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Introducdo - A criopreservacdo de tecido ovariano é uma estratégia promissora para
programas de conservacao e melhoramento genético. No entanto, o uso de crioprotetores
tradicionais ainda representa um desafio, pois pode induzir estresse oxidativo e toxicidade
celular, comprometendo a integridade tecidual. Nesse contexto, a adi¢do de compostos
antioxidantes aos meios de cultivo tem se destacado, especialmente o uso de substancias
naturais, como a punicalagina (PU), reconhecida por sua potente atividade antioxidante.
Objetivo - Analisar os efeitos de diferentes concentracdes de punicalagina sobre células
do cumulus (CCs) bovino cultivadas in vitro e sobre a morfologia, integridade e ativacédo
de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano criopreservado, além de avaliar
parametros pro-oxidantes (tidis) e antioxidantes (SOD, CAT e GPX) apds o processo de
vitrificacdo. Métodos - As CCs foram isoladas de complexos cumulus-o6cito bovino e
cultivadas em meio a-MEM+ a 38,5 °C e 5% de CO.. A viabilidade foi avaliada apos 48
h de exposi¢do a punicalagina nas concentragdes de 0, 1, 10 e 100 uM, utilizando os
marcadores calceina-AM e etidio homodimero-1 (EthD-1). Fragmentos do coértex
ovariano (3x3x1 mm) foram submetidos a vitrificacdo em superficie sélida por 30 dias
em solucdo contendo a-MEM, 10% SFB, 10% DMSO e 0,25 mol/L de sacarose, com
adicdo das mesmas concentracdes de PU. Apos reaquecimento, os fragmentos foram
incubados por 24 h em meio a-MEM suplementado e avaliado quanto & morfologia,

desenvolvimento folicular e parametros antioxidantes. Resultados -
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A anélise de citotoxicidade mostrou que a fluorescéncia da calceina-AM em CCs tratadas
com 1, 10 e 100 uM de PU nao diferiu do controle (p > 0,05). Entretanto, o grupo PU10
apresentou fluorescéncia para calceina-AM significativamente maior em comparacao ao
PU100 (p < 0,05). Além disso, a intensidade de fluorescéncia do EthD-1 foi menor nos
grupos tratados com PU (p < 0,05), indicando menor nimero de células mortas. Apds a
vitrificacdo e o reaquecimento, ndo foram observadas diferencas significativas na
atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPX) nem nos niveis de tidis totais
entre os grupos. A proporc¢éo de foliculos primordiais e em desenvolvimento manteve-se
semelhante entre os tratamentos, indicando que a punicalagina ndo interferiu na ativagéo
folicular e preservou o padréo observado no controle. Quanto a morfologia, a maioria dos
foliculos manteve-se normal em todos os grupos, sem diferencas significativas,
demonstrando que a punicalagina contribuiu para a preservacdo da integridade estrutural
e da viabilidade folicular frente as condices de vitrificagdo. Concluséo - A punicalagina
ndo apresenta efeito citotdxico e, em diferentes concentracOes, é capaz de preservar a
morfologia e a viabilidade folicular, evidenciando seu potencial como agente protetor

durante a criopreservacao de tecido ovariano.
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