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RESUMO

A utilizacao de produtos naturais com elevado potencial antioxidante, como a propolis
vermelha originaria do Estado de Alagoas, podem constituir uma alternativa viavel
para a conservacao de oocitos durante o transporte de ovarios de animais de alto
valor zootécnico, visto que minimizam os danos celulares provocados pelo estresse
oxidativo pela reducé@o do aporte sanguineo. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar o uso do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha como alternativa para
conservacao de foliculos ovarianos de vacas. A amostra de prépolis vermelha bruta
foi adquirida em apiario localizado na cidade de Marechal Deodoro, Alagoas e,
posteriormente realizou-se a obtencao do extrato hidroalcodlico através da técnica de
maceracao empregando o alcool etilico 70% v/v como solvente extrator. A capacidade
antioxidante desta solucéo foi determinada a partir do contetdo total de fendis e da
capacidade sequestradora de radicais frente ao radical 2,2-Difenil-1-picril-hidrazina
(DPPH®*). A partir desta solucédo estoque realizou-se diluicdes seriadas até se obter as
concentracfes de 1 (C1), 2 (C2), 5 (C5) e 10% v/v (C10), sendo estas utilizadas como
meio de conservacao de tecido ovariano. No estudo foram utilizados ovarios (n=5
pares) de vacas adultas, que foram fragmentados e armazenados a 4° C durante 4
(T4) e 12 horas (T12), seguido de processamento histologico classico. Apds a
obtencdo dos dados foram realizadas andlises multivariadas como a distancia
euclidiana média como uma medida de dissimilaridade (D?) e aplicado o método de
otimizacdo de Tocher. O extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha de Alagoas
produzido apresentou capacidade antioxidante capaz de preservar a morfologia
folicular do tecido ovariano a depender da categoria avaliada nas condigbes
experimentais investigadas. O extrato obtido apresentou conteudo total de fendis de
462,25 + 14,99 mg de equivalentes de acido galico/g de extrato seco e 32,12 % de
inibicdo frente ao radical DPPH® e Clso de 10,06 ug mL*. Constatou-se que 27,8%
dos foliculos do controle a fresco se mantiveram intactos (normais), enquanto 72,2%
foram classificados como degenerados. Quanto as condicdes experimentais
investigadas, verificou-se que o percentual de foliculos normais variou de 60,8% a
87,9%, respectivamente nas condi¢des experimentais T12C2 e T4C5. Ja os foliculos
classificados como degenerados variam de 11,53% a 42,56% equivalentes as
condicdes experimentais T12C2 e T4C5, respectivamente. O numero de foliculos

ovarianos identificados no estudo variou de 52 a 124, respectivamente nas condi¢bes



experimentais de T4C5 e T12C2. Na temperatura de 4°C com tempo de exposicao de
4h a maior eficacia na conservacdo dos foliculos (87,95%) foi na condicéo
experimental que possuia como meio de conservagdo o extrato hidroalcodlico de
propolis vermelha & 5% (T4C5). J& com tempo de exposi¢do de 12h a maior eficacia
na conservacao dos foliculos (71,53%) foi na condicdo experimental que possuia
como meio de conservacdo o extrato hidroalcodlico de propolis vermelha a 5%
(T12C5), implicando que a concentragdo de 5% mais recomendada como meio de
conservacdo. A analise estatistica indicou que o extrato hidroalcodlico de prépolis
vermelha de Alagoas preservou a morfologia folicular do tecido ovariano a depender
da categoria avaliada nas condicfes experimentais investigadas. Entretanto,
necessita-se de estudos mais detalhados para identificacdo da concentracdo mais

viavel do extrato frente a cada categoria folicular.

Palavras-chave: Produtos naturais; Antioxidantes; Viabilidade celular; Bos taurus.



ABSTRACT

The use of natural products with high antioxidant potential, such as red propolis from
the State of Alagoas, may be a viable alternative for the conservation of oocytes during
the transport of ovaries from animals of high zootechnical value, since they minimize
the cellular damage caused by the oxidative stress by reducing blood supply. Thus,
the aim of this study was to evaluate the use of red propolis hydroalcoholic extract as
an alternative for conservation of cow ovarian follicles. The raw red propolis sample
was purchased from an apiary located in the city of Marechal Deodoro, Alagoas, and
subsequently the hydroalcoholic extract was obtained through the maceration
technique using ethyl alcohol 70% v/v as extractor solvent. The antioxidant capacity of
this solution was determined from the total phenol content and radical scavenging
capacity against the 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazine (DPPH?®) radical. From this stock
solution, serial dilutions were performed until concentrations of 1 (C1), 2 (C2), 5 (C5)
and 10% v/v (C10) were obtained, which were used as a means of preserving ovarian
tissue. The study used ovaries (n=5 pairs) of adult cows, which were fragmented and
stored at 4° C for 4 (T4) and 12 hours (T12), followed by classic histological processing.
After obtaining the data, multivariate analyzes were performed with the average
Euclidean distance as a measure of dissimilarity (D2) and the Tocher optimization
method was applied. The hydroalcoholic extract of red propolis from Alagoas produced
showed antioxidant capacity capable of preserving the follicular morphology of the
ovarian tissue depending on the category evaluated in the experimental conditions
investigated. The extract obtained showed a total phenol content of 462.25 + 14.99 mg
of gallic acid equivalents/g of dry extract and 32.12% inhibition against the DPPH*
radical and IC50 of 10.06 pg mL™. It was found that 27.8% of fresh control follicles
remained intact (normal), while 72.2% were classified as degenerated. As for the
investigated experimental conditions, it was verified that the percentage of normal
follicles varied from 60.8% to 87.9%, respectively in the experimental conditions T12C2
and T4C5. The follicles classified as degenerated vary from 11.53% to 42.56%
equivalent to experimental conditions T12C2 and T4C5, respectively. The number of
ovarian follicles identified in the study ranged from 52 to 124, respectively in the
experimental conditions of T4C5 and T12C2. At a temperature of 4°C with an exposure
time of 4h, the greatest efficiency in the conservation of the follicles (87.95%) was in

the experimental condition that had as a preservation medium the hydroalcoholic



extract of red propolis at 5% (T4C5). With an exposure time of 12 hours, the greatest
effectiveness in preserving the follicles (71.53%) was in the experimental condition that
had 5% red propolis hydroalcoholic extract (T12C5) as a preservation medium,
implying that the 5% concentration recommended as a means of conservation.
Statistical analysis indicated that the hydroalcoholic extract of red propolis from
Alagoas preserved the follicular morphology of the ovarian tissue depending on the
category evaluated in the experimental conditions investigated. However, more
detailed studies are needed to identify the most viable concentration of the extract for

each follicular category.

Keywords: Natural products; Antioxidants; Cell viability; Bos taurus.
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1 INTRODUCAO

Os animais doadores de ovarios destinados as biotécnicas reprodutivas
encontram-se, comumente, em locais distantes dos laboratérios especializados.
Neste sentido, a conservacao de foliculos ovarianos é de grande importancia para
preserva-los durante o transporte do tecido ovariano do local de colheita até o
laboratorio, garantindo, portanto, o fornecimento de foliculos de boa qualidade para
criopreservacao e/ou cultivo que, posteriormente, podem ser destinados a maturacao
e fecundacéo in vitro (FIGUEIREDO et al., 2007; LIMA, 2015).

Segundo Castro et al. (2011) e Rodrigues et al. (2019) a conservacao de
tecido ovariano tem despertado interesse na comunidade cientifica que busca
desenvolver exceléncia em protocolos experimentais que mantenham a viabilidade
folicular durante o transporte de ovarios do local da coleta ao laboratério. A qualidade
dos odcitos depende da eficiéncia do meio de conservacédo, temperatura e tempo de
transporte dos ovarios, sendo considerados fatores limitantes na manutengdo da
qualidade folicular (MATOS et al., 2004; GOMES; SENEDA, 2013; MOTTA et al.,
2019).

O armazenamento de ovarios sem o suprimento sanguineo pode afetar a
qualidade oocitéaria, influenciando o desenvolvimento extracelular em torno do oécito
(WONGSRIKEAO et al., 2005 ; LIMA, 2011; AVILA, 2019;). Em geral, a hipotermia é
aplicada para a conservagao de tecidos no intuito de minimizar a taxa de energia
consumida e, consequentemente, a taxa de autolise (SALEHI et al., 2004; LIMA, 2011,
MELO JUNIOR, 2017; TAVARES, 2020). A autdlise celular pode ocorrer em ovarios
durante um longo periodo de transporte a 35-38°C (HOLT; PICARD, 1999; MASSIP
et al., 2001; GOMES; SENEDA, 2013; MOTTA, 2016; MELO JUNIOR, 2017).

Em temperaturas abaixo da temperatura corpérea, o metabolismo celular
diminui e proteinas especificas que promovem a maturagao oocitaria sdo suprimidas.
Estas proteinas séo ativas quando os odécitos sédo colocados em meios adequados.
Nesse contexto, ovarios de bovinos devem ser submetidos a protocolos de
resfriamento para manterem-se viaveis até a congelacdo que antecede as demais
biotécnicas reprodutivas (RODRIGUES et al., 2019).

A reducgéo do metabolismo celular durante a conservagao tem um efeito
benéfico na manutencao da viabilidade folicular. A utilizacédo deste protocolo facilita o

transporte de ovérios oriundos de animais de alto valor zootécnico, vivos ou mortos,
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até os laboratorios especializados em biotécnicas de reproducéo animal, facilitando
também a troca de germoplasma entre laboratério (CASTRO et al., 2011).

Produtos naturais, desde os tempos mais remotos, sao empregados com
diferentes finalidades, em fungcdo da diversidade de compostos bioativos.
Considerando sua ampla aplicabilidade, estudos tém sido realizados com o intuito de
investigar o efeito da adicdo de antioxidantes de origem natural aos meios de
transporte para a producao de protocolos que venham a favorecer as pesquisas com
tecidos, foliculos ovarianos ou gametas masculinos (DUNDER et al., 2013).

Neste contexto, a utilizacdo de produtos naturais com elevado potencial
antioxidante pode contribuir na conservacao de odcitos a fim de minimizar os danos
celulares provocados pelo estresse oxidativo (LUZ et al., 2011). Dentre os produtos
naturais de interesse cientifico destaca-se a prépolis vermelha originaria do Estado de
Alagoas por sua composicao quimica ser diferente das demais propolis brasileiras,
apresentando as isoflavonas dihidroxiisoflavona, homopterocarpina, medicarpina e
4’ 7-dimethoxi-2’-isoflavona, sendo os flavonoides mais abundantemente encontrados
(SILVA, 2015).

Desta forma, a utilizacdo do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha
pode constituir uma alternativa para minimizar possiveis alteracdes celulares em
oocitos durante o transporte dos ovarios e, consequentemente, otimizar o potencial
reprodutivo de animais de alto valor zootécnico, além de que protocolos utilizando
ovarios bovinos oriundos de descartes de abatedouros pode servir de modelo

experimental para posteriores testes de conservacdo de ovarios humanos.
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2 JUSTIFICATIVA

A utilizacéo de extrato hidroalcoolico de propolis vermelha de Alagoas pode
ser uma alternativa economicamente mais viavel para minimizar os danos celulares
em foliculos ovarianos de animais de alto valor zootécnico ou ainda aqueles
ameacados de extin¢do, durante o transporte dos ovarios do momento da coleta até
o laboratorio. A prépolis vermelha é um produto natural com propriedades bioativas,
especialmente, atividade antioxidante que contribui para manutencéo da viabilidade

celular e, consequentemente, favorece a aplicacao das biotécnicas reprodutivas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Conservacao de tecido ovariano

A conservacdo de material genético iniciou na década de 50 e vem
evoluindo através das biotécnicas, especialmente a partir de pesquisas envolvendo
mamiferos (LIMA; SANTOS, 2010). Na conservagcdo de ovarios, varias pesquisas
foram realizadas e muitos avancos tém surgido com o intuito de aprimorar 0s
protocolos experimentais de manutencdo da viabilidade folicular durante o transporte
de ovarios do local da coleta ao laboratorio (MATOS; BEZERRA; VICENTE et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2019).

As biotécnicas vinculadas as é&reas da reproducdo desenvolveram-se
extensivamente nos ultimos anos e tém possibilitado a empregabilidade do material
genético de animais (NEVES; MIRANDA; TORTORELLA, 2010; CARRILHO, 2013;
RODRIGUES et al., 2019). O manejo reprodutivo é de fundamental importancia para
a conservacgdo das espécies, garantindo assim, o maior numero de descendentes e
consequente perpetuacdo da espécie, principalmente daqueles de alto valor
zootécnico e ameacados de extincdo (LIMA; SILVA, 2017; FIORI, 2022).

O estoque folicular de células germinativas em mamiferos é limitado, e com
o passar dos anos ele vai reduzindo, de forma natural, pela atresia. E imprescindivel
frisar que um grande montante de odcitos presentes no ovario ao nascimento néao
atinge a fase de ovulacdo. Portanto, o resgate desses 00citos e 0 emprego em
biotécnicas se fazem necessarios, a fim de maximizar o potencial reprodutivo de
fémeas em estado de superioridade ou que estejam ameacadas de extingdo, podendo
preservar esses o0citos para uma futura utilizacdo (GONTIJO, 2018; FIGUEIREDO;
LIMA, 2017; RODRIGUES et al., 2019).

Desta forma, os avancos de técnicas reprodutivas assistidas requerem
melhores entendimentos no que cerne a fisiologia ovariana, mesmo com a enorme
guantidade de informacdes cientificas que a comunidade tem produzido e descoberto
nos ultimos anos (PRAXEDES et al., 2018; ROSSETTO et al., 2011). Figueiredo e
Lima (2017) em suas observacdes constatou que em decorréncia da perda fisiolégica
dos foliculos ovarianos, houve a necessidade de implantar a técnica de “ovario
artificial”, ao qual resgata foliculos pré-antrais e os cultivam até maturacéo a fim de

produzirem odcitos aptos a serem usados na producao in vitro de embriGes, técnica
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conhecida como manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais
(MOIFOPA).

A literatura reporta inUmeros estudos acerca da conservacdo de tecido
ovariano de mamiferos que € uma das etapas de MOIFOPA, em diferentes espécies
como: suinos (BRITO, 2008), caprinos (CHAVES, 2007), catetos (LIMA et al., 2014),
caninos (PEREIRA; BERSANO; LOPES, 2015), gatas (TAVARES, 2020), ovinos
(SILVA, 2017), bovinos (MORAIS, 2018; ROCHA, 2017), dentre outros (GONTIJO,
2018).

Os protocolos de conservacdo de tecido ovariano ainda nao foram
completamente padronizados (SANTOS; SILVA, 2022). No entanto, muitos foram os
avancos conquistados quanto as biotécnicas reprodutivas, nas quais ao longo do
tempo conduziram ao desenvolvimento e a eficiéncia reprodutiva frente a
biotecnologia e a fisiologia ovariana utilizando a MOIFOPA como base para alcancar
a viabilidade dos foliculos ovarianos (BIZARRO-SILVA; SENEDA, 2021).

Os ovérios de mamiferos desempenham papel crucial a favor do sistema
reprodutor feminino, os quais sé@o responsaveis pelo desenvolvimento dos foliculos. O
ovario € constituido pelo cortex e pela medula ovariana com comprimento variando de
3 a45cme alargura de 1,5 a 2,0 cm, sendo revestido por epitélio germinativo ou
superficial acostado sob a membrana basal (BIZARRO-SILVA; SENEDA, 2021).

A regido cortical do ovério situa-se na por¢do mais externa que caracteriza
a regido funcional do ovario, onde sédo encontrados diferentes tipos de células, como:
células da granulosa, que corresponde as células de acumulo ou murais, e células da
teca que se diferenciam em camada interna e externa (BIZARRO-SILVA; SENEDA,
2021).

Os foliculos ovarianos sado a unidade morfofuncional encarregadas de
facilitar, favorecer, assegurar um ambiente adequado para a manutengao e
viabilidade, além do crescimento e maturacdo do o0cito para 0 processo de ovulagao.
A formacdo e o desenvolvimento dos oocitos nas fémeas sdo regulados por dois
processos distintos e complementares, a oogénese e foliculogénese (SILVA, 2021,
LIMA et al., 2016).

A foliculogénese envolve a formacdo, o crescimento e a maturacao
folicular, se inicia com o foliculo primordial e se encerra com o foliculo pré-ovulatorio.
O objetivo primordial da foliculogénese é liberar o odcito maduro para que seja
fecundado (SILVA, 2021).
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No odcito a primeira fase meidtica ocorre entre 91 e 144 dias em bovinos.
Quando os foliculos passam a apresentar uma camada completa de células da
granulosa de forma cubica, ap0s sua ativacao, passam a ser primarios com diametro
folicular de 40,4 + 5,1um e didmetro oocitario de 27,3 £ 2,8um (SILVA, 2011; PLAZA,
2015).

Os foliculos ovarianos podem ser classificados em dois grandes grupos, 0os
foliculos pré-antrais ou néo cavitarios e os foliculos antrais ou cavitarios. Os foliculos
pré-antrais compreendem os foliculos primordiais, transicdo (intermediérios),
primarios e secundarios, enquanto os foliculos antrais incluem os foliculos terciarios
e os foliculos pré-ovulatorios ou maduros (SILVA, 2021; LIMA et al., 2016). A figura 1
representa as etapas envolvidas na foliculogénese e o quadro 1 contém as principais
caracteristicas morfologicas de cada categoria folicular.

Figura 1 — Representacao esquematica das etapas envolvidas na
foliculogénese.
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Fonte: Adaptado de Gongalves; Figueiredo; Freitas (2008).
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Quadro 1 — Caracteristicas morfoldgicas de cada categoria folicular.

Categoria folicular Caracteristicas morfologicas

Odcito circundado por uma Unica camada de células somaticas de formato
pavimentoso dispostas de forma irregular.

Odcito circundado por uma camada de células da granulosa, no qual pelo
Transicdo menos 3 destas células modificaram seu formato para cubicas e as demais
permaneceram no formato pavimentoso.

Odcito circundado por uma camada completa de células da granulosa de

Primordial

Primario o
formato cubico.
Odcito circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de
- formato cubico. Neste estagio ha formacdo de camada da teca interna e
Secundario

membrana basal que delimita o espaco entre as células da granulosa e
teca em proliferacéo.

Conhecido como foliculo antral inicial, neste estagio ha formacédo de
Terciario pequenos vacuolos entre as células da granulosa. Ainda, hé a presenca de
células da teca interna e externa. O odcito ja atingiu seu tamanho maximo.
Presenca da grande cavidade antral com diferenciacdo de células murais
(camada da granulosa fina circundada pela membrana basal) e células do
Pré-ovulatério cumulus (que circundam o o6cito). O odécito esta totalmente em posicao
excéntrica. As camadas de células da teca mantém a espessura e
circundam todo o foliculo.

Fonte: Adaptado de Gongalves; Figueiredo; Freitas (2008).

3.1.1 Etapas limitantes do processo de refrigeracdo do tecido ovariano

O desenvolvimento de protocolos de conservacdo visa melhorar as
condicBes de transporte do material genético, a fim de manter a viabilidade celular,
pois o grande obstaculo deste processo € o fato dos laboratérios estarem distantes de
zoolégicos e criatérios (GONTIJO, 2018). Uma vez que o estresse celular seré
minimizado pelas condi¢cdes de conservacdo durante a etapa de transporte até o
laboratorio, aumenta-se a probabilidade deste material genético manter-se viavel
(LIMA, 2015; MOTTA et al., 2019).

De acordo com Placido (2009) a comunidade cientifica apresenta como
meétodo de escolha o resfriamento ao iniciar pesquisas com foliculos pré-antrais,
inclusos em tecido ovariano, como alternativas de conserva-lo em periodo curto, razao
pela qual causa diminuicdo da temperatura tecidual que promovera redugdo do
metabolismo energético da célula, retardando o processo de degeneracéo celular.

No entanto, muitas pesquisas precisam ser exploradas no campo cientifico
para que haja melhorias nos protocolos de conservagéo, pois eles necessitam de
aprimoramento, especialmente ao que se refere ao meio de conservagao, a
temperatura e o tempo de transporte, a fim de apresentar uma melhor condicao de

conservacao do tecido folicular ovariano e, consequentemente, dar continuidade ao
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processo de desenvolvimento in vitro (CHAVES, 2007; MELO JUNIOR, 2017;
TAVARES, 2020; SANTOS; SILVA, 2022).

Naves (2020) em seus experimentos confirma a necessidade de maior
atencao para o parametro temperatura, pois ela afeta diretamente a eficiéncia e a
qualidade dos odcitos. Ja Rosa et al (2011) relatam que a viabilidade dos foliculos tem
relacdo direta com o meio ao qual foi utilizado para conservacéo e temperatura, sendo
essa mais satisfatoria a 4°C.

Outros estudos reduziram a temperatura a 4°C e 20°C como forma de
favorecer a conservacao ou preservacdo do material bioldgico e manter a viabilidade
folicular durante o transporte até sua manipulacdo. Desta forma, esta etapa tem a
intenc@o de reduzir o metabolismo celular, diminuindo as necessidades metabdlicas
e favorecendo a resisténcia dos foliculos, resultando na preservagdo in vitro
(CHAVES, 2007; MISSIO et al., 2014; CAVALCANTE et al., 2017).

Queiroz Neta et al. (2018) relata que a temperatura mais satisfatéria é a de
4°C, permitindo uma boa preservacéao de foliculos pré-antrais por periodos de até 18h
ou 24h em bovinos. Segundo Gomes e Seneda (2013) a conservacéao da viabilidade
folicular do tecido ovariano em equinos depende significativamente do
armazenamento e transporte ao que se refere a eficiéncia dos gametas, onde para tal
€ necessaria a manutencao da temperatura em 4°C em phosphate buffer solution
(PBS) por 4h.

Diversos meios de preservacdo tém sido utilizados como forma de
preservar o tecido ovariano, tais como: solucdo salina a 35°C, solucdo salina
suplementada com gentamicina a 37°C, solucédo salina a 38°C, PBS com penicilina e
estreptomicina a 39°C, solucao salina 0,9% suplementada com penicilina G sddica,
sulfato estreptomicina e anfotericina B refrigerada a 4°C e solugcéao a base de agua de
coco com o0 meio TCM 199 (Sais de Hanks) (CHAVES, 2007; SILVA et al., 2011).

A literatura apresenta uma diversidade de protocolos de conservagao
devido a variabilidade da resposta celular das diferentes espécies de mamiferos.
Desta forma, pesquisas continuam sendo desenvolvidas a fim de propor novos
protocolos que garantam a conservacao do tecido ovariano por curto periodo e com
maior custo beneficio (LIMA, 2015).
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3.1.2 Antioxidantes e viabilidade celular de tecido ovariano

A manutencéo da viabilidade celular esta associada a composi¢cado do meio
para garantir o fornecimento adequado de nutrientes, eletrélitos, hormdnios,
aminoacidos, substratos energéticos, vitaminas, fatores de crescimento e
antioxidantes. Desta forma, para o bloqueio do estresse oxidativo do foliculo ovariano
séo utilizado antioxidantes como forma de preservacdo das membranas plasmaticas
para a manutencdo da viabilidade celular, garantindo a continuidade do metabolismo
celular in vitro (CORREIA, 2019).

Pesquisas tém sido realizadas com o intuito de encontrar alternativas que
conservem, ao maximo, a viabilidade folicular e oocitaria durante o transporte até o
laboratério, pois o transporte e 0 armazenamento dos ovarios sdo fatores que afetam
diretamente na estabilidade do mesmo (SILVA et al., 2011).

A adicao de antioxidantes ao meio de conservacao tem sido uma alternativa
para otimizar os protocolos, ja que eles previnem ou reduzem a extensdao do dano
oxidativo quando utilizados em baixas concentragdes. A nivel celular, os antioxidantes
atuam por meio de sistema enzimético ou ndo enzimatico (LUZ et al., 2011). Os
antioxidantes enzimaticos mais comumente utilizados sd&o: glutationa (GSH),
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)
(COMBELLES; GUPTA; AGARWAL, 2009). J4 os antioxidantes ndo enzimaticos sdo
as vitaminas C (4cido ascérbico) e E (a-tocoferol), selénio, ubiquinonas (coenzima Q),
acido urico e acido lipdico (SILVA, 2017).

As células do tecido ovariano precisam de antioxidantes para seu
adequado funcionamento, sendo estes obtidos in vivo. Apds a recuperacdo do ovario,
com vista ao emprego em biotécnicas, faz-se necessario a adicdo de um antioxidante
artificial como quercetina, cisteamina, carnitina, acido ascoérbico e resveratrol ao meio
de conservacdo para reduzir o estresse oxidativo (LUZ et al., 2011; SOVERNIGO,
2015 SILVA et al., 2011; SILVA, 2020).

A literatura reportou a utilizacdo do resveratrol associado a sacarose para
conservacdo morfologica de foliculos pré-antrais submetidas a vitrificacdo e
reaquecimento (RODRIGUES, 2020). Silva et al. (2020) em seus estudos com
foliculos ovarianos pré-antrais observaram que a suplementacéo de antioxidantes do
tipo acido alfa lipoico ou acido tioctico (ALA) e catalase (CAT) em solucdes prévias ou

posteriores a criopreservacao promove o controle da oxidagéo celular.
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Maciel (2018) avaliou o efeito do extrato etanodlico de folhas de graviola
(Annona muricata) na conservacao ovariana de camundongos fémeas, sendo
observado a néo toxicidade do extrato frente & reserva ovariana. Ja o uso da Aloe
vera reduziu o estresse oxidativo quando inserido na solucdo de vitrificacéo,
melhorando a qualidade dos foliculos ovarianos e promovendo a ativacdo do
desenvolvimento folicular (COSTA, 2020).

3.2 Produtos naturais como estratégia de conservacgao de tecido ovariano

Os produtos naturais sdo utilizados para diferentes fins desde as
civilizagdes mais remotas. Contudo, ainda na atualidade, diversas &reas das Ciéncias
despertam interesse na investigacdo da aplicabilidade destes produtos, inclusive
aguelas relacionadas as biotécnicas reprodutivas (CUNHA et al., 2016). Estudos
apontam a relevancia de produtos naturais que apresentam em sua COmMpPOSICAO
substancias bioativas com propriedades antioxidantes, visto que previnem ou
reduzem a extensdo do dano oxidativo frente as células germinativas (OLIVEIRA et
al., 2009; GONTIJO, 2018).

Neste contexto, a avaliacdo do efeito na adicdo de antioxidantes oriundos
de produtos naturais em meios de transporte para conservacao do tecido ovariano,
torna-se amplamente requerido como etapa preliminar da aplicabilidade das
biotécnicas (CASTANEDA, 2018). O Quadro 2 apresenta o efeito da adicdo de
extratos vegetais frente a conservacao de tecido ovariano de diferentes espécies.

Os dados apresentados no Quadro 2 demonstram que extratos vegetais de
amora preta e cerejeira com propriedades antioxidantes foram utilizados como meio
de conservacdo para o transporte de tecido ovariano em caprinos e ovinos,
destacando a temperatura de armazenamento de 4° C por um periodo de até 6h para
os extratos. (CAVALCANTE et al., 2017; GOUVEIA et al., 2015).

A literatura também reportou o efeito da adicdo dos antioxidantes
resveratrol e melatonina ao meio de manutencéo sobre a viabilidade de embrides
bovinos produzidos in vitro, mantidos a 36°C em diferentes tempos de simulagao de

transporte e constatou aumento na viabilidade (SILVEIRA, 2019).
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Quadro 2 — Efeito da adicao de diferentes extratos vegetais frente a

conservacao de tecido ovariano de diferentes espécies

Condicéo do
Vegetal meio de Efeito sobre a
. Espéci nservaca 3
(nome Tipo de extrato spec © conse .agao conservacao Referéncia
D) animal (meio, do tecido
pop temperatura e ovariano
tempo)
As concentracdes A concentragao
Extrato S do extrato de 0,05
iy do extrato
Morus etandlico bruto . igad mg/mL de M.
nigra das folhas . Investigadas nigra preservou o | Cavalcante
o Ovinos foram 0,025, 0,05 . .
(amora diluido em tecino ovariano et al. (2017)
~ . e 0,1 mg/mL a . .
preta) solugéo salina o (foloculos pré-
4°C por 6,12 e ; .
0,9% antrais) por até
24 h.
6h.
A concentragéo
~ do extrato de 0,2
Extrato As concentragoes
- mg/mL de A.
etanolico bruto do extrato .
Amburana . i cearensis :
cearensis das folhas Canrinos investigadas [eServou o Gouveia et
- frescas diluido P foram 0,1, 0,2 e P! . al. (2015).
(cerejeira) ~ tecino ovariano
em solugéo 0,4 mg/mL a 4°C (foloculos pré-
salina 0,9% por 6, 12 e 24 h. . pre
antrais) por até 6h
a 4°C.

Fonte: elaborado pela autora.

3.2.1 Pro6polis vermelha

A propolis, mistura resinosa recolhida pelas abelhas de bot6es e exsudatos
de varias plantas, é um produto natural com uma diversidade de compostos quimicos
bioativos que, por sua vez, sofre influéncia da variedade da abelha, da ecoflora de
cada regido e do periodo de coleta (BARRETO et al., 2020; TORETI et al., 2013).

A propolis apresenta uma variedade de atividade biologica (antibacteriana,
antifingica, antioxidante, antitumoral, antiprotozoaria, antiviral, cicatrizante,
anestésica, antinociceptiva, anticariogénica, anti-inflamatéria, imunomoduladoras -
anti-herpes e anti-HIV) (PICCININI et al., 2022), em decorréncia dos diversos
compostos, principalmente, acidos fenolicos e seus ésteres, flavonoides (flavonas,
flavanonas, flavondis, chalconas), terpenos, [-esteréides, aldeidos e alcoois
aromaticos, sesquiterpenos e naftaleno (RIBEIRO, 2011; SILVA, 2015, PEREIRA et
al., 2022).

Até o momento foram catalogados 13 tipos de propolis brasileira, sendo a

prépolis vermelha produzida a partir da planta Dalbergia ecastophyllum L., conhecida
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popularmente como rabo-de-bugio, tipica de regibes de mangues de Alagoas
(LUSTOSA et al., 2008; SILVA, 2019). A propolis vermelha de Alagoas tem se
destacado por apresentar em sua composicdo quimica isoflavonas (dihidroisoflafona,
homopterocarpina, medicarpina e 4’, 7-dimetoxi-2’-isoflavona) n&o identificadas nos
demais tipos, o0 que justifica seu elevado potencial antioxidante (ARRUDA, 2019).

Outro diferencial da prépolis vermelha alagoana é a presenca de
componentes especificos como a acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) e
o0 acido caféico, responsaveis pela prevencao de reagdes inflamatorias (SILVA et al.,
2016). Desta forma, o alto teor de compostos fendlicos e a presenca de componentes
especificos como aqueles supracitados, justificam este tipo de prépolis apresentar
maior potencial antioxidante, anti-inflamatério e antimicrobiano quando comparado
aos demais (MELO, 2014).

A propolis vermelha de Alagoas tem sido utilizada para fins como
suplemento alimentar, produtos para protecdo da saude e prevencdo de doencas,
biofarmacos e como constituinte de (bio)cosméticos, produtos agroindustriais e outros
(SFORCIN; BANKOVA, 2011; GROOT, 2013), sendo considerado um produto natural
promissor para investigacao técnico-cientifica em diferentes areas de atuacao e viavel
para inovacéo biotecnoldgica (ARAUJO; RODRIGUES; MEDEIROS, 2021).
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o uso do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha como

alternativa para conservacao de foliculos ovarianos de vacas.

4.2 Especificos

a) Avaliar a capacidade antioxidante do extrato hidroalcodlico de propolis
vermelha obtido (solugcdo méae);

b) Investigar a influéncia da concentracdo do extrato hidroalcodlico de
prépolis vermelha sobre a morfologia folicular e oocitaria de vacas apés
resfriamento;

c) Verificar a influéncia do tempo de refrigeragcdo sobre a morfologia

folicular e oocitaria de vacas.
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5 METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

Tratou-se de uma pesquisa experimental do tipo quali-quantitativa.

5.2 Local da pesquisa

O preparo do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha foi realizado no
Laboratério de Liquidos da Farmacia Escola do Centro Universitario Cesmac e a
avaliacdo da capacidade antioxidante foi realizada no Laboratério Multidisciplinar do
Campus | da mesma instituicdo. A coleta dos ovérios foi realizada no Matadouro
Frigorifico de Alagoas S/A (MAFRIAL) localizado na Rodovia BR-101 SUL, km 98,
Tabuleiro Martins, Macei6-AL e o processamento histologico realizado do Laboratorio

de Histopatologia do Campus | do Centro Universitario Cesmac.

5.3 Procedimentos

5.3.1 Aquisicao da prépolis vermelha

A amostra de prépolis vermelha bruta, ja limpa, foi adquirida por compra
direta de produtor de apiario localizado na cidade de Marechal Deodoro, zona
litoranea do Estado de Alagoas, Brasil. Apds aquisicdo, a propolis bruta foi
armazenada a -10°C (CASACA, 2010).

5.3.2 Obtencéo do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha

A obtencéo do extrato de propolis vermelha foi realizada pela técnica de
maceragcao empregando o alcool etilico 70% v/v como solvente extrator, visto que tem
sido amplamente utilizado para extrair a maioria dos compostos bioativos da propolis
com o menor percentual de ceras (MERGULHAO et al., 2019). Para tal, 8g da propolis
bruta limpa foi colocada em um frasco ambar e, em seguida, foram adicionados 25mL
de alcool de etilico 70% (v/v). Posteriormente, foi realizada a agitacdo manual do

frasco durante trés minutos, seguido do repouso a 25°C. Esse processo de agitacao
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foi repetido a cada 6 horas durante 24h.

Em seguida, o sobrenadante foi removido por filtracdo em papel de filtro
(100 mm) acondicionando-o em frasco ambar. Ao filtrado foram adicionados 25mL do
alcool etilico 70% (v/v) e o processo foi repetido, resultando no total de 48 horas de
maceracdo. O extrato obtido foi acondicionado em frasco ambar a temperatura
ambiente, a fim de impedir a foto-oxidacdo. Para a utilizacdo no procedimento
experimental como meio de conservagdo de tecido ovariano foram realizadas
diluicbes seriadas até se obter as concentragcfes desejadas de 1 (C1), 2 (C2), 5 (C5)

e 10% v/v (C10) a partir da solucdo mée, conforme figura 2 a seguir:

Figura 2 — Representacdo esquematica da obtencédo das soluc¢des trabalho de
extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha
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Fonte: elaborada pela autora.

5.3.3 Avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato hidroalcodlico de propolis

vermelha

Para avaliar a capacidade antioxidante da solucédo trabalho do extrato

hidroalcodlico de prépolis vermelha realizou-se a determinag¢édo do conteudo total de
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fendis e a capacidade sequestradora de radicais frente ao radical DPPH (2,2-difenil-

1-picril-hidrazila).

5.3.3.1 Determinac&o do conteudo total de fenodis

O conteudo total de fendis foi obtido através do método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau descrito por Cicco e colaboradores (2009) com algumas
modificacdes. Foi construida uma curva de calibracéo utilizando o acido galico (6 a
24 pumol LY) como padréo (representando os compostos fendlicos) e os resultados
foram expressos em miligrama de equivalentes de acido galico/grama de extrato seco
(mg de EAG/g de extrato seco).

Para o método, adicionou-se aos tubos, 120 uL da solugéo trabalho (21,6
ug mLt), 180 uL de agua, 300 uL do reagente de Folin-Ciocaulteu e 2,4 mL de
carbonato de sodio a 5% (m/v), totalizando um volume de 3 mL. Para a analise do
branco, substituiu-se a aliquota do extrato por etanol. Os tubos foram colocados em
banho-maria a 40° C no escuro por 20 minutos. Em seguida, a mistura reacional
(Figura 3) foi colocada em uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm e
medida a absorvancia a 760 nm, utilizando espectrofotdbmetro UV-Vis (Agilent 8453).

Figura 3 — Reacéo do galato de sédio com o molibdato(VI), componente do

reagente de Folin-Ciocaulteu
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Fonte: Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventés (1999).
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5.3.3.2 Determinacao da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*

Este método consiste em avaliar a capacidade antioxidante sequestradora
de radicais, ou seja, a capacidade em doar hidrogénio para o radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila). A avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato
hidroalcoolico de propolis vermelha foi realizada monitorando-se a reducao do radical
DPPH* de coloracédo purpura a DPPH-H (difenil-picril-hidrazina) de coloracdo amarela
(Figura 4), por meio da medida do decréscimo da absorvancia a 516 nm por
espectrofotometria.

O método consistiu em preparar uma solugdo de DPPH*® (40 ug mLt) em
metanol que foi protegida da luz e mantida em banho de gelo durante todo
procedimento. Desta, 2,7 mL foram misturados a 180 uL de etanol e 120 uL da solucéo

trabalho do extrato resultando na concentragdo em cela de 21,6 ug mL™.

Figura 4 — Reacéo de reducéo do radical DPPH*® por um antioxidante genérico

RH
N + RH e NH R -
N N OsN N
NO, NO,

Fonte: Adaptado de Ferreira (2013).

As analises foram realizadas em triplicata e o resultado expresso como
atividade sequestradora do radical DPPH (ASR%) em func¢éo do tempo (5, 10, 15, 20,
25, 30, 40 e 50 minutos) e em Clso, Ou Seja, a quantidade de extrato necessaria para
reduzir 50 % do radical livre DPPH, conforme descrito por Sadnchez-Moreno, Larrauri
e Saura-Calixto (1999).

A atividade sequestradora do radical (ASR%) foi calculada usando a

seguinte equacao para um tempo de 30 min.:
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%ASR= [(AbSpadréo - AbSamostra) / AbSpadréo] x 100

Onde, Abspadrao € @ absorvancia inicial da solugdo metandlica de DPPH* e
Absamostra € @ absorvancia da mistura reacional (DPPH® + amostra). A medida da
absorvancia do padrao correspondeu a concentracdo de DPPH® da solucéao (36 ug
mL-1).

5.3.4 Coleta dos ovarios e protocolo experimental

Foram utilizados ovéarios (n=5 pares) de vacas adultas, sem raca definida,
oriundos de abatedouro local, ndo sendo, portanto, necessério parecer de comité de
ética animal. Uma vez coletados, os ovérios foram removidos do tecido adjacente e
lavados uma vez em alcool 70% durante 10 segundos e duas vezes em solucao
fisiol6gica durante 0 mesmo tempo.

Em seguida, foram obtidos fragmentos de aproximadamente (3mm x 3mm
x 1mm) do cértex de cada ovario, sendo os fragmentos colocados em tubo cénico
(50 mL) contendo solucéao fisiolégica para obtencédo do pool. Posteriormente, a cada
solucéo trabalho (30 mL em tubo conico), foram adicionados seis fragmentos, e
armazenados a 4°C. Apoés 4 e 12 horas, as caixas foram abertas e os fragmentos de
tecido ovariano foram transferidos, individualmente, para um microtubo (1,5 mL)
contendo Carnoy como fixador para posterior processamento histolégico, conforme
esquematizado na figura 5. E importante destacar que dois fragmentos de ovario
foram fixados imediatamente em Carnoy anterior ao processamento, sendo estes

considerados o grupo controle fresco.
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Figura 5 — Representacao esquematica do procedimento experimental
proposto para as solucdes trabalho contendo 1, 2, 5 e 10% de EHPV como

meio de conservacao
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Fonte: elaborado pela autora.

5.3.4.1 Processamento histolégico

Os fragmentos de tecido ovariano do controle a fresco e daqueles
refrigerados em meio de conservacdo contendo EHPV (1, 2, 5 e 10%) foram
destinados a histologia classica. Apds a fixacdo foram desidratados, diafanizados e
inclusos em parafina. Secdes seriadas de 5um de espessura foram obtidas, montadas
em laminas e coradas com hematoxilina-eosina através da técnica adaptada de Luz
et al. (2016). Todas as seccOes foram examinadas utilizando um microscépio Optico
no aumento de 400x, e um namero minimo de 120 foliculos foram avaliados em cada
tratamento.

No tocante ao aspecto morfolégico, a classificacdo dos foliculos foi
baseada na integridade do odcito, das ceélulas da granulosa e da membrana basal,
sendo os foliculos classificados como morfologicamente normais (foliculos contendo
oocito e células da granulosa intactas), ou degenerados (foliculos apresentando
retracdo citoplasmatica e/ou nucleo do odcito picnotico, bem como desorganizacao

das células da granulosa e destacamento da membrana basal). Quanto ao



36

desenvolvimento foram classificados em primordiais, desenvolvimento (transicéo,
primarios, secundarios) ou em antrais (terciarios e pré-ovulatorios), de acordo com a
morfologia do o6cito e das células da granulosa. Apenas os foliculos que
apresentaram o nucleo do odcito visivel foram analisados, a fim de evitar a contagem

do mesmo foliculo em secc¢des diferentes.

5.3.5 Analise estatistica

As analises dos dados obtidos foram realizadas utilizando os diferentes
conjuntos de variaveis: morfologia normal ou degenerado dos foliculos (primordial,
transicdo, primario e secundario), em funcdo dos tratamentos realizados (T4C1;
T12C1; T4C2; T12C2; T4C5; T12C5; T4C10; T12C10 e CONTROLE A FRESCO).

Foram realizadas analises multivariadas como a distancia euclidiana média
como uma medida de dissimilaridade (D?) e aplicado o método de otimizacédo de
Tocher. Com essas analises objetiva-se agrupar tratamentos com caracteristicas
semelhantes. Assim, dentro de cada grupo os tratamentos sao similares e entre
grupos existe diferenca entre eles. Na execucao dos procedimentos estatisticos foi
utilizado o programa GENES (CRUZ, 2013; CRUZ, 2016).
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6 RESULTADOS

O método Folin-Ciocalteu € muito utilizado para quantificacdo de
compostos fendlicos em extratos de prépolis, pois € simples e reprodutivel (ZIA-UL-
HAQ etal., 2011). O conteudo total de fendis (CTF) obtido para o extrato hidroalcodlico
de proépolis vermelha (solucédo mée) foi de 462,25 + 14,99 mg de equivalentes de acido
galico (EAG)/g de extrato seco. O valor foi obtido a partir da equacdo da reta
determinada pela de curva de calibracdo (Gréfico 1) realizada para o padrao acido

galico, a partir da equacéo da reta: y = 0,0164x — 0,0801.

Gréfico 1 - Curva de calibracéo utilizando acido gélico como representante de
compostos fenélicos (6 — 24 umol L)
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Fonte: elaborado pela autora.

O perfil antioxidante frente ao radical DPPH* foi determinado a partir da
porcentagem de atividade sequestradora de radical (% ASR), em funcdo do estudo

cinético (Grafico 2).
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Gréfico 2 — Porcentagem de atividade sequestradora de radical frente ao

DPPH* para solugdo mée do EHPV obtido (21,6 ug mL?) em funcéo do tempo
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Fonte: elaborado pela autora.

Portanto, admitindo-se o tempo reacional de 30 minutos, o extrato obtido
apresentou 32,12 % de inibi¢cdo frente ao radical DPPH®. Também foi determinada a
capacidade antioxidante a partir da quantidade necesséria para reduzir a
concentracéo inicial de DPPH*® em 50%, parametro conhecido por ICso. Este foi obtido
a partir da equacao da reta definida pela curva de calibragéo a seguir, resultando na
Clso de 10,06 pg mL* (Gréfico 3).
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Gréafico 3 — Curva de calibracdo para solucdo mae do EHPV obtido (7,2 - 21,6

Hug mL1) apdés o tempo reacional de 30 minutos
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Fonte: elaborado pela autora.

O percentual de foliculos morfologicamente normais e degenerados por

categoria folicular estdo apresentados na Tabela 1 e no Gréfico 4 exibe o percentual

total de foliculos morfologicamente normais e degenerados obtidos nas condi¢cdes

experimentais investigadas.
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Tabela 1 — Porcentagem de foliculos morfologicamente normais e degenerados

por categoria folicular

ComElEED N Classificacao i o w0 e
experimental & Primordial Transicdo | Primario | Secundario
Normal 15,7 10,0 2,1 0
Controle a 95
fresco
Degenerado 29,5 28,4 10,5 3,15
Normal 22,2 33,33 6,66 11
T4C1 90
Degenerado 20 14,4 2,2 0
Normal 26,5 30,42 8,51 2,12
T12C1 94
Degenerado 6,38 22,7 3,19 0,0
Normal 29,16 30,8 12,5 0,8
T4C2 120
Degenerado 11,6 10,0 4,16 0,8
Normal 26,6 20,3 12,3 1,6
T12C2 124
Degenerado 12,09 24,83 4,03 0,8
Normal 38,4 36,5 9,61 3,84
T4C5 52
Degenerado 1,92 7,69 1,92 0
Normal 26,5 25,3 18,5 1,23
T12C5 81
Degenerado 2,46 14,11 3,70 0
Normal 25,9 36,3 12,9 5,19
T4C10 77
Degenerado 6,49 10,3 1,29 1,29
Normal 27,72 25,64 14,8 1,9
T12C10 101
Degenerado 6,9 18,91 2,97 0,9

Fonte: elaborado pela autora.
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Gréfico 4 — Percentual de foliculos morfologicamente normais e degenerados

apos conservacao em diferentes condi¢cfes experimentais
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Fonte: elaborado pela autora.

Constatou-se que 27,8% dos foliculos do controle a fresco se mantiveram
intactos (normais), enquanto 72,2% foram classificados como degenerados por
apresentarem retracdo citoplasmatica e/ou nucleo do odcito picnético, bem como
desorganizacao das células da granulosa e destacamento da membrana basal.

Quanto as condicdes experimentais investigadas, verificou-se que o0s
foliculos normais identificados se apresentaram esféricos, com as células da
granulosa bem organizadas circundando o oécito e nucleo sem picnose (Figura 6),
variando de 60,8% a 87,9%, respectivamente nas condi¢cdes experimentais T12C2 e
T4C5. Ja os foliculos classificados como degenerados (Figura 7) variam de 11,53% a

42,56% equivalentes as condi¢cOes experimentais T12C2 e T4C5., respectivamente.
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Figura 6 — Microscopia de tecido ovariano de vacas com identificacdo de

(b) com morfologia normal em meio de

foliculo antral (a) e primério

~

conservagcao

)

a

(

)

b

(

Fonte: elaborado pela autora.



Figura 7 — Microscopia de tecido ovariano de vacas com identificacdo de

foliculo antral (a) e primario (b) degenerados em meio de conservacao

proposto

Fonte: elaborado pela autora.
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O nuamero de foliculos ovarianos identificados no estudo variou de 52 a 124,
respectivamente nas condi¢cdes experimentais de T4C5 e T12C2. Na temperatura de
4°C com tempo de exposicado de 4h a maior eficacia na conservacao dos foliculos
(87,95%) foi na condicdo experimental que possuia como meio de conservagao o
extrato hidroalcodlico de propolis vermelha a 5% (T4C5).

Ja com tempo de exposicdo de 12h a maior eficacia na conservacao dos
foliculos (71,53%) foi na condicdo experimental que possuia como meio de
conservacao o extrato hidroalcoodlico de propolis vermelha a 5% (T12C5), implicando
gue a concentracao de 5% mais recomendada como meio de conservacgao.

Apos a realizacdo da analise estatistica pelo método de Tocher (Tabela 2
a 11) observou-se que o extrato hidroalcodlico de propolis vermelha no meio de
conservacao de tecido ovariano preservou a morfologia folicular a depender da

categoria folicular avaliada.

Tabela 2 — Agrupamento das diferentes condi¢cdes experimentais em relacéo a

variavel foliculos primordiais normais

Grupo  Condicéo experimental
1 T4C1; T12C1; T4C2; T12C2; T12C5; T4C10; T12C10; CONTROLE A FRESCO
2 T4C5

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 3 — Agrupamento das diferentes condi¢cdes experimentais em relacéo a

variavel foliculos primordiais degenerados

Grupo Condicdo experimental
1 T12C1; T4C2; T12C2; TAC5; T12C5; T4C10; T12C10
2 T4C1; CONTROLE A FRESCO

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 4 — Agrupamento das diferentes condi¢cdes experimentais em relagéo a

variavel foliculos de transicdo normais

Grupo Condico experimental

1 T4C1; T12C1, T4C2; T4C5; T4C10
2 T12C2; T12C5; T12C10
3 CONTROLE A FRESCO

Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 5 — Agrupamento das diferentes condicdes experimentais em relacéo a

variavel foliculos de transicdo degenerados

Grupo Condicado experimental
1 T4C1; T12C5
2 T4C2; T4C10; T4C5
3 CONTROLE A FRESCO
4 T12C1; T12C2
5 T12C10

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 6 — Agrupamento das diferentes condicdes experimentais em relacéo a

variavel foliculos primarios normais

Grupo Condicao experimental

1 T4C2; T12C2; TAC10; T12C10; T4C5; T12C1
2 T4C1

3 T12C5

4 CONTROLE A FRESCO

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 7 — Agrupamento das diferentes condicdes experimentais em relacéo a

variavel foliculos primérios degenerados

Grupo Condicéo experimental
1 TAC1; T12C1; T4C2; T12C2; T4C5; T12C5; T4C10; T12C10
2 CONTROLE A FRESCO

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 8 — Agrupamento das diferentes condicdes experimentais em relacéo a

variavel foliculos secundéarios normais

Grupo Condicéo experimental
1 T4C1; T12C1; T4C2; T12C2; T12C5; T12C10; CONTROLE A FRESCO
2 T4C5; TAC10

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 9 — Agrupamento das diferentes condi¢cdes experimentais em relagéo a

variavel foliculos secundarios degenerados

Grupo Condicao experimental
1 T4C1; T12C1; T4C2; T12C2; T4C5; T12C5; T4C10; T12C10
2 CONTROLE A FRESCO
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Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 10 — Agrupamento das diferentes condicdes experimentais em relagéo
as variaveis relacionadas a morfologia normal dos foliculos primordial,

transicao, primario e secundario em conjunto

Grupo Condicao experimental
1 T4C1; T12C1; T4C2; T12C2; T12C5; T12C10
2 CONTROLE A FRESCO
3 T4C5; T4C10

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 11 — Agrupamento das diferentes condi¢cdes experimentais em relagéo
as variaveis relacionadas a morfologia degenerada dos foliculos primordial,

transicado, primario e secundario em conjunto

Grupo Condicado experimental
1 T4C1; T12C1; T4C2; T12C2; T4C5; T12C5; T4C10; T12C10
2 CONTROLE A FRESCO

Fonte: elaborado pela autora.

A andlise multivariada aplicada permitiu diferenciar as condicdes
experimentais, sendo possivel destacar se os tratamentos foram ou ndo diferentes do
controle a fresco. As tabelas 2, 4, 6, 8 e 10 apresentam 0s agrupamentos das
condi¢cdes experimentais investigadas quanto a categoria dos foliculos pré-antrais
normais (foliculos contendo odcito e células da granulosa intactas).

De acordo com a tabela 2 foi possivel verificar que todas as condicGes
experimentais apresentaram similaridade com o controle a fresco, com excecéo da
gue utilizou o tempo de conservacao de 4h e a concentracdo de EHPV em 5% (T4C5).
Desta forma, constatou-se que 0 meio de conservagao proposto permitiu a
manutencdo da integridade em foliculos primordiais na maioria das condicdes
investigadas.

No tocante aos foliculos de transicdo, todas as condi¢cdes testadas
diferiram estatisticamente do controle a fresco frente, sendo T12C2, T12C5, T12C10,
agquelas condigcbes que mais se aproximaram do controle, ou seja, tempo de
refrigeracdo de 12h e concentracdo de EHPV em 2%, 5% e 10%, respectivamente
(tabela 4).

Na categoria dos foliculos primarios todas as condi¢des testadas também
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diferiram ao controle a fresco, sendo a T12C5 a condi¢cdo que mais se aproximou do
controle, ou seja, tempo de refrigeracdo de 12h e concentracdo de EHPV em 5%
(tabela 6).

Na tabela 8 as condi¢cdes experimentais T4C1, T12C1, T4C2, T12C2,
T12C5 e T12C10 apresentaram similaridade com o controle a fresco de forma que se
observou a integridade dos foliculos pré-antrais secundarios, com excecao de T4C5
e T4C10 que utilizaram o tempo de conservagao de 4h e a concentracdo de EHPV
em 5% e 10%, respectivamente.

A tabela 10 nos mostra que nenhuma das condicfes experimentais
apresentaram similaridade com o controle a fresco, no entanto, as condicdes
experimentais T4C1; T4C2; T12C1; T12C2; T12C5; T12C1 e T4C5; T4C10 foram as
gue mais se aproximaram ao controle a fresco.

Ja as tabelas 3, 5, 7, 9 e 11 apresentam o perfil de degeneracdo das
categorias foliculares nas diferentes condicdes experimentais investigadas. A tabela
3 evidenciou que o EHPV a 1% utilizado em foliculos primordiais apresentou
similaridade ao controle fresco quanto ao perfil de degeneracao, diferentemente das
demais condicdes. A tabela 5 demonstrou que nenhuma das condi¢des experimentais
apresentou similaridade com o controle a fresco quanto aos foliculos de transicéo
degenerados. Porém, o grupo 2 e 4 foram aqueles que mais se aproximaram do
controle.

As tabelas 7 e 9 apresentam o perfil de degeneracao de foliculos primarios
e secundarios, respectivamente, o qual ndo apresenta similaridade com o controle a
fresco. A tabela 11 também demonstrou que o perfil de degeneracdo de todas as
categorias foliculares em conjunto nédo apresentou similaridade ao controle a fresco

em todas as condi¢gbes experimentais.
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7 DISCUSSAO

Foi possivel verificar que o extrato de propolis vermelha em estudo
apresentou valor de CTF maior do que o reportado na literatura. Cabral et al. (2009)
e Frozza et al. (2013) reportaram valores de 257,98 e 151,50 mg de EAG/g de extrato
seco, respectivamente para a propolis vermelha do Estado de Alagoas no mesmo
solvente.

Oldoni (2007) encontrou para o extrato etanolico de prépolis produzido por
tintura 50,5% de inibicdo frente ao radical DPPH?*, enquanto que Daugsch et al. (2007)
encontrou valores de inibicdo entre 19,2 e 39,1%. Desta forma, verificou-se que o
extrato obtido apresentou valores proximos ao reportado na literatura, demonstrando
efetiva capacidade antioxidante.

De acordo com os dados apresentados na sec¢ao anterior, verificou-se que
temperatura de resfriamento de 4°C utilizada no protocolo experimental corrobora com
os resultados apresentados por Wongsrikeao et al. (2005), visto que proporciona
reducdo no metabolismo celular, minimiza as necessidades metabdlicas e aumenta a
resisténcia de foliculos a reducao de nutrientes e oxigénio durante a preservacao in
vitro (MOTTA et al., 2017). A literatura reporta que a temperatura de 4°C pode ser
utilizada com sucesso na conservacao de foliculos pré-antrais por até 24 horas em
diversas espécies animais (CELESTINO et al., 2007; MISSIO et al., 2014).

Estudos reportaram a conservacao de ovarios de vacas zebuinas a 4°C por
até 18h sem danos morfologicos dos foliculos pré-antrais, apontando que o
resfriamento atua como método de conservacdo em curto prazo, visto que a
diminuicdo da temperatura tecidual retarda os processos de degeneracdo celular
(BRITO, 2008; LUCCI et al., 2004).

Além da temperatura, os radicais livres demonstram influéncia na
conservacdo de foliculos pré-antrais no tecido ovariano, sendo antioxidantes
substancias necessarias para manutengdo da viabilidade celular (CHAVES, 2007).
Antioxidantes como a-tocoferol, trolox e catalase s&o descritos nos estudos
reportados por Luz et al. (2011), e proporcionam reducdo nos danos celulares
irreversiveis em células germinativas, o que corrobora com sua conservacao.

Celestino et al (2007) ao avaliarem a morfologia dos foliculos pré-antrais
de bovinos em solucéo salina e TCM 199, meio de conservacgao simples e complexo,

respectivamente, afirmaram que a eficiéncia deste meio depende da temperatura e do
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tempo de incubacéo, corroborando com os dados obtidos no presente estudo.

O extrato hidroalcoodlico de propolis vermelha utilizado no estudo como
meio de conservacgao, preservou a morfologia folicular do tecido ovariano, a depender
da categoria avaliada, necessitando de estudos mais detalhados para identificacéo da
concentracdo mais viavel do extrato.

A literatura descreve que o0 uso de produtos naturais com elevada
capacidade antioxidante, como o extrato de propolis vermelha, € util para manutencéo
da viabilidade celular, prevenindo a peroxidagéo lipidica da membrana celular (SILVA
et al., 2011). Lucci et al. (2004) avaliaram uma solucao a base de agua de coco como
meio de conservacao de ovarios bovinos, sendo a percentagem de foliculos normais
similar a de foliculos-controle quando mantidos a 4°C por até 18h.

Apesar da literatura reportar o efeito pré-estrogénico das isoflavonas,
comumente presentes no extrato de prépolis vermelha de Alagoas (NANI et al., 2018;
CCANA-CCAPATINTA et al.,, 2020), at¢ o momento ndo existe relato sobre a
influéncia deste efeito sobre a conservacao do tecido ovariano em mamiferos.

Desta forma, a utilizacdo de produtos naturais como meio de conservacao
tem se apresentado como estratégia cada vez mais promissora no desenvolvimento
de protocolos alternativos de conservacédo de tecido ovariano bovino, bem como em
outras espécies animais, visto que se tornam mais viaveis pela praticidade e valor
comercial (SOARES et al., 2019).
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8 CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico de propolis vermelha de Alagoas produzido
apresentou capacidade antioxidante capaz de preservar a morfologia folicular do
tecido ovariano a depender da categoria avaliada nas condicbes experimentais
investigadas. Entretanto, necessita-se de estudos mais detalhados para identificacéo

da concentracdo mais viavel do extrato frente a cada categoria folicular.
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