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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da fracdo de Auxemma oncocalyx (AO)
e Oncocalyxona A (Onco A) sobre o cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais
isolados caprinos. Para tanto, realizou-se testes preliminares de viabilidade espermatica e de
odcitos e o experimento propriamente dito, em que foliculos ovarianos foram isolados e
cultivados em meio a-MEM™ (controle positivo), na auséncia ou presenca de dimetilsulféxido
(DMSO: 0,5% v/v), da Doxorrubicina (DXR 0,3 ng/ml - controle negativo), ou ainda, da AO
(1,2 pg/ml) ou em 1,0 ug/ml da Onco A. Foram avaliados diametro, crescimento folicular
diario, sobrevivéncia, extrusdo e formacdo de antro. Os dados foram analisados utilizando o
pacote estatistico SAS considerando P < 0,05. A percentagem de o0citos viaveis na AO foi
significativamente inferior ao controle, DMSO e DXR. Com relagdo ao didmetro e as

percentagens de foliculos normais e formacgédo de antro, dados significativamente inferiores
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foram encontrados na DXR quando comparado aos demais tratamentos. Em concluséo,
o0citos sdo mais susceptiveis aos efeitos toxicos da AO e os foliculos & DXR.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade, Ovario, Auxemma oncocalyx, Oncocalyxona A,
Reproducao.

INTRODUCAO

Ao buscar novas drogas, as plantas vém sendo consideradas excelentes fontes de
matéria-prima devido a sua elevada diversidade molecular. Um exemplo disso é a Auxemma
oncocalyx, planta nativa do Nordeste do Brasil. Alguns estudos vém sugerindo que ela tem
atividades biologicas como analgésica, antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral
(FERREIRA et al., 2003). Do cerne do caule desta foram isolados diversos compostos, dentre
estes uma quinona denominada Oncocalyxona A (Onco A), com alta atividade antioxidante
(FERREIRA et al., 2003) e antiproliferativa de células tumorais (COSTA-LOTUFO et al.,
2002), e que, por esse motivo, vem sendo estudada no combate ao cancer. Entretanto, o efeito
dessa substancia sobre a fertilidade feminina ainda n&o é conhecido.

Dessa forma, faz-se necessario estudar a agdo desse composto sobre o desenvolvimento
dos foliculos ovarianos. Essa avaliagdo pode ser realizada utilizando-se o cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais (FOPA) caprinos através da técnica chamada Ovario Artificial,
importante etapa da biotécnica de Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos
Pré-Antrais (MOIFOPA).

Portanto, este trabalho objetivou avaliar o efeito da quinona Oncocalyxona A, e também
da fracdo de Auxemma oncocalyx sobre o cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais

isolados caprinos.

MATERIAL E METODOS

O experimento propriamente dito foi conduzido no Laboratério de Manipulagdo de
Odcitos e Foliculos Pré-Antrais (LAMOFOPA) da Universidade Estadual do Ceara (UECE),
durante o periodo de janeiro a julho de 2015.

A fragdo da Auxemma oncocalyx e a Onco A isolada foram fornecidas pelo
Laboratorio de Fitoquimica de Plantas Medicinais (LAFIPLAM) - Universidade Federal do
Ceara (UFC).

Ovérios de cabras sem raca definida obtidos de abatedouros locais foram coletados,

lavados e transportados ao laboratorio em Meio Essencial Minimo (MEM), com antibioticos e



HEPES & temperatura de 4°C (CHAVES et al., 2008). Destes ovérios, foram isolados
foliculos por meio de microdissec¢do com auxilio de agulhas 28G.

Antes do cultivo propriamente dito foram realizados testes preliminares de viabilidade
espermatica e de viabilidade de odcitos.

O cultivo in vitro dos FOPAS isolados foi realizado diretamente sobre o plastico com
a-MEM+ suplementado, na auséncia ou presencga do veiculo DMSO (0,5% v/v), da DXR em
sua dose toxica (0,3 ng/ml), ou ainda, do extrato do cerne do caule da Auxemma (1,2 ug/ml)
ou em 1,0 ug/ml da Oncocalyxona A. Os FOPA secundarios avancados foram cultivados
individualmente, por 6 dias, em microgotas de 100 pl de meio em placas de 60 mm de
didametro sob éleo mineral, sendo a troca de 60 ul de meio realizada a cada 2 dias. Apos 0
cultivo, estes foram classificados de acordo com a sua morfologia em normais ou degenerados
e também avaliados quanto ao seu diametro, extrusdo e formacéo de cavidade antral.

Todos os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico SAS considerando P <

0,05, e os testes empregados foram Qui-quadrado, Kruskal-Wallis e o Exato de Fisher.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a viabilidade espermatica, verificou-se uma diminuicdo da percentagem de
espermatozéides vivos com o aumento do tempo de exposicao, e uma menor percentagem de
espermatozoides vivos foi também observada na presenca da quinona Oncocalyxona A.

A Tabela 1 abaixo mostra a percentagem de 06citos vivos e mortos ap6s utilizacéo de
diferentes tratamentos. Os resultados mostraram entdo uma toxicidade maior no extrato da

Auxemma oncocalyx do que quando utilizada a quinona Oncocalyxona A isolada do extrato.

Tabela 1 - Percentagem (a/total) de oocitos apos maturagdo in viro em TCMA99 Tapely ) _ Taya de crescimento didrio + DP. e percentagens (w/total) de foliculos

bicarbonato sozinho (Controle) ou 1 do com dimetilsulfoxido (DMSO),

normais, extrusos e de formacio de antro de foliculos isolados caprinos cultivados in

doxorrubicina (DXR), Oncocalyxona A (Onco A) ou Auxemma oncocalyx (4. oncocalyx).

vitro por § dias em alfa-Meio Essencial Minimo (Controle) sozinho ou suplementado com
ilsulfoxido (DMSO), doxorrubicina (DXR), Auxemma oncocalyx (4. oncocalyx) ou
Oncocalyxona A (Onco A).

Tratamentos N© ogcitos Vives Mortos

Controle 75 94.67 (71/75) 2 5.33 4/75) ¢

DMsO 25 89,41 (76/85) 10,59 (9/85) B¢

Parimetros  Controle DMSO DXR A oncocalyx  Onco A
DXR 79 83.54 (66/79) ® 16.46 (13/79)® Cresc/dia 46026324 33827314 11824633 4402700% 2427274

Nomas (%) 9333 (660)% 913B(I5)* 6441(859)F SRI4(UINS 8644 (51/59)

Once A 77 80,52 (62/77) ¢ 19,48 (15/77) 3
Exmusos(t) MOS0 S 1Q0ME 1O 19059

. oncocalyx 6 67.44 (58/86) 32,56 (28/86) @ ) o : :
Antoe)  BBEIE0F BQUSHH 1II60IE NGBQAH 38382359

Diferentes letras minisculas sobrescritas representam diferencas significativas entre linhas - ? — — =
P cas S8 Letras maiisculas sobrescritas distintasrepresentam diferencas significativas entre cohmas. P < 0,03

(tratamentos experimentais). P < 0,05

Ja com relacdo ao didmetro médio dos FOPA caprinos isolados nos diferentes
tratamentos, observou-se que no dia 0 de cultivo ndo houve diferenca significativa entre estes.

Apds 6 dias de cultivo, verificou-se um didmetro significativamente inferior no tratamento



com DXR (controle negativo). Com a progressao do cultivo de O para 6 dias, houve um
aumento significativo no didmetro folicular em todos os tratamentos, exceto na presenca da
Doxorrubicina e da Oncocalyxona A.

A Tabela 2 acima mostra a taxa de crescimento diario dos foliculos, e as percentagens
de foliculos normais, extrusos e de formacdo de antro. A DXR no cultivo agiu negativamente
na taxa de crescimento diario, ndo acontecendo 0 mesmo para 0s demais tratamentos. Mesmo
apos 6 dias de cultivo, todos tratamentos promoveram altas taxas de sobrevivéncia folicular
em torno de 90%, exceto na DXR (£ 60%). J& a percentagem de foliculos extrusos néo diferiu
entre os diferentes tratamentos, € no que se refere a formacdo de antro, observou-se uma
percentagem significativamente inferior no tratamento DXR, quando comparado aos demais

tratamentos.

CONCLUSOES

Em concluséo, o presente estudo mostrou que os odcitos sdo mais susceptiveis aos efeitos
toxicos da Auxemma oncocalyx do que da Oncalyxona A, e os foliculos da Doxorrubicina.
Mais estudos sdo necessarios para tentar desvendar o mecanismo de acdo dessas substancias

sobre a fertilidade feminina, especialmente sobre a foliculogénese.
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