 

 

2.7 Análise morfológica e desenvolvimento folicular in vitro por histologia  

 Imediatamente após a coleta dos ovários (D0), bem como após o término do período de 

cultivo (D6), fragmentos ovarianos de cada tratamento foram fixados em paraformaldeído por 12 h à 

4oC e destinados às análises histológicas. Para tanto, foi realizada a desidratação dos fragmentos em 

concentrações crescentes de etanol, diafanização em xilol e inclusão em parafina histológica. Os 

blocos foram seccionados seriadamente à espessura de 7 µm. Cada 5ª secção foi colocada em lâminas 

e coradas pelo método de hematoxilina-eosina (HE). As lâminas foram identificadas por códigos 

anônimos para evitar análise subjetiva e foram examinadas em microscópio (Nikon, Eclipse TS 100, 

Japão) com ampliação de 100 e 400x. Somente foram analisados os folículos pré-antrais cujos 

oócitos apresentaram o núcleo evidente na secção observada. 

A avaliação da ativação e crescimento folicular foi realizada pela quantificação dos folículos 

nas diferentes classes foliculares de desenvolvimento: primordiais (oócito central rodeado por uma 

camada de células da pré-granulosa achatadas); folículos primários (oócito central rodeado por uma 

camada completa de células da granulosa cuboidais), e folículos secundários (oócito central com duas 

ou mais camadas de células da granulosa cuboidais). Esses folículos foram também classificados 

como folículos morfologicamente normais quando apresentaram um oócito intacto, células da 

granulosa organizadas e sem núcleo picnótico ou folículos morfologicamente degenerados quando 

apresentarem oócito retraído, núcleo picnótico e/ou circundado por células da granulosa, 

desorganizadas e destacadas da membrana basal (HULSHOF et al., 1994). Os percentuais de 

folículos primordiais e em desenvolvimento morfologicamente normais e degenerados foram 

calculados antes e após o cultivo em cada um dos tratamentos. 

 

2.8 Análise da matriz extracelular (MEC) em tecido ovariano 

Para avaliar as fibras colágenas da matriz extracelular do córtex ovariano foi realizada a 

coloração com Picrosirius Red (Kit Abcam) seguindo a metodologia descrita por Rittié (2017), com 

modificações. Resumidamente, seções ovarianas de 7 μm foram desparafinadas em xilol e incubadas 

em solução de Sirius Red (0,1%) por 1 h, em temperatura ambiente. Em seguida, o excesso de 

corante foi removido com solução de ácido acético (0,5%) e as secções, então, desidratadas e 

submetidas à montagem de lâmina. As imagens foram obtidas com diferenças nas cores de 

polarização, sendo as fibras de colágeno do tipo I (birrefringência corada em amarelo/laranja) e III 

(birrefringência corada em verde) (Junqueira et al., 1978), utilizando microscopia de luz polarizada 

em microscópio Nikon E200 com câmera acoplada (Nikon, Coolpix 4500) e magnificação de 400×. 

Uma média de 50 cortes foram avaliados por tratamento. As imagens foram analisadas utilizando a 



medição do limiar RGB para obter as porcentagens das cores, expressas em pixels, utilizando o 

software ImageJ. 

 

2.9 Análise da integridade ultraestrutural das membranas e organelas de folículos cultivados 

inclusos no tecido ovariano 

 A análise da ultraestrutura folicular foi realizada com o auxílio de microscopia eletrônica de 

transmissão (MET). Para isto, pequenos fragmentos de tecido ovariano frescos (D0) ou cultivados 

(D6) foram fixados em solução de Karnovisk (2% de paraformaldeído, 2,5% de glutaraldeído em 

tampão cacodilato de sódio, pH 7,2). Após fixação, os fragmentos foram pós-fixados em tetróxido de 

ósmio a 1%, ferrocianeto de potássio a 0,8% e CaCl2 a 5 mM em tampão cacodilato de sódio. Em 

seguida, as amostras foram desidratadas em acetona e embebidas em resina Spurr. Os cortes 

ultrafinos (60 nm) foram preparados quando o núcleo do oócito foi observado no corte semifino (3 

µm). Os cortes semifinos foram corados com azul de toluidina e avaliados em microscopia óptica, 

enquanto que os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e 

examinados ao microscópio eletrônico de transmissão. A avaliação ultraestrutural foi aplicada para 

observação dos seguintes parâmetros: integridade das membranas basal e nuclear, morfologia e 

densidade das organelas citoplasmáticas do oócito e das células da granulosa, bem como o grau de 

vacuolização citoplasmática (FAIR et al., 1997). 

 

2.10 Perfil redox (Tiol), pró (TBARS) e antioxidante (SOD e CAT) das células de tecido ovariano 

bovino cultivado na presença ou ausência do extrato etanólico de Punica granatum L. (EE-cPG) 

 

2.10.1 Proteínas totais (método de Bradford) 

Os fragmentos ovarianos (100 mg) foram homogeneizados com tampão fosfato de potássio 

(KH2PO4 e K2HPO4; P9791 e P3786; Sigma-Aldrich; 1:9), pH 7,5. Os homogenatos de ovário foram 

centrifugados a 1500g, por 10 min, a 4ºC, e o sobrenadante coletado para uso nos ensaios 

espectrofotométricos, descritos abaixo, usando cubetas de quartzo (Genesis 10s UV-vis; Thermo 

Scientific), conforme descrito anteriormente (Ellman 1959). Os dados foram expressos como média 

s.e.m. unidade de enzima por miligrama de proteína (U/mg de proteína). 

A concentração de proteínas foi determinada usando o método Bradford (Bradford 1976). 

Este método utiliza azul de Coomassie (Início rápido/Bradford; 500-0205; Bio-Rad) para determinar 

a concentração total de proteínas em cada amostra. Quando entra em contato com as proteínas, o 

corante forma um complexo de coloração azul, cuja absorbância está diretamente relacionada à 

concentração de proteína da amostra. A concentração total de proteína foi avaliada através de 

espectrofotometria em comprimento de onda de 595 nm, sendo determinada através de uma curva 



padrão utilizando albumina (0, 2,5, 5, 10, 15, 25, 35 e 50 mg/mL). A curva de albumina foi utilizada 

para padronizar os níveis dos conteúdos pró e antioxidantes Superóxido dismutase (SOD), Catalase 

(CAT) e Glutationa Peroxidase (SOD, CAT e GPx), conforme descritos abaixo. 

 

2.10.2 Avaliação do perfil redox com base no teor de tiol 

O conteúdo total de tiol foi determinado utilizando o Ácido 5,5’-ditio (2-nitrobenzoico) 

(DTNB; D8130; Sigma) como um índice de tiol reduzido. Resíduos de tiol reagem com DTNB (10 

mM), clivando a ligação dissulfeto para formar o ânion 2-nitro-5-tiobenzoato (NTB2–) em um pH 

neutro. NTB2– é quantificado em um espectrofotômetro com comprimento de onda de 412 nm, com 

resultados expresso como nMol de DTNB reduzido por miligrama de proteína (Takahashi et al. 

1978). 

 

2.10.3 Determinação da produção de substâncias ácidas reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

A avaliação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, avalia o produto final da 

peroxidação lipídica da membrana, malondialdeído (MDA), o homogenato de tecido ovariano (63 µl) 

foi adicionado ao (100 µl) ácido perclórico a 35%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas 

(5.000 rpm, 10 min, 4 ºC) e realizado o aquecimento (95 ºC, 30 min); ao sobrenadante (150 µl) foram 

adicionados o ácido tiobarbitúrico ((50 µl, a 1,2%). As leituras foram obtidas em A535 nm (Cighetti et 

al., 1999). 

 

2.10.4 Determinação da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) 

A atividade da SOD será mensurada através da inibição da auto-oxidação da adrenalina 

(Bannister e Calabrese, 1987). A oxidação da adrenalina, na presença de catalase (CAT) em meio 

básico, leva a formação do radical .O2
-, o qual reage com a SOD, assim retardando ("inibindo") a 

oxidação da adrenalina. A solução de CAT (0,048 mg/mL; C9322; Sigma-Aldrich) será produzida 

através da adição (7:3) de tampão glicina, pH 10,2 (Dinâmica). Três volumes diferentes (10, 20 ou 40 

mL) do homogenato de tecido ovariano foram então adicionados à solução e, em seguida, a 

adrenalina (0,218 mg/mL; E4260; Sigma-Aldrich) será adicionada para iniciar a oxidação. A 

oxidação será mensurada a 480 nm a cada 10 seg durante 180 seg. Os resultados foram expressos em 

unidades de enzimas por miligrama de proteína (U/mg de ptn). 

 

2.10.5 Determinação da atividade da enzima catalase (CAT) 

A atividade da CAT será mensurada através do consumo de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

como substrato a 240 nm (AEBI, 1984). A solução de H2O2 (152 µL/mL; PH09717RA; Êxodo 

científica) e tampão fosfato salina (PBS; pH 7,4) será misturada em temperatura ambiente e, então, 



50 µL do homogenato de tecido ovariano foram adicionados. A cada 30 seg, o consumo de H2O2 será 

mensurado duas vezes (Aebi, 1984). 

 

2.11 Análises estatística 

Os resultados foram expressos em média das replicatas e seu correspondente erro padrão da 

média. A distribuição dos dados foi analisada utilizando o teste de normalidade ShapiroWilk. Foi 

utilizada a análise de variância (ANOVA) two-way, com post-hoc de tukey, respeitando-se as 

hipóteses de normalidade. Os dados de classificação qualitativa foram expressos de acordo com a sua 

proporção, e avaliados pelo método do qui-quadrado (χ2), através do software Graphpad Prism 7.0 

(Graphpad Software, Inc., San Diego, EUA). A significância estatística será considerada quando os 

resultados apresentarem probabilidade de ocorrência da hipótese nula menor que 5% (p<0,05). 

 

3. Resultados 

 

3.1 Composição química do extrato etanólico da casca do fruto da romã 

O cromatograma do extrato etanólico da casca do fruto da romã apresentou vários picos entre 

os tempos de retenção de 6,29 a 25,97 minutos (Figura 1). O pico em 6,29 minutos apresentou tempo 

de retenção semelhante ao pico em 6,12 do padrão de α-punicalagina (Figura 2), o que sugere ser o 

anômero α-punicalagina.  

 



Figura 1. Cromatograma de CLAE-UV-Vis do extrato etanólico da casca de romã em 254 nm. 
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Figura 2. Sobreposição de cromatogramas de CLAE-UV-Vis do extrato etanólico (cor vermelha) e do padrão α- e β-

punicalagina (cor preta), em 254 nm. 

 

3.2 Capacidade antioxidante total do EE-cPG pelo método do DPPH e do ABTS 

 

Figura 3. Capacidade antioxidante total do extrato etanólico de Punica granatum L. em diferentes concentrações (10, 50 e 

100 µg/mL) no meio de cultivo in vitro em diferentes dias. 

 ABCLetras maíusculas diferentes representam diferenças significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo dia de 

cultivo (P<0.05). 



abLetras minúsculas diferentes representam diferenças significativas no mesmo tratamento em diferentes dias de cultivo 

(P<0.05). 

  

A figura 3 representa a capacidade antioxidante total do extrato etanólico de Punica granatum 

no meio de cultivo nos dias 2 e 6 de cultivo que foi avaliada através da capacidade do extrato em inibir 

em 50% (IC50) os radicais livres DPPH (A) e ABTS (B). Através desses dois métodos foi observado 

que, no D2 e D6 de cultivo, a concentração de 100 µg/mL apresentou maior capacidade antioxidante 

(P=0.0222) que a concentração de 10 µg/mL. Contudo, não houve diferença entre os dias de cultivo 

em uma mesma concentração (P>0.05). 

 

3.3 Efeito do EE-cPG na atividade das enzimas antioxidante SOD e CAT 

 

 

Figura 4. Atividade das enzimas superóxido dismutase (A) e catalase (B) em tecido ovariano bovino não cultivado (FC) 

ou cultivado na ausência (α-MEM+) ou na presença de diferentes concentrações do EE-cPG (10, 50 e 100 µg/mL) após 6 

dias de cultivo. 
ABCLetras maíusculas diferentes representam diferenças significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo dia de 

cultivo (P<0.05). 
abLetras minúsculas diferentes representam diferenças significativas no mesmo tratamento em diferentes dias de cultivo 

(P<0.05). 

 

 A figura 4 representa a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (A) e catalase 

(B). É possível notar que somente a concentração de 50 µg/mL apresentou maior atividade da enzima 

SOD quando comparada ao controle fresco. Os demais tratamentos não apresentaram diferença 

estatística. Já em relação a atividade da enzima CAT nenhuma diferença estatística foi observada. 

 

3.4 Avaliação do perfil pró-oxidante com base no conteúdo de MDA 
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Figura 5. Conteúdo de malondialdeído em tecido ovariano bovino não cultivado (FC) ou cultivado na ausência (α-MEM+) 

ou na presença de diferentes concentrações do EE-cPG (10, 50 e 100 µg/mL) após 6 dias de cultivo.  
ABCLetras maíusculas diferentes representam diferenças significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo dia de 

cultivo (P<0.05). 
abLetras minúsculas diferentes representam diferenças significativas no mesmo tratamento em diferentes dias de cultivo 

(P<0.05). 

 

Na figura 5 é possível observar o conteúdo de malondialdeído no tecido ovariano bovino 

cultivado por 6 dias. É notório que as concentrações de 50 µg/mL e 100 µg/mL mostraram capacidade 

de proteção ao tecido ovariano contra a peroxidação lipídica maior quando comparado a concentração 

de 10 µg/mL e ao controle cultivado. Nenhum tratamento apresentou diferença significativa quando 

comparado ao controle fresco. 

 

3.5 Avaliação do perfil redox com base no teor de Tiol 
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Figura 6. Conteúdo de Tiol em tecido ovariano bovino não cultivado (FC) ou cultivado na ausência (α-MEM+) ou na 

presença de diferentes concentrações do EE-cPG (10, 50 e 100 µg/mL) após 6 dias de cultivo. 
ABCLetras maíusculas diferentes representam diferenças significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo dia de 

cultivo (P<0.05). 
abLetras minúsculas diferentes representam diferenças significativas no mesmo tratamento em diferentes dias de cultivo 

(P<0.05). 

 

 Na Figura 6 é demonstrado os níveis de tióis no tecido ovariano. Dentre os tratamentos, a 

concentração de 10 µg/mL de EE-cPG apresentou níveis reduzidos de tióis quando comparado ao 

controle fresco. Em contrapartida, as concentrações de 50 e 100 µg/mL de EE-cPG foram capazes de 

manter os níveis de tióis semelhantes ao controle cultivado. 

 

3.6 Efeito do EE-cPG na sobrevivência folicular 
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Figura 7. Percentual de folículos morfologicamente normais em tecido ovariano bovino não cultivado (FC) ou cultivado 

na ausência (α-MEM+) ou na presença de diferentes concentrações do EE-cPG (10, 50 e 100 µg/mL) após 6 dias de cultivo. 



ABCLetras maíusculas diferentes representam diferenças significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo dia de 

cultivo (P<0.05). 
abLetras minúsculas diferentes representam diferenças significativas no mesmo tratamento em diferentes dias de cultivo 

(P<0.05). 

 

 Na figura 7 é possível perceber que, entre os tratamentos, somente a concentração de 100 

µg/mL manteve o percentual de folículos normais similar aos controles fresco e cultivado. As 

concentrações de 10 e 50 µg/mL apresentaram percentual reduzido de folículos normais quando 

comparados ao controle fresco. 

 

3.7 Efeito do EE-cPG na ativação de folículos primordiais bovinos 
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Figura 8. Percentual de folículos primordiais e em desenvolvimento em tecido ovariano não cultivado (FC) ou cultivado 

na ausência (α-MEM+) ou na presença de diferentes concentrações do EE-cPG (10, 50 e 100 µg/mL) após 6 dias de cultivo. 
ABCLetras maíusculas diferentes representam diferenças significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo dia de 

cultivo (P<0.05). 
abLetras minúsculas diferentes representam diferenças significativas no mesmo tratamento em diferentes dias de cultivo 

(P<0.05). 

 

 Ao observar a figura 8, é possível perceber que as concentrações de 50 e 100 µg/mL foram 

capazes de manter os percentuais de folículos primordiais reduzidos e os percentuais de folículos em 

desenvolvimento aumentados em relação ao controle fresco e similares ao controle cultivado. 

 

3.8 Efeito do EE-cPG na preservação da ultraestrutura de folículos bovinos 



 

Figura 9. Eletromicrografia de tecido ovariano bovino cultivado por 6 dias. (A) Controle fresco (1500x), (B) α-MEM+ 

(1500x), (C) 10 µg/mL de EE-cPG (1200x) e (D) 100 µg/mL de EE-cPG GC (1000x): GC: Granulosa cell; G: Golgi 

complex; NU: Oocyte nucleus; m: mitochondria; er: endoplasmic reticulum; v: vesicle. 

 

No controle cultivado (9A) é possível perceber que o citoplasma se apresenta homogêneo com 

numerosas mitocôndrias arredondadas, sendo tais características normalmente encontradas em 

folículos não cultivados. É possível notar a presença de mitocôndrias e de células da granulosa 

alongadas no tecido cultivado somente com α-MEM+, caracterizando um folículo pré-antral inicial 

(9B). Contudo, no tecido cultivado com 10 µg/mL de EE-cPG (9C) é possível notar a presença de um 

núcleo picnótico e com retração citoplasmática, possíveis indícios de um folículo degenerado. Já no 

tecido cultivado com 100 µg/mL de EE-cPG (9D) é notável a morfologia cuboide das células da 

granulosa, indicando que esse folículo passou pelo processo de ativação, além da presença de 

organelas citoplasmáticas importantes como o retículo endoplasmático e o complexo de Golgi. Tais 

características observadas são indícios de um folículo morfologicamente normal. 

 

3.9 Avaliação dos componentes da matriz extracelular (colágenos tipos 1 e 3) 

 



 

Figura 10. Fibras de colágeno em tecido ovariano não cultivado (FC) ou cultivado na ausência (α-MEM+) ou na presença 

de diferentes concentrações do EE-cPG (10, 50 e 100 µg/mL) após 6 dias de cultivo. 
ABCLetras maíusculas diferentes representam diferenças significativas entre os diferentes tratamentos no mesmo dia de 

cultivo (P<0.05). 
abLetras minúsculas diferentes representam diferenças significativas no mesmo tratamento em diferentes dias de cultivo 

(P<0.05). 

 

 Estão representadas na Figura 10 a distribuição das fibras de colágeno do tipo 1 (Fig. 10A) e 

do tipo 3 (Fig. 10B) no tecido ovariano.  Para ambos os tipos de fibra de colágeno (1 e 3) foi notado 

que as concentrações de 50 e 100 µg/mL apresentaram quantidades reduzidas de fibras de quando 

comparados aos controles fresco e cultivado. Em contrapartida, a concentração de 10 µg/mL 

apresentou elevadas quantidades de colágeno do tipo 1 e 3 quando comparado aos controles fresco e 

cultivado. 

 

4. Discussão 

 Em condições de análises cromatográficas semelhantes a usada nesse estudo tem-se a eluição 

primeiramente do anômero α- e na sequência o β-punicalagina (Çam, Kişil, 2010; Liu et al., 2022). A 

punicalagina é encontrada principalmente na casca do fruto da romã e é responsável por constituir 

cerca de 70% dos compostos totais (Barbieri, Heard, 2019). Em estudos realizados anteriormente, a 

punicalagina e outros compostos fenólicos foram detectados no extrato etanólico produzido a partir 

da casca do fruto da romã (Lu et al., 2007; Talekar et al., 2019) 

No presente trabalho, observamos uma relação concentração-dependente relacionado a 

capacidade antioxidante total do EE-cPG. Possivelmente, essa capacidade em neutralizar os radicais 

livres é exercida pelos compostos fenólicos encontrados na romã, principalmente a punicalagina e o 

ácido elágico. Estas moléculas possuem ao redor de sua estrutura nuclear a presença de grupos 

funcionais hidroxila onde, neles, os átomos de hidrogênio atuam como potentes doadores de elétrons, 

exercendo, então, atividade antioxidante (Kulkarnia; Aradhyaa e Divakarb, 2004).  



Em nosso estudo, o extrato etanólico da casca da romã reduziu os níveis de MDA no tecido 

ovariano, evitando a peroxidação lipídica e protegendo o tecido ovariano contra os possíveis danos 

causados pelos radicais livres. Da mesma forma, Aboonabi, Rahmat e Othaman (2016), 

demonstraram que o efeito antioxidante do suco da romã foi capaz de reduzir os níveis de MDA no 

plasma de ratos induzidos a diabetes. Além disso, o EE-cPG foi capaz de manter os níveis de tióis 

significatimente elevados. A enzima glutationa reduzida (GSH), quando na presença de H2O2 ou O2, 

é convertida pela glutationa peroxidase (GHS-Px) em glutationa oxidada (GO), perdendo o 

grupamento tiol (-SH) de sua molécula. Portanto, a presença desse grupamento é um forte indício de 

que a romã evitou que o ambiente do cultivo in vitro se tornasse oxidativo, mantendo o equilíbrio 

redox celular (Júnior et al., 2001; Silva e Silva, 2023). 

Uma vez que os tecidos ovarianos foram mantidos em um ambiente in vitro menos oxidativo, 

consequentemente, as defesas antioxidantes possivelmente não foram ativadas. Isso justifica o 

resultado observado neste trabalho em que não houve diferença estatística entre os tratamentos para a 

atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e somente a concentração de 50 µg/mL foi capaz 

de ativar a atividade da enzima superóxido dismutase (SOD). A SOD é responsável por converter o 

ânion superóxido (O2
-), um radical livre, em peróxido de hidrogênio (H2O2) e, em seguida, a CAT 

atua convertendo o H2O2 em água. Possivelmente o EE-cPG, ao evitar a formação de radicais livres, 

atuou de forma a evitar o recrutamento dessa defesa antioxidantes.  

Corroborando com o presente estudo, Silva et al. (2024) demonstraram que a adição de 

melatonina foi responsável por ativar a expressão de mRNA para SOD e CAT durante o cultivo in 

vitro de folículos ovarianos pré-antrais bovinos, mas não foi observada diferença estatística entre os 

tratamentos para atividade antioxidante desempenhada por essas enzimas.  

Ademais, a concentração de 100 µg/mL foi capaz de manter o percentual de folículos 

normais, promovendo ativação e desenvolvimento folicular semelhantes ao controle cultivado. De 

forma similar, um estudo anterior descreveu que o extrato aquoso da romã foi capaz de elevar o 

percentual de folículos em desenvolvimento e aumentar a quantidade de córpos lúteos no ovário de 

ratas jovens e adultas (Bezerra, 2006). Em concordância a estes dados, o EE-cPG também preservou 

a ultraestrutura dos folículos pré-antrais, mantendo a integridade de organelas citoplasmáticas 

essencialmente importantes para a atividade celular, como o retículo endoplasmático e o complexo de 

golgi, responsáveis pela síntese e armazenamento de lipídios e proteínas (Jimenez et al., 2016). 

Além disso, o EE-cPG manteve os níveis de fibras de colágeno tipo 1 e 3 reduzidas. Estudos 

têm mostrado que a presença de fibras de colágeno no estroma cortical é um sinal característico de 

morte celular e cicatrização do tecido ovariano (Oktem, Oktay, 2007), portanto, nossos dados 

indicam que a romã é capaz de preservar a integridade tecidual.  

 



Conclusões 

Nosso estudo demonstrou que, a presença do extrato etanólico da casca da romã, 

especialmente na concentração de 100 µg/mL, preservou a morfologia e ultraestrutura de folículos 

pré-antrais, além de contribuir para a manutenção do equilíbrio redox do tecido ovariano bovino 

cultivado in vitro. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Portanto, através do presente estudo, foi possível perceber que o extrato etanólico da casca do fruto de 

Punica granatum L. exerceu função antioxidante sobre o tecido ovariano bovino, através do combate 

aos radicais livres, evitando danos como a peroxidação de lípideos e proteínas, preservando a 

morfologia de folículos pré-antrais e promovendo a ativação e desenvolvimento dos mesmos. Dentre 

as concentrações avaliadas no cultivo in vitro, a de 100 µg/mL se mostrou ser uma forte candidata a 

ser utilizada no meio base para cutivo de tecido ovariano bovino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 PERSPECTIVAS  

 

 Os resultados obtidos na presente dissertação servem como base para a investigação e 

desenvolvimento de novos suplementos que sejam adicionados nos meios de cultivo para evitar o 

estresse oxidativo. Dessa forma, mais estudos devem ser realizados para identificar o potencial 

antioxidante da Punica granatum L. durante o cultivo de folículos isolados e durante a maturação 

oocitária de oócitos bovinos e de outras espécies. Além disso, testes in vivo poderão ser realizados para 

avaliar a capacidade que a Punica granatum L. possui em evitar os efeitos deletérios do excess das 

espécies reativas de oxigênio no contexto de diversas patologias.   
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