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DIAZ, Brenda Francisconi. Efeito da polpa da jugara in natura e fermentada por
limosilactobacillus reuteri LR92 em ratas Wistar com idade avanc¢ada:
propriedades antioxidantes e a fertilidade. 2023. (69). Dissertagcdo (Mestrado em
Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

O envelhecimento reprodutivo feminino esta relacionado a redugédo das taxas de
fertilidade em razdo da perda gradual das fungdes de 6rgaos e tecidos, reducéo da
qualidade do ovocito, aumento do dano ao DNA mitocondrial e aneuploidia
cromossémica. O estilo de vida que grande parte das mulheres tem se submetido nas
ultimas décadas contribui para a maternidade tardia, o que tem demonstrado ser um
fator de risco para aborto espontaneo, anomalias cromossémicas e congénitas. Além
disso, sabe-se que o desequilibrio no estresse oxidativo pode contribuir para o
envelhecimento e afetar a reprodugdo feminina, interferindo negativamente na
implantagcdo do embrido e relacionando-se com a perda gestacional precoce
observada no estudo. No entanto, habitos de vida saudaveis como o consumo de
bioativos como antioxidantes e probidticos podem amenizar os efeitos prejudiciais do
estresse oxidativo e, portanto, podem minimizar o risco associado de infertilidade.
Nesse sentido, esse estudo objetivou analisar os efeitos da administragédo, via
gavagem, da polpa de jucara e da polpa de jugara fermentada por Limosilactobacilus
reuteri LR92 (4,45 mL/kg/dia), durante 6 semanas, sobre os parametros reprodutivos
e marcadores oxidativos em ratas Wistar de idade avancada. O presente estudo
evidenciou que a fermentacdo da polpa da jugara n&o alterou o conteudo de
compostos fendlicos totais, mas reduziu significativamente a atividade antioxidante
quando analisada pelo método FRAP. A administragdo da jugara, fermentada ou néo,
nao esteve associada a alteragdes nas taxas de gestacéo, natalidade, acasalamento
e fertiidade. As amostras ovarianas demonstraram diminuicdo na atividade
antioxidante enzimatica da glutationa-S-transferase (GST) no grupo tratado com
jucara fermentada, enquanto as amostras uterinas apresentaram aumento na
atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD) no grupo tratado com jugara n&o
fermentada, indicando maior capacidade antioxidante in vivo. Observou-se ainda que
a administragéo da jugara in natura foi associada a maior taxa de implantagdo e menor
taxa de perda pré-implantacdo. Essa descoberta pode ser atribuida a diminui¢cdo na
area de senescéncia celular nos tecidos ovarianos e uterinos (estroma) e a uma maior
atividade antioxidante no grupo tratado com jugara in natura, quando comparado ao
grupo tratado com jugara fermentada por LR92 e ao grupo controle. Concluiu-se que
a jugara possui propriedades antioxidantes e capacidade de retardar o
envelhecimento celular no utero e ovario, resultando em taxas aumentadas de
implantacdo e reducdao das taxas de perda pré-implantacdo. Esses resultados
sugerem que a jugara pode ser benéfica para a saude reprodutiva, oferecendo
potenciais aplicacdes na area da fertilidade.

Palavras-chave: Jucara; Probidticos; Gestacao tardia; Antioxidantes; Fertilidade.



DIAZ, Brenda Francisconi. Effect of jugcara pulp in natura and fermented by
limosilactobacillus reuteri LR92 in aged Wistar rat: antioxidant properties and
fertility. 2023. (69). Dissertation (Master’s degree in Food Science) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

The female reproductive aging is related to redution of fertility rates due to the gradual
loss of organ and tissue function, reduced oocyte quality, increase of mitochondrial
DNA damage, and chromosomal aneuploidy. The lifestyle that most women have
undergone in recent decades contributes to late motherhood, which has been shown
to be a risk factor for miscarriage, chromosomal and congenital anomalies.
Furthermore, it is known that imbalance in oxidative stress can contribute to aging and
affect female reproduction, negatively interfering with embryo implantation and being
related to early pregnancy loss. However, healthy lifestyle habits like the consumption
of bioactives, such as antioxidants and probiotics can mitigate the harmful effects of
oxidative stress and, therefore, can minimize the associated risk of infertility. In this
perspective, this study aimed to analyze the effects of administration, via gavage, of
jucara pulp and jucara pulp fermented by Limosilactobacilus reuteri LR92 (4.45
mL/kg/day), for 6 weeks, on reproductive parameters and oxidative markers, in
advanced age female Wistar rats. The present study pointed that jucara pulp
fermentation did not change the content of phenolic compounds, but significantly
reduced the antioxidant activity. The administration of jugara, fermented or not, was
not associated with changes in pregnancy, birth, mating and fertility rates. The ovarian
samples showed a decrease in the enzymatic antioxidant activity of glutathione-S-
transferase (GST) in the group treated with fermented jugara, while uterine samples
presented an increase in the enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD) in the
group treated with unfermented jucgara, indicating a higher antioxidant capacity in vivo.
It was also observed that the administration of jugara in natura was associated to a
higher rate of implantation and a lower rate of pre-implantation loss. This discovery can
be attributed to a decrease in the area of cellular senescence in the ovarian and uterine
tissues (stroma) and to a greater antioxidant activity in the group treated with in natura
jucara, when compared to the group treated with jugara fermented by LR92 and the
control group. It was concluded that jugara has antioxidant properties and the capacity
to delay cellular aging in the uterus and ovary, resulting in increased rates of
implantation and reduced rates of pre-implantation loss. These results suggest that
jucara can be beneficial for reproductive health, offering potential applications in the
field of fertility.

Key-words: Jugara; Probiotics; Late gestation; Antioxidants; Fertility.
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1 INTRODUGAO

A jucara (Euterpe edulis) é uma palmeira amplamente distribuida na Mata
Atlantica com destaque no meio cientifico pela sua composi¢cdo nutricional rica em
antioxidantes (CARDOSO et al., 2018). A espécie esta incluida na lista das espécies
ameacadas de extingdo (BRANCALION et al., 2012). Tao notavel € a importancia do
fruto e o risco iminente de extingdo que alguns estudos buscam manejos sustentaveis
da palmeira bem como estimulo para a utilizagdo comercial de seus frutos, estudando,
dessa forma, a evolugédo da sua produtividade (CEMBRANELI et al., 2009; MARCAL
et al., 2015).

O género Euterpe reune diferentes espécies dentre as quais duas principais se
destacam por apresentar grande importancia econémica e cultural (GATTI;
CAMPANELLO; GOLDSTEIN, 2011): a jugara (E. edulis) e o agaizeiro (E. oleraceae),
que apresentam potencial de producao de frutos com elevado valor nutricional, ricos
em acidos graxos, proteinas, fibras, minerais e vitaminas, bem como compostos
bioativos como antocianinas, flavonoides e acidos fendlicos, que estdo associados a
atividade antioxidante (SCHULZ et al., 2016).

De fato, extratos de jucara, em diferentes concentragdes, incubados por 24
horas, mostraram, através de métodos como Ferric Reducing Ability Power (FRAP) e
2,2 Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), ter efeito protetor contra o estresse oxidativo
induzido por hidroperoxido de terc-butila (TBH) em cultura de células Vero,
provavelmente pela predominancia de acidos fendlicos e flavonoides (BORGES et al.,
2013).

A associacdo de compostos bioativos e 0 uso de microrganismos
potencialmente benéficos tem sido usada visando melhorar o metabolismo do
hospedeiro ocasionando incremento no estado de saude geral. Nesse contexto, os
probidticos, segundo Hill e colaboradores (2014), sdo microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro. Entre os beneficios da sua utilizagao, estao o equilibrio microbiano e agéo
imunomoduladora (JEZEWSKA-FRACKOWIAK et al., 2018).

Antioxidantes sdo moléculas capazes de inativar radicais livres e prevenir a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO), atuando como agente redutor,
evitando, dessa forma, a oxidagao de outras substancias. Essas moléculas atuam por
meio de diferentes mecanismos, sendo capazes de prevenir a ocorréncia de ERO ou
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bloquear e capturar os radicais ja formados. Dessa forma, as fungdes antioxidantes
implicam na reducédo do estresse oxidativo, de mutagdes no DNA, transformacgdes
malignas, bem como outros parametros de dano celular (PISOSCHI; POP, 2015).

Atualmente, as mulheres vém ocupando novas atribuicbes sociais e
profissionais, dessa forma a escolha da maternidade tem sido decorrente da insercéo
da mulher no mercado de trabalho, bem como da busca pela estabilidade financeira
(ALVES; FRONZA; STRAPASSON, 2021), fatores que tém levado postergacéo da
gravidez. Segundo o Ministério da Saude, a gestacdo em idade avangada € aquela
que ocorre apos os 35 anos de idade (BRASIL, 2012). Embora as taxas de fertilidade
declinem com o avango da idade, a maior redugéo € observada a partir dos 35 anos
(MENKEN; TRUSSEL; LARSEN, 1987), idade em que a fecundidade da mulher
apresenta progressivo declinio, devido a mudangas na qualidade dos ovdcitos,
frequéncia e eficiéncia da ovulacdo, funcdo sexual, saude uterina e risco de
complicagdes gestacionais (CRAWFORD; STEINER, 2015). Além disso, a idade
materna avangada demonstrou ser um fator de risco para aborto espontaneo e
anomalias cromossémicas (GONCALVES; MONTEIRO, 2012).

A suplementacgédo antioxidante tem sido estudada sob parametros inflamatérios
relacionados, principalmente, a dietas ricas em acidos graxos (SANTAMARINA et al.,
2018; SANTAMARINA et al., 2019; MORAIS et al., 2015). Foi relatado que os efeitos
prejudiciais do estresse oxidativo sdo amenizados com o auxilio de antioxidantes e,
portanto, podem minimizar o risco associado de infertilidade (AGARWAL et al., 2012).

Sabendo que a fermentagao por bactérias probidticas € capaz de adicionar
beneficios a saude, nosso grupo de pesquisa avaliou a influéncia do processo de
fermentacao na atividade antioxidante. Foi observado que a fermentacéo de 100 mL
de jucara pasteurizada, a uma contagem inicial de 108 UFC/mL de Limosilactobacillus
reuteri, promoveu aumento significativo no conteudo fendlico total e na atividade
antioxidante medida pelos métodos DPPH e ABTS+, alcangando até 50% de aumento
na atividade antioxidante (GUERGOLETTO; ISHII MAURO; GARCIA, 2017). Além
disso, em humanos, a suplementagdo com produtos simbidticos contendo amplo
espectro de cepas benéficas, como Lactobacillus, além de prebidticos como
frutooligossacarideos, mostrou melhorar parametros reprodutivos em homens com
infertilidade idiopatica, possivelmente através da melhora do balanco de estresse
oxidativo do fluido seminal (ABBASI; ABBASI; NIROUMAND, 2021).
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Considerando a possivel correlagao entre o estresse oxidativo e sua relacéo
com a infertilidade ligada a idade avangada, bem como a falta de estudos sobre os
efeitos da polpa da jugara sobre o sistema reprodutivo feminino, esse estudo tem
como objetivo analisar os efeitos da atividade antioxidante promovidos pela
administracdo da polpa de jugcara e da polpa de jugcara fermentada por
Limosilactobacillus reuteri LR92 em ratas Wistar de idade avangada, correspondente

a faixa etaria entre 35 e 45 anos, classificada por Matt et al. (1986).
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2 REVISAO DE LITERATURA/ REFERENCIAL TEORICO

2.1 JUGARA (EUTERPE EDULIS)

O género Euterpe € composto por varias espécies de palmeiras. Duas espécies
em particular se destacam por sua importancia econémica e cultural: a jugara (Euterpe
edulis) e o agaizeiro (Euterpe oleracea) (GATTI; CAMPANELLO; GOLDSTEIN, 2011).
Ambas tém potencial de producéo de frutos com alto valor nutricional, contendo acidos
graxos, proteinas, fibras, minerais e vitaminas. Além disso, os frutos s&o ricos em
compostos bioativos, como antocianinas, flavonoides e acidos fendlicos, que possuem
propriedades antioxidantes (SCHULZ et al., 2016).

A jucara (Euterpe edulis) € uma espécie de palmeira amplamente encontrada
na Mata Atlantica e enfrenta o risco de extingdo, sendo incluida na lista de espécies
ameacadas (BRANCALION et al., 2012). A importancia dos frutos da jucara e a
urgéncia em sua preservacgao sao tao significativas que diversos estudos abordam o
desenvolvimento de praticas de manejo sustentavel da palmeira e estimulo do seu
uso comercial. Essas pesquisas também buscam compreender a evolugdo da
produtividade dos frutos (CEMBRANELI et al., 2009; MARCAL et al., 2015).

As frutas sao ricas em compostos bioativos que conferem beneficios a saude
dado a presencga de fibras, micronutrientes e compostos bioativos. A quantidade de
compostos fendlicos nos frutos é correlacionada, entre outros fatores, ao do grau de
maturacéo, variedade, clima, composi¢cao do solo, localizagdo geografica e condigbes
de armazenamento (FU et al., 2011).

Os compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes naturais presentes nas
frutas ricas nesses fitoquimicos (HAMINIUK et al., 2012). Um estudo aponta que as
frutas apresentam capacidades antioxidantes diferentes e que os compostos fendlicos
podem ser um dos principais componentes responsaveis pela capacidade redutora
das frutas. Dessa forma, as frutas sao importantes fontes alimentares de antioxidantes
naturais para prevengao de doencgas relacionadas ao estresse oxidativo (FU et al.,
2011).

A jucara é considerada uma fruta rica por conter, em sua polpa, importantes
antioxidantes dietéticos e representar uma fonte de componentes de alto valor
nuricional relacionado ao teor de compostos fendlicos, como acidos fendlicos,

antocianinas e outros flavonoides (SCHULZ et al., 2015). Os resultados de varios
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estudos indicaram que a polpa da jugara pode exercer efeitos antioxidantes in vitro
(BORGES et al., 2013; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014).

Antioxidantes sdo moléculas capazes de inativar radicais livres e prevenir a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), atuando como agente redutor,
evitando, dessa forma, a oxidag¢ao de outras substancias. Quando ha um desequilibrio
entre a producéao de radicais livres e os mecanismos de defesa antioxidante, ocorre o
chamado “estresse oxidativo”, que pode gerar danos a saude, como doengas
cardiovasculares, degenerativas, tumores etc. (HALLIWELL, 2012).

Os compostos fendlicos sdo substancias provenientes do ambiente externo que
possuem a capacidade comprovada de atuar como antioxidantes, auxiliando na
eliminacdo de ERO. Os antioxidantes atuam por meio de diversos mecanismos, sendo
capazes de prevenir a formagao de ERO ou bloquear e capturar os radicais livres ja
existentes. Essas acbes antioxidantes desempenham um papel importante na
reducao do estresse oxidativo e prevencao de danos celulares (PISOSCHI; POP,
2015).

Portanto, compostos fendlicos tém atraido cada vez mais atengdo como
potenciais agentes para prevenir e tratar muitas doengas relacionadas ao estresse
oxidativo, como doengas neurodegenerativas, cardiovasculares e inflamatorias
(PISOSCHI; POP, 2015).

Um estudo mostrou que, além dos beneficios relacionados ao valor nutricional
da polpa de jucara, sua fermentagdo demonstrou potencial efeito prebidtico
(GUERGOLETTO et al., 2016). Nesse estudo, a polpa de jugara foi fermentada por
microbioma de fezes doadas por humanos saudaveis, representando a regiao distal
do intestino grosso humano. Apds a digestéo in vitro, a polpa da jugara foi capaz de
promover mudangas nas populagdes microbianas relevantes e resultou em um
aumento significativo no numero de bifidobactérias, bem como constatou manutengéao
de 46% do conteudo fendlico total. Analisando resultados prévios da otimizagédo dos
beneficios da polpa de jugara por meio da fermentagao a partir de Limosilactobacillus
reuteri LR92, notou-se um aumento significativo no total de conteudo fendlico e
atividade antioxidante (GUERGOLETTO; ISHII MAURO; GARCIA, 2017).

Além do efeito prebidtico, o estudo mostrou que beneficios a saude
proporcionados pelos antioxidantes podem estar relacionados aos componentes
fendlicos remanescentes apds a degradagao pela microbiota colénica, haja vista que
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a hidrolise pela microbiota intestinal pode aumentar a biodisponibilidade dos

polifendis, facilitando sua absorgéo pela mucosa intestinal (TUOHY et al., 2012).

2.2 PROBIOTICOS

O termo "probidtico" foi definido, inicialmente, por Lilly e Stillwell (1965) como
"substancias secretadas por um microrganismo para estimular o crescimento de
outro", com efeito oposto aos antibidticos. Desde entdo, varias definicbes foram
propostas, sendo a definicdo de Hill e colaboradores (2014) a mais aceita
internacionalmente: "probidticos sao microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro".

A observacao original do papel positivo desempenhado por algumas bactérias
€ atribuida a Eli Metchnikoff (1856-1916), que recebeu o Prémio Nobel russo por seu
trabalho no Instituto Pasteur no inicio do século XX. O autor afirmou que a alimentos
saudaveis podem modificar beneficamente a microbiota do hospedeiro. Segundo seu
estudo, o consumo de probidticos associado ao consumo de produtos lacteos
fermentados esta relacionado a boa saude e longevidade de grupos de habitantes da
Europa Oriental (METCHNIKOFF, 1907).

De acordo com os autores Havenaar e Huis In't Veld (HAVENAAR & HUIS IN'T
VELD, 1992), um probi6tico € uma cultura mono ou mista de microorganismos vivos
que, quando aplicado a um animal ou humano, afeta beneficamente o hospedeiro,
melhorando as propriedades da microbiota intestinal. Essa definicdo amplia os modos
de aplicagdo possiveis para os probidticos e enfatiza a atividade positiva dos
microorganismos probidticos.

No entanto, esta definicdo proposta implica que o termo "probidtico" é restrito
a produtos que: 1) contenham microrganismos vivos, por exemplo, como células
liofilizadas ou em um produto fermentado; 2) melhoram a saude humana ou animal
(que pode incluir a promogéo do crescimento animal); 3) causam um efeito na boca
ou no trato gastrointestinal (JEZEWSKA-FRACKOWIAK, et al. 2018).

Como habitantes regulares do trato gastrointestinal de humanos e animais, os
probidticos podem regular a composigcdo da microbiota intestinal ao inibir a

proliferacdo excessiva de bactérias nocivas, o que pode contribuir para a diminuigao
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do estresse oxidativo. Além disso, estes podem produzir varios metabdlitos com
atividade antioxidante, como a glutationa reduzida, butirato e folato e, dessa forma,
exercer capacidade antioxidante de diferentes maneiras (WANG et al., 2017).

Sabendo que a fermentacao por bactérias probidticas € capaz de adicionar
beneficios a saude, uma vez que o consumo regular de microrganismos probidticos
estimula o sistema imunolégico, atua na inibicao da agao de patdgenos, regulagcéo da
fungdo intestinal (JEZEWSKA-FRACKOWIAK, et al. 2018), um estudo avaliou a
influéncia do processo de fermentagéo na atividade antioxidante e na sua estabilidade
durante o armazenamento. Foi observado que a fermentacgéo de jugara pasteurizada,
a uma contagem inicial de 106 UFC/mL de Limosilactobacillus reuteri, promoveu um
aumento significativo no total conteudo fendlico e na atividade antioxidante medida
pelos métodos DPPH e ABTS+, alcancando até 50% de aumento na atividade
antioxidante (GUERGOLETTO; ISHII MAURO; GARCIA, 2017). Entretanto, outro
estudo, realizado a partir da polpa do maracuja, indicou que a fermentagdo por
Limosilactobacillus reuteri, em diferentes condi¢des, reduziu o conteudo de compostos
fendlicos totais (SANTOS et al., 2020).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a capacidade
antioxidante e a producéo de pré-oxidantes, como as espécies reativas de oxigénio.
O estresse oxidativo € o resultado do desequilibrio na producdo de ERO em relagao
aos niveis de defesa antioxidante. A producao excessiva de ERO e o estresse
oxidativo resultante podem contribuir para o envelhecimento e afetar a reprodugcao
feminina, interferindo negativamente na implantacdo do embrido e relacionando-se
com a perda gestacional precoce e recorrente, além de trabalho de parto prematuro
(AGARWAL et al., 2012).

O corpo humano desenvolveu uma variedade de sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndao enzimaticos disponiveis para combater o excessivo estresse
oxidativo. A protecdo enzimatica antioxidante consiste em enzimas-chave,
nomeadamente catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), glutationa-S-
transferase (GST) e superdxido dismutase (SOD), e moléculas como a glutationa
reduzida (GSH), que sdo importantes na prevencédo da peroxidagao lipidica e na

manuteng¢do do bom funcionamento das membranas celulares (COUTO et al., 2016).
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Os antioxidantes nao enzimaticos, principalmente consumidos em alimentos ou
biossintese enddgena, incluem polifendis (quercetina, resveratrol, baicalina),
carotendides (B-caroteno, licopeno, luteina), antioxidantes de baixo peso molecular
(glutationa, acido urico), oligoelementos (zinco e selénio), vitaminas (A, E, C, B9) e
outros (L-carnitina, melatonina, acetilcisteina). O nivel de antioxidantes enddégenos é
praticamente estavel e esses sao ativados apenas quando necessario. Os
antioxidantes exogenos séo recebidos dos alimentos, de modo que seus niveis se
alteram com base na dieta (AGUILAR et al., 2016).

De fato, o estresse oxidativo gera um impacto negativo em diversos processos
fisiolégicos, mas principalmente com relagéo sistema reprodutivo feminino, pode
afetar significativamente a ovulagao, qualidade do ovécito, esteroidogénese ovariana,
manutengdo gestacional, desenvolvimento de foliculos e blastocistos, bem como a
implantagdo de blastocisto e o desenvolvimento do embrido (VASKOVA et al., 2023).

A geracado de ERO em baixas concentragbes e em compartimentos celulares
tém um importante papel de sinalizagao na ovulagao, decidualizagao, cicatrizacao do
endométrio e angiogénese, além de regular a resposta inflamatoéria no ciclo menstrual
feminino. Uma das principais formas de melhorar a fertilidade feminina € reduzir ou
normalizar as condigbes de estresse oxidativo para um nivel fisiologicamente
adequado e criar um ambiente favoravel a reproducao por meio de um estilo de vida

saudavel e suplementagao antioxidante (VASKOVA et al., 2023).

2.4 FERTILIDADE E GESTACAO TARDIA

Na sociedade moderna, ha uma tendéncia a gestagao tardia € mais comumente
atribuida a mulheres que atrasam a gravidez por escolha de estilo de vida ou devido
a subfertilidade subjacente, mas também inclui mulheres multiparas que continuam
tendo filhos. Embora fatores socioecondmicos e avangos na tecnologia reprodutiva
tenham contribuido para essa mudancga, ela traz consigo possiveis riscos clinicos
(LEAN et al., 2017).

A redugao da fertilidade relacionada a idade ocorre devido a perda gradual das
funcdes de dérgaos e tecidos. A qualidade do ovécito diminui com 0 aumento da idade
materna. Estudos tém mostrado que ovdcitos de baixa qualidade contém aumento do

dano ao DNA mitocondrial e aneuploidia cromossdmica, disfungcdes relacionadas a
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idade, sendo o envelhecimento um fator associado ao desfecho adverso da gravidez
(AGARWAL et al., 2012; LEAN et al., 2017). Outro estudo recente tem demonstrado,
ainda, que o estresse oxidativo influencia todo o processo reprodutivo da mulher,
considerando que a producao excessiva de ERO causa danos ao DNA, peroxidagao
de lipidios e danos as proteinas (LU et al., 2018).

O envelhecimento reprodutivo em mulheres esta relacionado a um declinio
fisiolégico na fungéo do eixo hipotalamo-hipdfise-ovariano, bem como a anormalidade
do alinhamento dos cromossomos no fuso meidtico na metafase Il. O aumento
transitorio da secrecao hipofisaria de FSH e LH foi observado em mulheres em idade
reprodutiva avancgada (KLEIN et al., 1996).

Estudos mostram que a eficacia dos mecanismos de reparo da quebra da fita
dupla do DNA ¢é atenuada em ovdcitos envelhecidos. Além disso, os ovdcitos sao
extremamente suscetiveis a danos acumulados no DNA em raz&o de sua prolongada
interrupcao da profase. O aumento do dano oxidativo causado por mutagdes no DNA
mitocondrial e na enzima de reparo oxidativo do DNA, OGG1, leva a fendtipos de
envelhecimento acelerado, incluindo fuso e anormalidades cromossGmicas em
camundongos com senescéncia acelerada (TANISAWA et al., 2013).

O estresse oxidativo e encurtamento dos telébmeros estdo correlacionados
exponencialmente com o envelhecimento das células somaticas. As ERO geradas por
mitocondrias comprometidas poderiam potencialmente oxidar as proteinas
necessarias para a manutencao dos teldmeros. Os teldmeros carecem de proteinas
protetoras e ficam na membrana nuclear, onde s&o suscetiveis a peroxidagao lipidica.

Durante a foliculogénese, os ovdcitos sao protegidos do dano oxidativo por
antioxidantes como a CAT, SOD, GST, paraoxanase, proteina de choque térmico
(HSP) 27 e proteina isomerase, de forma que os danos induzidos por ERO podem
ocorrer por meio da modulacdo da expressao de citocinas e substratos pro-
inflamatoérios (AGARWAL et al., 2012).

No entanto, ovocitos envelhecidos reprodutivamente produzem um declinio na
eficacia dos mecanismos de protegcéo contra danos oxidativos, ou seja, o metabolismo
de eliminagédo de ERO, reparo de DNA e o sistema de proteassoma e autofagia para
proteinas danificadas por ERO sdo comprometidos. Consequentemente, o aumento
de ERO e o0 aumento da vulnerabilidade dos ovécitos a ERO levam a instabilidade do
fuso, anormalidades cromossdmicas, encurtamento dos teldbmeros e reducido da

competéncia de desenvolvimento de ovdcitos envelhecidos (SASAKI et al., 2019).
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2.5 ENSAIOS IN VIVO

Em humanos, a suplementagcdo com produtos simbidticos contendo amplo
espectro de cepas benéficas, como Lactobacillus, além de prebidticos como
frutooligossacarideos, mostrou melhorar parametros reprodutivos em homens com
infertilidade idiopatica, possivelmente através da melhora do balango de estresse
oxidativo do fluido seminal (ABBASI; ABBASI; NIROUMAND, 2021).

Embora roedores e humanos tenham muitas caracteristicas anatomicas,
histolégicas e fisiologicas semelhantes em seus intestinos, existem grandes
diferencgas relacionadas a tamanho, taxa metabdlica e habitos alimentares. Ao todo,
apenas uma parte dos genes bacterianos sdo compartilhados entre murinos e
humanos e um exemplo importante € a presenca do biofilme de Lactobacillus spp. no
estdmago anterior dos ratos. Em vista desses resultados, nota-se que os modelos
murinos sdo utilizados com frequéncia para tradugdo de resultados para humanos
(HUGENHOLTZ; DE VOS, 2018).

Um estudo em camundongos fémeas envelhecidas indicou que a dieta rica em
antioxidante, obtida por meio da administragdo das vitaminas C (10 mL/kg) e E (0,6
mL/kg), pode prevenir a deterioragdo da saude reprodutiva associada ao
envelhecimento feminino, exercendo efeito positivo no numero e qualidade de
ovacitos, independentemente de o inicio da administragao oral de antioxidantes ser
instituido no desmame ou no meio da vida reprodutiva (TARIN; PEREZ-ALBALA;
CANO, 2002).

Recentemente, resultados positivos também foram encontrados em outro
trabalho que investigou a capacidade da quercetina, um flavonoide natural, de
melhorar a fung&o ovariana e inibir o estresse oxidativo em um modelo de insuficiéncia
ovariana prematura em ratos (ZHENG et al., 2022).

Estudos com a polpa da jucara liofilizada, a partir de diferentes doses (0,25% e
0,5% da dieta), durante 7 dias, foram realizados em modelos murinos (ratos Wistar)
tratados com dieta hiperlipidica para indugao da alteracao do perfil inflamatério, a fim
de avaliar os efeitos antioxidantes e antiinflamatérios da jugcara (SANTAMARINA et
al., 2018; SANTAMARINA et al., 2019).



24

Considerando que a obesidade e as dietas ricas em 4acidos graxos estado
ligadas a mecanismos pré-inflamatérios, ambos os estudos concluiram que os grupos
tratados com jugara liofilizada 0,25% obtiveram melhores efeitos protetores e
prevencao da ativagao inflamatéria, embasando-se na relevancia da riqueza de sua
polpa em bioativos antioxidantes, dentre eles as antocianinas (SANTAMARINA et al.,
2018; SANTAMARINA et al., 2019).

Ja a inclusdo da jugara liofilizada (0,5%) nas dietas ricas em gordura frans de
ratas Wistar durante a gestacao e lactagao restaurou a microbiota intestinal, preveniu
efeitos adversos e reduziu a inflamacao e o desenvolvimento de doengas cronicas na
vida adulta da sua prole (MORAIS et al., 2015).

Em estudo com humanos saudaveis, o consumo diario de 200 mL de suco de
jucara por dia, durante 4 semanas, apontou potencial efeito antioxidante e concluiram
gue seu consumo regular ocasionou efeitos positivos nos niveis de HDL-c, atividade
de enzimas antioxidantes e possivel contribuigdo para a saude cardiovascular (DE LIZ
et al., 2020; CARDOSO et al., 2015).

Sob os parametros reprodutivos relacionados ao envelhecimento ovariano, até
o momento nao existem estudos com a jugara, porém, um estudo avaliou a
suplementacdo de acai e o impacto do tratamento antioxidante sistémico em
camundongos fémeas com idade reprodutiva avangada (9 meses). O tratamento com
acgai (50 mg/dia de polpa liofilizada) induziu um aumento de trés vezes do poder
antioxidante sérico, ndo afetou o numero de ovdcitos, mas melhorou a formacao de
blastocistos, além de reduzir a diminuicdo do potencial de implantagao relacionada ao
envelhecimento, de forma que a administracédo foi capaz de diminuir os efeitos do

envelhecimento ovariano (LANE et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos da administracao da
polpa de jucara in natura e da polpa da jugcara fermentada pelo probidtico
Limosilactobacillus reuteri LR92, no que tange sua agao antioxidante em ratas Wistar

com idade avangada, sob parametros reprodutivos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a polpa de jugcara em termos de composigéo centesimal;

- Caracterizar a polpa de jugara “in natura” e fermentada por Limosilactobacillus
reuteri LR92 em relacdo a sua atividade antioxidante e compostos fendlicos
totais;

- Analisar os efeitos da administragao da polpa de jucara in natura e da polpa da
jucara fermentada por LR92 em ratas Wistar com idade avangada, sob
parametros reprodutivos (fertilidade, ciclo estral, histologia de utero e ovario e
senescéncia celular), bem como marcadores oxidativos em 6érgaos

reprodutivos.



26

4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos animais foram aprovados pelo Comité de Etica Para
Pesquisa Animal (CEUA), protocolo n° 33/2022.Todos os esforgos para minimizar o
sofrimento e o numero de animais foram feitos.

Foram obtidos do Biotério Central da Universidade, 51 ratas Wistar e,
posteriormente, para o acasalamento (teste de fertilidade), 15 ratos Wistar, ambos
com 65 dias de vida, considerando que o dia pds-natal (DPN) 80 ¢ estabelecido como
inicio da idade reprodutiva (LAFFAN et al., 2018). Os animais foram alojados em
gaiolas coletivas com cepilho e mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas da Universidade Estadual de Londrina, em ambiente controlado, com
exaustdo de ar, a uma temperatura de 21 £ 2 ° C; 12 h de luz/escuridao (luzes acesas
as 6:00 da manha e apagadas as 18:00) com acesso livre a ragao (Nuvilab, Colombo,
Brasil) e agua “ad libitum”.

As fémeas foram mantidas nas condi¢des descritas por um periodo de 168 dias,
0 que corresponde a idade avangada, em termos de reproducgao, considerando a
diminuicao significativa da fertilidade observada a partir dos 6 meses de idade (MATT
et al., 1986). Essa faixa etaria € analoga ao intervalo de 35 a 45 anos em seres

humanos, classificado por Matt e colaboradores (1986).
4.2 POLPA DA JUGCARA

A fim de garantir a homogeneidade durante todo o experimento, a polpa de
jucara do presente trabalho foi adquirida congelada em sacos de polietileno com 250
g cada, a partir de um unico lote do mesmo fornecedor (Estrela Guia, Morretes, Brasil,
localizada a 25°46'11" de latitude sul e 49°42'57" de longitude oeste), produzida na
safra de 2022. Previamente aos experimentos, a polpa de jugara foi descongelada,
fitrada em um coador descartdvel e pasteurizada por 1 minuto a 80°C
(GUERGOLETTO; ISHII MAURO; GARCIA, 2017). As polpas in natura e fermentada
por LR92, utilizadas para a administracdo, foram preparadas semanalmente a fim de
garantir a integridade das suas propriedades.
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4.3 MICRORGANISMOS E PREPARACAO PRE-INOCULO

A cepa probidtica liofilizada de Limosilactobacillus reuteri LR92 (DSM 26866)
foi fornecida por Clerici Sacco (ltalia).

Para a produgao do pré-inoculo, primeiramente a cultura LR92 foi diluida na
concentragdo de 0,1% (p/v) em polpa de jugara pasteurizada, seguida de duas
ativacdes de 1% (v/v) em polpa de jucara. O tempo de fermentacao foi determinado a
partir de uma curva de crescimento celular (Log UFC/mL) a 37°C por até 24 horas, o
qual estabeleceu que o inicio da fase estacionaria apos 24 horas, atingindo a maior
contagem de células viaveis 10° UFC/mL (GUERGOLETTO; ISHII MAURO; GARCIA,
2017).

4.4 CARACTERIZACAO DA POLPA DA JUCARA IN NATURA E FERMENTADA
4.4.1 Composig¢ao Centesimal

A polpa de jugara foi caracterizada por meio das seguintes determinacgdes: teor
de umidade foi medido em estufa de laboratério a 105°C, proteina pelo método
Kjeldahl, cinzas em mufla a 550°C e fibra total pelo Método Enzimatico-Gravimétrico
(AOAC, 2005). O pH foi medido em pHmetro (potencidmetro - lon PH300) e os sdélidos
soluveis em refratdmetro portatil (refratbmetro Atago, Japao). O teor de agucar total
foi analisado pelo método do acido fenol sulfurico (DUBOIS et al., 1956) usando como

padréo a glicose e os lipidios pelo método de Bligh e Dyer (1959).
4.4.2 Determinagado da Contagem de Células Viaveis

A viabilidade celular foi determinada pelo método Pour-Plate (PELCZAR et al.,
1997). Dilui¢gdes da polpa de jugara fermentada por LR92 (1:9) foram feitas com agua
peptona esteéril 0,1% (p/v), seguidas de plaqueamento em agar MRS (Himedia -
Mumbai, india) e incubagdo a 37 °C em por 48h.

4.4 .3 Analise de Fendlicos Totais

O conteudo fendlico total da polpa in natura e da polpa fermentada foi analisado
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de acordo com o método de Folin-Ciocalteu (FANG; BHANDARI, 2011) usando acido

galico como padréo.

4.4.4 Determinacgéo da Atividade Antioxidante

Foram adotados diferentes métodos de determinacao a fim de representar de
forma segura e precisa a verdadeira atividade antioxidante da substancia. O radical
livre 2,2 Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH.) e o radical catiénico [2.2 'azinobis (acido 3-
etilbenztiazolina sulfénico-6)] (ABTS. +) foram usados como métodos para determinar
o potencial de eliminac&o de radicais livres de cada amostra. Foi utilizado também o
ensaio FRAP (Ferric Reducing Ability Power) que determina o poder de reducéo de
antioxidantes utilizando o reagente ferricianeto de potassio ou o hexacianoferrato (ll1)
de potassio (BOROSKI et al., 2015).

4.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL EM RATAS WISTAR

Foram utilizadas 51 ratas Wistar no DPN 168, divididas em 3 grupos, conforme

o Quadro 1 e a Figura 1.

Quadro 1 — Tratamento dos diferentes grupos experimentais.

Grupos Tratamento

Ratas (n=17) - agua administrada via intragastrica por

Controle (CTR): gavagem

Ratas (n=17) - polpa de jugara na dose de 4,45 mL/kg/dia

Jugara (JU): administrada via intragastrica por gavagem.

Ratas (n=17) - polpa de jugara fermentada por LR92 com
10° UFC/mL na dose de 4,45 mL/kg/dia administrada via
intragastrica por gavagem.

Jucara fermentada
por LR92 (JUF):

As ratas receberam polpa da jugara in natura ou fermentada ou agua, por 6

semanas, de acordo com o estudo de Santamarina et al. (2018), sendo ofertado por
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gavagem uma vez ao dia na dose (4,45 mL/kg/dia). A dosagem foi estabelecida com
base no estudo prévio com o agai sob parametros reprodutivos (LANE et al., 2021),
ajustando a dose para ratos Wistar, considerando as recomendagdes de consumo de
compostos fendlicos segundo o FDA e o Guia de doses seguras para ensaios clinicos
iniciais (2005). Por fim, segundo o guia alimentar brasileiro, a dose escolhida,
correspondente a aproximadamente 50 g de polpa de jugara fresca para um humano
de 70 kg, se adequa as orientagdes do Ministério da Saude e suas orientagcbes a
respeito do consumo de frutas (BRASIL, 2014).

Para a readequacgao da quantidade de polpa administrada, a avaliagcdo do peso
corporal foi feita semanalmente. A variagao de peso foi calculada subtraindo o peso
final do peso inicial das ratas apds a administracao.

Apoés a administragao, cada grupo foi dividido em 2 subgrupos, um deles para

avaliar a fertilidade (n=10) e outro para investigar o estresse oxidativo e histologia

(n=7).
Figura 1 — Delineamento experimental das fémeas Wistar.

6 semanas de

o0
tratamento
DPN 65 DPN 168 DPN 210 DG 20
Retirada dos animais Inicio do w
do biotério central tratamento -
n=51fémeas )
o0
| | Subgrupo 1
Grupo Grupo Jucara Grupo Jugara n=7
Controle i naira Ferentada - Avaliagio de estresse oxidativo (ovario e comno uterino direito)
(CTR) v (JUF) - Histologia (ovario e corno uterino esquerdo)
n=17 n=17 n=17
-Racéo -Racéo

:ﬁgﬁgo - Agua + polpa - Agua + polpa
de Jucara de Jucara —_ _
Fermentada
- Avaliacdo da fertilidade

Subgrupo 2
n=10

Fonte: o préprio autor.

DG: dia gestacional; DPN: dia p6s-natal.
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4.5.1 Avaliacao de Ciclo Estral

Durante todo o periodo experimental, as fémeas foram monitoradas
diariamente quanto ao bem-estar geral (lacrimejamento, piloeregdo, tremores e
padrao respiratorio). O ciclo estral foi avaliado por meio de esfregagos diarios 15 dias
antes do final de cada tratamento. O material foi entdo observado sob um microscdépio
de luz modelo Eclipse E200 (Nikon, Toquio, Japao) e as fases do ciclo estral foram
classificadas como proestro, estro, metaestro e diestro de acordo com as
caracteristicas citologicas (MARCONDES; BIACHI; TANNO, 2002). A fase de proestro
foi definida por esfregagos sem leucdcitos e com predominancia de células epiteliais
nucleadas. A fase de estro foi definida pela auséncia de leucécitos, algumas células
nucleadas e muitas células epiteliais cornificadas. Os esfregacos de metaestro e
diestro foram definidos pela presenca de leucécitos. A duragdo do ciclo estral foi
calculada como o numero de dias entre uma fase de estro para o préximo.

A classificagédo proposta por Marcondes, Bianchi e Tanno (2002) define que os
ciclos estrais em ratas sdo considerados irregulares quando ha uma prolongada
permanéncia na mesma fase por 4 a 5 dias, ou quando a sequéncia das fases
(proestro, estro, metaestro e diestro) ndo é seguida de maneira consistente. Esses
critérios de classificagdo foram utilizados para identificar irregularidades nos ciclos
estrais das ratas, permitindo uma analise mais detalhada e comparativa dos padroes

reprodutivos.

4.5.2 Avaliagao do peso corporal

O peso corporal das ratas foi registrado semanalmente desde o primeiro dia de
administracdo da jucara, jucara fermentada por LR92 ou agua. O ganho de peso
corporal foi calculado utilizando o peso do ultimo dia de administragdo subtraindo o
peso do primeiro dia.
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4.5.3 Avaliagao Histolégica

4.5.3.1 Coleta de 6rgaos

Apdés 6 semanas, no primeiro estro, as fémeas do subgrupo 1 foram submetidas
a eutanasia com o uso do tiopental (40 mL/kg), precedido de uma injecdo de
anestésico local sem agao vasoconstritora (lidocaina 7 mL/kg).

Os animais foram submetidos a laparotomia para visualizagdo dos 6rgaos
reprodutores. O ovario esquerdo, utero, figado e rins foram retirados e pesados em
balanca analitica. O corno uterino e ovario direito removidos foram imediatamente
armazenados em recipientes criogénicos com nitrogénio liquido e em seguida
congelados a -80°C para posterior analise de estresse oxidativo (item 4.5.4). O ovario
e corno uterino esquerdos foram fixados na solugao fixadora de Alfac (85% de alcool
80%, 10% de formol e 5% de acido acético glacial) por 24h e posteriormente

preservados em alcool 70%.

4.5.3.2 Morfometria do epitélio uterino, quantificagcdo de corpos luteos e foliculos

ovarianos

Os 6rgaos preservados foram cortados em fragmentos de tecido, desidratados
concentragdes em crescentes de etanol (95% e 99,8%) e embebidas em paraplast.
Os blocos foram seccionados a 5 um e separados por uma distancia de 25 ym (PICUT
et al.,, 2015). As secgbes foram coradas com hematoxilina e eosina para analise
histomorfométrica (24 sec¢des ovarianas e 10 secgdes uterinas por animal/grupo) ou
Sudan-Black para analise da deposigao de lipofucsina (5 secgdes ovarianas e uterinas
por animal/grupo). Todas as laminas foram analisadas em microscopio de luz.

Nos ovarios, os numeros de cada tipo de foliculo e corpos luteos formados
foram contados. Os foliculos foram avaliados por microscopia de luz (aumento de
400x). Os foliculos primordiais (tipos 1-3), crescentes (tipos 4-5b) e antrais (tipos 6-8)
foram identificados usando uma ligeira modificagao dos critérios de Pedersen e Peters
(1968). O numero médio de foliculos ovarianos e corpos luteos foram calculados nas
secoOes selecionadas. Para a analise da altura média da camada folicular, através dos
cortes histolégicos, foram selecionados dez foliculos primarios/rata/grupo. Em cada
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foliculo, quatro medi¢cdes em regides diferentes foram analisadas, resultando em um
total de 40 medig¢des por animal.

No utero, o epitélio uterino, o estroma endometrial € o miométrio foram
avaliados na por¢cdo média do utero, em relagcédo a posi¢cdo do oviduto e do ovario e
suas alturas foram medidas por meio de sistema de captura (Moticam 5, Motic)
acoplado a um microscépio ocular a 100x de aumento final. As glandulas endometriais
e 0s vasos sanguineos foram desviados para as medi¢gdes. Em cada corte histolégico,
cinco diferentes regides foram analisadas, correspondendo a um total de 25 medidas.

4.5.3.3 Deteccao e analise de lipofucsina celular

A senescéncia celular foi detectada através da coloragao Sudan-Black (SB),
uma coloragéo histoquimica lipofilica que identifica a lipofuscina. Como marcador de
senescéncia celular, a lipofucsina esta presente células em circunstancias
degenerativas, consistindo em agregados de proteinas oxidadas, lipidios e metais,
que se acumulam em tecidos envelhecidos (GEORGAKOPQOULOU et al., 2013).

Com essa finalidade, a parafina foi removida e reidratada em uma série
descendente de etanol. As laminas foram coradas com SBB 0,7% em etanol a 70%
de acordo com a metodologia de Evangelou & Gorgoulis (2017) com adaptagdes. As
secoes foram analisadas usando um microscopio Nikon modelo Eclipse E200 (Nikon,
Toquio, Japao) acoplado a uma camera digital Moticam 5.0 (Motic Inc. Xiamen, China)
com ampliagdo de 100x usando o software Motic 2.0. Foi analisado o acumulo
quantitativo da coloragao de lipofucsina com SB em imagens da glandula intersticial,
utiizando o software Imaged. As imagens foram convertidas para tons de
rosa/vermelho, a escala foi definida e, usando a opg¢ao de limite, o conteudo de
lipofuscina foi destacado. Foi utilizada uma area retangular previamente estabelecida
captando a imagem por completo (62.998,17 um 2). Nos ovarios, foi posicionada
aleatoriamente na regiao intersticial de cada imagem, de forma que foram analisados
cinco cortes por ovario (cinco areas por corte), totalizando 25 medigdes (DIAZ-
HERNANDEZ et al, 2022). Nos Uteros, a area retangular foi posicionada
aleatoriamente na regido do estroma endometrial. Em cada uma dessas regides,

foram analisados trés cortes (5 areas por corte), totalizando 15 medigbes por regiao.
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4.5.4 Avaliagdo dos Biomarcadores de Estresse Oxidativo em Uteros e Ovarios

4.5.4.1 Determinagao dos niveis de peroxidagao lipidica

O resultado reflete a intensidade da peroxidagéo lipidica (LUSHCHAK et al.,
2009). As medidas foram realizadas pelo método de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) com absorbancia de 535 nm e 572 nm (BUEGE; AUST, 1978)
em comparagdo com a curva padrdo para o malondialdeido (MDA), principal
subproduto do lipidio celular peroxidagcédo. Para preparar o teste, 50 yL de cada
amostra homogenizada normalizada foi pipetado em duplicata em uma microplaca,
seguido da adicao de FeCI3 (1M), acido ascoérbico (0,5M), acido tricloroacético TCA
(2,8%) e acido tiobarbiturico (TBA 1%). As amostras foram agitadas e colocadas em
banho-maria a 90° C por 15 minutos. As amostras foram, entio, resfriadas para parar
a reacao e, em seguida, lidas em espectofotobmetro a 535 e 572 nm. A peroxidagéo
lipidica (LPO) foi estimada corrigindo a quantidade de proteina, e os resultados sao

expressos em nmol de TBARS por mg de proteina.

4.5.4.2 Determinagao das enzimas antioxidantes

4.5.4.2.1 Concentracédo de proteinas pelo método de Bradford

A metodologia consistiu em preparar e analisar amostras em estudos
bioquimicos a fim de quantificar a concentragdo de proteinas em uma amostra por
meio da coloracdo e medida espectrofotométrica. Durante o processo, as amostras
foram mantidas em gelo. A normalizag&o das concentragdes foi realizada por meio de
diluicbes.

O procedimento envolveu pipetar 500 ou 1000 pL de PBS (pH 7,2) em um
microtubo contendo a amostra, homogeneizar e centrifugar a 3000 rpm durante 20
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi separado e armazenado sob refrigeracéo.

Para o preparo do reagente de Bradford, foram pesados 0,05 g do corante azul
de Coomassie Brilliant Blue G-250 e dissolvidos em 25 mL de etanol 95%. Em
seguida, adicionou-se 50 mL de acido ortofosférico 85% e completou-se o volume
para 500 mL com agua destilada.

Para a preparagao da curva de calibragdo, 2 mg de BSA foram diluidos em 2
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mL de agua destilada para obter uma solugdo mée. A partir dessa solugao, foram
preparadas solugdes nas concentragbées de 0,06 mg/mL, 0,12 mg/mL, 0,25 mg/mL,
0,5 mg/mL e 1 mg/mL.

O ensaio de Bradford € baseado na capacidade das proteinas de ligar corantes,
como o azul de Coomassie, resultando em uma mudanca de cor proporcional a
quantidade de proteinas presentes (BRADFORD, 1976). A intensidade da cor foi
medida espectrofotometricamente e comparada com uma curva padrdo de
concentracdes conhecidas para determinar a concentracdo de proteinas na amostra

desconhecida.

4.5.4.2.2 Glutationa-s-transferase (GST)

A atividade da GST foi avaliada por espectrofotometria com CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno) de acordo com Keen et al (1976) com base na respectiva conjugacéo
com a glutationa. Para isso, o meio de reacgéo foi preparado para um total de 100
pocos (equivalente a 20 mL). Foram utilizados 0,0093 g de GSH para obter uma
concentragéo final de 1,5 mM. Além disso, foram pesados 0,0122 g de CDNB e
diluidos em 1 mL de etanol 100%, resultando em uma concentragdo final de 2 mM
para o CDNB. Essas substancias foram entido diluidas em 19 mL de tampéo fosfato
de potassio (0,1 M, pH 6,5).

Para a montagem da microplaca de 96 pocgos, foram pipetados 20 pL de
tampao fosfato de potassio como controle branco, seguidos de 20 yL das amostras.
Em seguida, foram adicionados 180 uL do meio de reacéo preparado em todos os
pocos utilizados, utilizando uma micropipeta multicanal. A absorbéancia a 340 nm foi
imediatamente medida, com um tempo total de 160 segundos e intervalos de 40
segundos, totalizando 5 medigdes.

As unidades utilizadas para expressar os resultados foram nmol.min"'.mg de

proteina™, representando a atividade enzimatica especifica.

4.5.4.2.3 Glutationa reduzida (GSH)

O nivel de GSH foi avaliado de acordo com método descrito por Rahman et al.
(2007), com adaptacoes. Os niveis de GSH foram determinados com DITIOBIS-5,5-



35

(2-NITRO-ACIDO BENZOICO) em sobrenadante de homogenato e evidenciados pela
formacéao de coloragao amarela.

Primeiramente, o DTNB (1,5 mg) foi diluido em 1 mL de NaHCO3 0,5% para
formar a solugdo de DTNB diluido.Em seguida, a GSH (1 mg) foi diluida em 325 pL
de agua deionizada para obter a solugdo de GSH diluida. O tampéo foi preparado
utilizando duas solugdes:

- Solugéo A: 1,75 g de K2HPO4 foi dissolvido em 100 mL de agua deionizada.

- Solugéo B: 1,36 g de KH2PO4 foi dissolvido em 100 mL de agua deionizada.

Para preparar o tampao final, foram misturados 80,4 mL da solucéo A, 19,6 mL
da solucédo B e 0,0372 mL de EDTA 5 mM.

A solucdo MIX foi preparada combinando 17,6 mL do tamp&o preparado
anteriormente com 360 pL da solugdo de DTNB diluido. Por fim, os tubos de eppendorf
foram preparados para a leitura da curva padrao. Apds 15 minutos, os niveis de GSH

foram avaliados em 412 nm e os resultados expressos em micromol/mg de proteina.

4.5.4.2.4 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o descrito por Senthilkumar
e colaboradores (2021) com algumas alteragdes. A avaliagdo ocorreu através da
quantificacdo de complexos formados por anions superéxido com a adi¢cao de NBT e
NH20H- HCI de coloragdo amarelada com a redugao do NBT, formando coloragao
azulada.

Para o tampéao carbonato de sédio (50 mM) pH 10.2, foi pesado 5,2995 g de
Na2CO3 e completado o volume para 1 L com agua deionizada. A solugéo de EDTA
0,1 mM foi preparada pesando 0,37224 g de EDTA e completando o volume para 1 L
com agua deionizada. A solugdo NBT 96 mM foi preparada pesando 0,0785 g de NBT
e completando o volume para 1 L com EDTA 0,1 mM. Para o Triton X-100 0,6%,
pipetou-se 0,6 mL de Triton X-100 e diluiu-se em 99,4 mL de agua deionizada. A
solugdo de hidroxilamina (20 mM) pH 6,0 foi preparada pesando 1,3898 g de
hidroxilamina e completando o volume para 1 L com tamp&o carbonato.

A hidroxilamina foi acrescentada somente ao iniciar a reagdo, ou seja, 2
minutos antes de pipetar nos pogos da microplaca. Apos 2 minutos de incubacéo, a
amostra contendo a enzima foi adicionada. A pipetagem foi realizada com a pipeta

multicanal, em todos os pogos da coluna ao mesmo tempo. A absorbancia foi medida
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imediatamente a 560 nm, por 2 minutos, em intervalos de 15 segundos. Os resultados

foram expressos em micromol/mg de proteina.

4.5.4.2.5 Catalase (CAT)

A atividade enzimatica da CAT foi determinada pela degradacé&o do peroxido
de hidrogénio em oxigénio e agua. O meio de reacgao foi preparado a partir de 2,5 ml
de Tampéo Tris-HCI 1,0 M, EDTA (5,0 mM), pH 8,0 e 47,32 ml de agua desionizada.
Além disso, foi adicionado ao meio de reag&o 180 pl de H202 (30%, d=1,1 g.ml-1, MM
= 34 g.mol-1; concentracao final no ensaio = 30 mM), somente no momento da leitura.

Apoés a determinagao da concentragao de proteinas (normalizadas 1,0 mg/mi
em PBS), o procedimento envolveu a pipetagem de 3 pyL do branco (PBS) ou 3 yL das
amostras em triplicata e 297 uL do meio de reagdo em todos os pogos utilizados. Em
seguida, a leitura foi realizada imediatamente em um espectrofotdmetro a 240 nm por
1 minuto, com intervalos de 15 segundos. Os resultados foram expressos em

micromol/mg de proteina. (AEBI et al., 1984).

4 .5.5 Fertilidade

Apoés 6 semanas, as fémeas do subgrupo 2 (n=10/grupo) foram colocadas para
acasalar com os machos. Para o acasalamento, os animais foram coabitados
diariamente durante a noite (um macho e uma fémea, ndo-irmaospor gaiola) até o
diagnostico de prenhez positivo (Figura 2), confirmada pela presenca de
espermatozoides no esfregago vaginal. As fémeas foram entdo mantidas em gaiolas
individuais até o dia gestacional (DG) 20, as quais foram submetidas a eutanasia com
o uso do tiopental (40 mL/kg), precedido de uma inje¢cdo de anestésico local sem agéo
vasoconstritora (lidocaina 7 mL/kg) e posteriormente laparatomizadas, para que os
cornos uterinos pudessem ser analisados. Os filhotes foram submetidos a eutanasia
por decapitacdo. Dessa forma, foi possivel determinar o numero de implantagdes
uterinas, fetos vivos e mortos, bem como quantificar corpos luteos, apds isolamento
dos ovarios.

Assim, o desempenho reprodutivo foi definido pelos seguintes indices: indice
de acasalamento (%): (numero de fémeas acasaladas = [esperma vaginal ou

prenhez/numero de fémeas colocadas com machos] x 100); indice de fertilidade (%):
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(numero de fémeas prenhes [embrides ou fetos no utero ou parto/nimero de fémeas
colocadas com machos] x 100); indice de gestacdo (%): (numero de fémeas
prenhes/numero de fémeas inseminadas) x 100; indice de natalidade (%): (himero de
filhotes vivos/numero de nascidos vivos + filhotes mortos) x 100; perda pos-
implantagdo (%): (numero de implantacées - numero de filhotes vivos/numero de
implantagdes) x 100; perda pré-implantacao (%): (numero de corpos luteos — numero
de pontos de implantagao/numero de corpos luteos) x 100; viabilidade fetal (%):
(numero de filhotes vivos/numero de pontos de implantacédo) x 100; taxa de

implantagéo (%): (numero de pontos de implantagédo/numero de corpos luteos) x 100.

Figura 2 — Esfregaco vaginal e diagndstico de prenhez positivo.
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5 ESTATISTICA

Foi realizada uma analise exploratéria com o objetivo de avaliar a distribuicao
(Shapiro-Wilk test) e a homogeneidade de variancia (Teste de Levene) de cada
variavel. Variaveis que apresentaram distribuigdo normal e homogeneidade de
variancia foram aplicadas foram conduzidas analises paramétricas e apresentados
como média £ erro padrdo da média (EPM). Na auséncia de distribuicdo normal e/ou
homogeneidade, os dados foram submetidos aos testes n&o-paramétricos,
apresentados como mediana (1° e 3° quartil). As diferengas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.
Os testes estatisticos empregados neste estudo foram:

- Teste t para a quantificacdo de fendlicos totais, capacidade antioxidante e
glicemia basal.

-Analise de covariancia (ANCOVA) para variagcdo de peso dos o6rgados

reprodutivos (utero vazio e ovario) utilizando o peso corporal final como covariavel.

-Kruskal-Wallis e ANOVA: avaliagdo de ciclo estral, testes de fertilidade,
estresse oxidativo, histomorfometria de utero e ovario, parametros reprodutivos,

acumulo de lipofucsina.
-Teste Fisher/qui-quadrado: parametros reprodutivos, avaliagao de ciclo estral.

Os tratamentos estatisticos foram realizados usando A plataforma de software
SPSS (IBM® SPSS® statistics 25) e Software Prism 8 (GraphPad Prism® Software,
Inc., San Diego, CA).
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6 RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a caracterizagao da polpa da jugara antes e apds a
fermentacao. O resultado indica que a fermentacéo reduziu o pH e a quantidade de
agucares, evidenciando o consumo de acgucares pelas bactérias durante a

fermentacao.

6.1 CARACTERIZACAO DA POLPA DE JUCARA

Tabela 1 - Composi¢cado quimica da polpa de jugara.

Valor médio % Valor médio %

Composigao desvio padrio Composigao desvio padrao

Polpa in natura Polpa fermentada

Umidade % 98,42 £ 0,01 Umidade % 98,42 £ 0,01
Proteinas % 0,01 £ 0,01 Proteinas % 0,01 £ 0,01
Lipidios % 0,01 £0,01 Lipidios % 0,01 £0,01
Sélidos soluveis % 2,13 +£0,32 Sélidos soluveis % 2,13 10,32
Cinzas % 0,17 £ 0,00 Cinzas % 0,17 £ 0,00
pH 4,41 £ 0,022 pH 4,10 + 0,02
Acucares % 0,37 £ 0,042 Acucares % 0,21 +0,06°
Fibras totais % ND Fibras totais % ND

Resultados apresentados como média + DP Considerando a igualdade de variancias, segundo o teste
de Levene (p > 0,05), o teste t mostra diferenca significativa (p<0,0,5) entre as médias da quantidade
de agucar presente na polpa e na polpa fermentada. Letras minusculas sobrescritas diferentes na

mesma linha denotam diferencgas significativas (p < 0,05) pelo teste t. ND = nao detectado.

6.2 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A curva de viabilidade celular de Limosilactobacillus reuteri LR92 durante a
fermentacao mostrou que a fase estacionaria ocorre entre 16 e 24 horas, conforme
apresentado na figura 3, sendo 24 horas o tempo escolhido padrdao para a
fermentacao da polpa da jugara durante o tratamento. Dessa forma, a concentragao
de bactérias utilizada para a fermentagédo da polpa da jugara foi equivalente a 10°
UFC/mL.
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Figura 3 — Grafico da viabilidade celular (Log UFC/mL) de Limosilactobacillus reuteri
LR92 durante 24 horas de fermentacéo.
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Viabilidade celular (log UFC/mL) de Limosilactobacillus reuteri durante 24 horas de fermentagéo da

polpa de jugara em meio de cultura Agar MRS.

6.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA POLPA DE JUGARA ANTES E APOS A

FERMENTACAO

Os resultados do conteudo de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante para a polpa de jugara antes e apos fermentagao estdo apresentados na
Tabela 2, em que é possivel observar uma redugao de 22 % na atividade pelo método
FRAP apds fermentagao. A quantificagao de compostos fendlicos presentes na polpa
da jucgara in natura utilizada nesse estudo (Morretes — PR) foi equivalente a 164,7 +
22,3 mg/100 mL.

Tabela 2 - Fendlicos totais e capacidade antioxidante da polpa de jucara antes e apos
fermentacgao por L. reuteri.

DPPH ABTS FRAP Fet’c‘)‘t’:i?s
Amostra Trolox Trolox ;‘:Ir‘;astg Acido galico
mg/100 mL mg/100 mL mg/100 mL mg/100 mL
Jucgara a . 129.239,66 + a
(JU) 32,68 = 3,57 46,38 £+ 11,47 2.954 592 164,71 + 22,33
Jugara 2527 +4,32° 3596+4,250  100:704080% 465 534 35,03

fermentada 6.142,65°
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por LR92
(JUF)

Resultados apresentados como média + DP de trés repeticdes. Considerando a igualdade de
variancias, segundo o teste de Levene (p > 0,05), o teste t mostra diferencga significativa (p < 0,05) entre
as médias os grupos (jucara e jucara fermentada) avaliados pelo método FRAP. Grupo JU (jucara):
polpa in natura; Grupo JUF (jucara fermentada): polpa fermentada por LR92 durante 24 horas. Letras
minusculas sobrescritas diferentes na mesma coluna denotam diferencas significativas (p < 0,05).

6.4 PESO CORPORAL E PESO DE ORGAOS

Conforme apresentado na Tabela 3, o peso corporal das ratas ao final do
tratamento (6 semanas) ndo apresentou diferenga significativa entre os grupos
experimentais, segundo o teste estatistico ANOVA. ANCOVA mostrou que ndo ha
efeito do peso corporal das fémeas sobre o peso de utero, ovario e figado (p > 0,05).
Além disso, 0 peso desses 6rgaos, segundo ANCOVA, néo foi influenciado pela
administracao de jugara (p > 0,05). No entanto, ha efeito do peso corporal das fémeas
sobre o peso dos rins [F (1,25) = 18,509; p < 0,05], porém, ndo ha efeito da
administragao de jucara e de jugara fermentada no peso dos rins das ratas quando

comparado ao grupo controle.

Tabela 3 — Peso corporal e peso dos 6rgdos das ratas dos diferentes grupos

experimentais.

Grupo experimental

Orgaos CTR Ju JUF
Peso corporal (g) 27020+7,30 261,20 +18,90 274,30 + 6,00
Ovario (mg) 34,00 + 2,00 35,00 + 2,00 35,00 + 2,00
Utero (g) 0,59 + 0,05 0,55 + 0,06 0,73 £ 0,06
Figado (g) 8,69 + 0,03 9,60 + 0,35 8,26 + 0,34
Rins (g) 1,60 + 0,04 1,76 + 0,05 1,63+ 0,05

Valores expressos em média + EPM, (n = 7/grupo). Peso corporal avaliado por ANOVA e peso de

orgdos avaliado por ANCOVA com o peso corporal final como covariante. p > 0,05. Grupo CTR
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(controle): tratado com agua; Grupo JU (jugara): tratado com polpa de jugara na dose de 4,45 mL/kg;

Grupo JUF (jucara fermentada): tratado com jucara fermentada por LR92 na dose de 4,45 mL/kg.

6.5 CICLO ESTRAL

O teste qui-quadrado mostrou, ao grau de confiangca de 95%, que n&o ha
diferenca na frequéncia de ciclos estrais irregulares entre os grupos experimentais JU
e JUF em relagdao ao CTR. Além disso, segundo o teste de Kruskal-Wallis, nao foi
encontrada diferenga significativa no numero de estros entre os grupos experimentais,
bem como no numero de estros entre as ratas com ciclos estrais regulares, como

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Avaliagao do ciclo estral das ratas dos diferentes grupos experimentais.

Grupo experimental
Parametros CTR [17] JU [17] JUF [17]

Ciclos
regulares 35,3% (6/17) 58,8% (10/17) 58,8% (10/17)
(%)

Ciclos
irregulares 64,7% (11/17) 41,2% (7/17) 41,2% (7/17)
(%)

(o]

n® de estros 4,00 (2,50 - 6,50) 4,0 0(4,00 -6,00) 4,00 (3,50 - 5,00)
(ciclos totais)

n° de estros
(ciclos 5,00 (3,75-6,25) 4,50 (4,00-6,00) 4,50 (4,00 - 5,25)
regulares)

Numeros entre colchetes indicam o niumero de animais/grupo e o numero entre parénteses indicam o
numero de animais que apresentaram ciclos regulares e irregulares/nimero total de animais no grupo.
Resultados das frequéncias de ciclos regulares e irregulares expressos em porcentagem (x2, p > 0,05).
Numero de estros foram submetidas a testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis) e expressos como
mediana (1° - 3° quartil). Controle (CTR); Jucara (JU); Jucara fermentada por LR92 com LR92 (JUF). p
> 0,05.
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6.6 HISTOMORFOMETRIA DE UTERO E OVARIO

O teste na&o-paramétrico Kruskal-Wallis mostrou que ndo ha diferencga
significativa, ao grau de confianca de 95%, entre as medidas foliculares das ratas
tratadas com jucara e jugara fermentada por LR92 quando comparadas ao grupo
controle, conforme indicado pela Tabela 5. A anéalise morfométrica uterina (ANOVA)
nao apresentou diferenca significativa entre os grupos tratados em relacédo ao

controle.

Tabela 5 — Analise morfométrica folicular e uterina das ratas dos diferentes grupos

experimentais.

Grupo experimental

Medida (uM) CTR [6] JU [6] JUF [6]

Altura média da

camada folicular 104 (8:6-13.9) 11,2 (10,7 - 13,3) 10,7 (10,1 - 12,6)

Epitélio luminal 26.26 + 1,35 27.20 + 1,68 26,70 + 1,31
Estroma 768,91 + 78,72 703,67 + 39,05 731,65 + 36,45
endometrial

Miométrio 404,53 + 19,99 395,96 + 34,08 439.01 + 33,25

Numeros entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em média + EPM nas
medidas do epitélio luminal, estroma endometrial e miométrio. Alturas médias das camadas foliculares
foram submetidas a testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis) e expressos como mediana (1° - 3°
quartil). Grupo CTR (controle): tratado com &gua; Grupo JU (jugara): tratado com polpa de jugara na
dose de 4,45 mL/kg; Grupo JUF (jucara fermentada): tratado com jucara fermentada por LR92 na dose
de 4,45 mL/kg. p > 0,05.

A contagem de corpos luteos e a quantificagdo de foliculos ovarianos nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos experimentais, segundo o teste
nao-paramétrico Kruskal-Wallis, ao grau de confiangca de 95%. Os resultados
apresentados indicam que a administracdo de jugara e jucara fermentada n&o
modificou a contagem de corpos luteos e a quantificagdo de foliculos ovarianos

primarios, em crescimento e antrais, em relagdo ao grupo controle, conforme



apresentado na Tabela 6.

44

Tabela 6 — Contagem de corpos luteos e quantificagao folicular ovariana.

Estrutura Grupo experimental

ovariana CTR [6] JU [6] JUF [6]
Foliculos 515 (4,50 - 7,.97) 7,42 (4,44 - 9,18) 5,48 (3,97 - 7,66)
primarios
Foliculos
em 0,10 (0-0,34) 0,29 (0,29 - 0,31) 0,17 (0,12 - 0,29)
crescimento
Foliculos 0,23(0,12-0,57) 0,52 (0,31-077) 0,33 (0,18 - 0,51)
antrais
ﬁfgf}gs 0,21 (0,08-0,25) 0,19 (0,12 - 0,22) 5,92 (4,56 - 8,72)

Numeros entre colchetes indicam o numero de animais/grupo. Valores expressos como mediana (1° -

3° quartil) p > 0,05. Grupo CTR (controle): tratado com agua; Grupo JU (jucara): tratado com polpa de

jucara na dose de 4,45 mL/kg; Grupo JUF (jugara fermentada): tratado com jucara fermentada por LR92

na dose de 4,45 mL/kg.

6.7 PARAMETROS REPRODUTIVOS

A Tabela 7 mostra que os parametros reprodutivos analisados dentro dos

grupos experimentais, como as taxas de fertilidade, natalidade, gestagdo e

acasalamento nao apresentaram diferenca significativa ao grau de confianga de 95%,

segundo o Teste Fisher.

Tabela 7 — Frequéncia de parametros reprodutivos entre os grupos experimentais.

Parametros Grupo experimental

CTR JU JUF
Fertilidade % 88,9 [8/9] 88,9 [8/9] 100,0 [9/9]
Natalidade % 96,8 [90/93] 99,0 [105/106] 99,0 [98/99]
Gestacao % 88,9 [8/9] 88,9 [8/9] 100,0 [9/9]
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Acasalamento % 100,0 [9/9] 100,0 [9/9] 100,0 [9/9]

Resultados expressos em porcentagem (x2, p > 0,05). Numero entre colchetes indica o niumero de
animais que apresentaram os parametros/nimero total de animais do grupo. Teste Fisher. Grupo CTR
(controle): tratado com agua; Grupo JU (jugara): tratado com polpa de jugara na dose de 4,45 mL/kg;

Grupo JUF (jugara fermentada): tratado com jugara fermentada por LR92 na dose de 4,45 mL/kg.

As taxas de fertilidade foram analisadas entre os grupos experimentais pelos
testes ANOVA e Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico). O teste estatistico ANOVA
complementado com Bonferroni mostrou que o grupo tratado com jugara obteve maior
taxa de implantagdo e menor taxa de perda pré-implantagdo em relagdo ao grupo

controle e ao grupo tratado com jugara fermentada, conforme indicado pela Tabela 8.

Tabela 8 — Taxa de fertilidade entre os grupos experimentais.

Taxa Grupo experimental

CTR[8] JU [8] JUF [9]
]}Qtaatl"“dade 86,66 (80,93 - 88,21) 89,90 (83,19 - 98,43) 90,91 (76,66 - 96,66)
Implantagdo 76,54 + 3,672 91,69 + 2,52° 76,30 £ 4,76°
Perda pré- 53 451 3,672 8,31+2,52" 23,70 + 4,767
implantacao
Perdapos: 4334 (1,78-19,16) 10,10 (1,56 - 16,81) 9,09 (3,33 - 23,33)
implantagao

Numeros entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em média £ EPM nas
taxas de implantagéo e de perda pré-implantagdo (ANOVA complementado com Bonferroni). As taxas
de viabilidade fetal e perda poés-implantagdo foram submetidos a testes ndo paramétricos (Kruskal-
Wallis) e expressas como mediana (1° - 3° quartil) p > 0,05. Grupo CTR (controle): tratado com agua;
Grupo JU (jugara): tratado com polpa de jugara na dose de 4,45 mL/kg; Grupo JUF (jucara fermentada):
tratado com jucara fermentada por LR92 na dose de 4,45 mL/kg. Letras minusculas sobrescritas

diferentes na mesma linha denotam diferencgas significativas (p < 0,05).
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6.8 ESTRESSE OXIDATIVO

No tecido uterino, nao foi constatada diferenga significativa entre os grupos
experimentais com relagdo & quantificagdo de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS), realizada por meio da quantificagdo de malondialdeido, GSH,
bem como a atividade da GST e CAT. No entanto, a atividade da enzima antioxidante
SOD, segundo o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis complementado com
Bonferroni, foi maior no tecido uterino das ratas administradas com jugara em

comparagao ao grupo controle e ao grupo jugara fermentada por LR92.

Tabela 9 — Resultados obtidos dos parametros relacionados ao estresse oxidativo a
partir de analise uterina das ratas dos diferentes grupos experimentais.

ANALISE UTERINA

Grupo experimental
CTR JU JUF

Parametro

Malondialdeido
(nmol/mg 4,62+0,18 517 £ 0,34 4,65 + 0,20
de proteina)

GSH (ug/mg de 30,67 (27,58 -

proteina) 63,62) 30,67 (24,04 - 67,87) 35,71 (24 - 52,70)

GST (nmol*.mlI"".mg

. 117,20 £ 10,47 124,42 + 16,81 105,93 + 16,04
de proteina)

SOD (U/mg de

. 7,54 (3,60-8,73) 18,92 (9,18 -23,77)° 8,12 (7,06 - 9,10)2
proteina)

CAT (nmol".ml"".mg

. 64,50 £ 11,57 56,25 £+ 15,32 56,10 £ 12,35
de proteina)

Valores expressos em média £+ EPM nos parametros TBARS, GST e CAT (ANOVA). (n=5-7/grupo). Os
parédmetros GSH e SOD foram submetidos ao teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis complementado
com Bonferroni) e expressas como mediana (1° - 3° quartil). Grupo CTR (controle): tratado com agua;

Grupo JU (jucara): tratado com polpa de jucara na dose de 4,45 mL/kg; Grupo JUF (jucara fermentada):
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tratado com jucara fermentada por LR92 na dose de 4,45 mL/kg. Letras minUsculas sobrescritas

diferentes na mesma linha denotam diferencgas significativas (p < 0,05).

Com relagdo as amostras ovarianas, constatou-se que a atividade da GST,
indicada na Tabela 10, apresentou diferenga significativa, ao grau de confianga de
95%, no grupo tratado com jugara fermentada por LR92 em relagdo ao grupo controle
[F (2, 19) = 6,493; p < 0,05], mas o grupo jugara nao diferiu de nenhum dos outros
grupos. A quantificacdo de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS) e
de GSH, bem como a atividade da CAT e a atividade da SOD, segundo ANOVA ou

Kruskal-Wallis, ndo obteve diferenga significativa entre os grupos experimentais.

Tabela 10 — Resultados obtidos dos parametros relacionados ao estresse oxidativo a
partir de analise ovariana das ratas dos diferentes grupos experimentais.

ANALISE OVARIANA

Grupo experimental
CTR JU JUF

Parametro

Malondialdeido
(nmol/mg 4,37 (4,21-4,43) 4,65(4,24-4,78) 4,70 (4,05 -5,07)
de proteina)

GSH (ug/mg de

; 61,15 + 5,96 55,47 + 6,56 58,38 + 7,28
proteina)

GST (nmol*.mI"".mg

. 283,82 + 28,712 230,47 +24,32% 150,45 + 24,23P
de proteina)

SOD (U/mg de

; 8,71 10,82 11,13 £ 1,39 9,33+ 1,17
proteina)
CAT (nmol-".ml"".mg 38,25 (30,25 - 25,00 (16,25 - 36,00 (23,00 -
de proteina) 68,75) 79,25) 44.75)

Valores expressos em média + EPM nos parametros GSH, GST e SOD (ANOVA complementado com
Teste Tukey). (n=5-7/grupo). Os parametros TBARS e CAT foram submetidos ao teste ndo paramétrico

(Kruskal-Wallis complementado com Bonferroni) e expressos como mediana (1° - 3° quartil). Grupo
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CTR (controle): tratado com agua; Grupo JU (jugara): tratado com polpa de jugara na dose de 4,45
mL/kg; Grupo JUF (jucara fermentada): tratado com jucara fermentada por LR92 na dose de 4,45
mL/kg. Letras minusculas sobrescritas diferentes na mesma linha denotam diferengas significativas (p
<0,05).

6.9 ACUMULO DE LIPOFUCSINA E SENESCENCIA CELULAR

O teste estatistico ANOVA, complementado pelo Teste Tukey, mostrou que
as secgoes ovarianas coradas com SB apresentaram menor area marcada nas ratas
tratadas com jugara em comparagao ao grupo controle e ao grupo tratado com jucara
fermentada por LR92 [F (2, 12) = 4,200; p < 0,05]. As secgbes do estroma uterino, por
sua vez, também apresentaram menor area marcada nas ratas tratadas com jucgara
em comparagao ao grupo controle e ao grupo tratado com jugara fermentada, segundo
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis complementado com Bonferroni. Dessa
forma, constatou-se que as ratas tratadas com jugara apresentaram menor acumulo
de lipofucsina e menor marcagdo de senescéncia celular nos uteros (estroma) e

ovarios, conforme apresentado pela Tabela 11 e ilustrado pelas Figuras 4 e 5.

Tabela 11 — Area de acumulo de lipofucsina marcada por Sudan-Black.

A 2
Tecido Area (um’)
CTR [6] JU [6] JUF [6]
Ovario 824.245,40 + 377.285,20 + 754.784,20 +
168.807,952 93.559,33 63.783,082
Utero 120.666,00 33.145,00 158.686,50
(estroma) (107.902,25 - (21.313,50 - (86.896,25 -
152.674,5)? 64.045,25)° 210.058,25)2

Numeros entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Valores de areas ovarianas expressos
em média + EPM (ANOVA complementado com Teste Tukey). Valores de areas uterinas foram
submetidos a testes ndo-paramétricos (Kruskal-Wallis complementado com Bonferroni) e expressos
como mediana (1° - 3° quartil). Grupo CTR (controle): tratado com agua; Grupo JU (jugara): tratado com
polpa de jucara na dose de 4,45 mL/kg; Grupo JUF (jucara fermentada): tratado com jugara fermentada
por LR92 na dose de 4,45 mL/kg. Letras minusculas sobrescritas diferentes na mesma linha denotam

diferencgas significativas (p < 0,05).
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Figura 4 — Acumulo de lipofucsina corado por Sudan-Black em se¢des ovarianas das

ratas dos diferentes grupos experimentais.

Grupo CTR (controle): tratado com agua; Grupo JU (jugara): tratado com polpa de jugara na dose de
4,45 mL/kg; Grupo JUF (jucara fermentada): tratado com jugara fermentada por LR92 na dose de 4,45
mL/kg.

Figura 5 — Acumulo de lipofucsina corado por Sudan-Black em se¢des do estroma

uterino das ratas dos diferentes grupos experimentais.

Grupo CTR (controle): tratado com agua; Grupo JU (jucara): tratado com polpa de jugara na dose de
4,45 mL/kg; Grupo JUF (jucara fermentada): tratado com jugara fermentada por LR92 na dose de 4,45
mL/kg.
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7 DISCUSSAO

As frutas sao ricas em compostos bioativos que conferem beneficios a saude
além daqueles proporcionados pelas fibras e micronutrientes. Ha um interesse
crescente em frutas nativas e exéticas de paises tropicais, principalmente devido a
sua composig¢ao nutricional e presencga de bioativos (CARDOSO et al., 2018).

A polpa da jugara contém importantes compostos antioxidantes e representa
um suprimento de componentes de alto valor agregado relacionado ao teor de
compostos fendlicos, como acidos fendlicos, antocianinas e outros flavonoides
(SCHULZ et al., 2015). Varios estudos indicaram que a polpa da jugara pode exercer
efeitos antioxidantes in vitro (BORGES et al., 2013; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014).
Corroborando com esses achados, o presente estudo mostra que a polpa da jugara
(Euterpe edulis) possui alto teor de antioxidantes, mensurado por diferentes métodos,
quando comparado com o estudo de Freire e colaboradores (2013) que avaliou
acerola (Malpighia emarginata), caju (Anacardium occidentale), goiaba (Psidium
guajava) e morango (Fragatria sp).

A quantidade de compostos fendlicos nos frutos € correlacionada, entre outros
fatores, ao grau de maturagao, variedade, clima, composi¢cao do solo, localizagéo
geografica e condi¢des de armazenamento (FU et al., 2011). Além disso, podem
ocorrer diferencas nas unidades relatadas e padrbes espectrofotométricos
empregados (CARDOSO et al., 2018). Desta forma, a variagdo nas condigbes e
processamentos pode ser responsavel pela redu¢cao de aproximadamente trés vezes
na concentragdo de compostos fendlicos encontrados na polpa in natura de jugara
utilizada no presente estudo (Morretes — PR) , quando comparada a polpa utilizada
em um estudo preévio, colhida em Rolandia — PR, (GUERGOLETTO; ISHII MAURO;
GARCIA, 2017).

Contrastando com os dados de um estudo anterior do nosso grupo de
pesquisa, cujos dados mostraram que a polpa da jugara fermentada por LR92 resultou
em um aumento significativo no conteudo total de compostos fendlicos e atividade
antioxidante (GUERGOLETTO; ISHII MAURO; GARCIA, 2017), no presente trabalho,
o teor de compostos fendlicos ndo apresentou diferenga significativa entre a polpa da
jucara in natura e fermentada. No entanto, a atividade antioxidante da polpa
fermentada apresentou menor atividade antioxidante em relagdo a polpa in natura

quando comparada pelo método FRAP.
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O método FRAP avalia a capacidade antioxidante de uma substancia ou
amostra. Ele mede a capacidade de um antioxidante em reduzir o ion férrico (Fe3*)
para ferro ferroso (Fe?*) em condigdes acidas. Dessa forma, o FRAP é amplamente
utilizado para avaliar a capacidade antioxidante total de alimentos, bebidas,
suplementos, extratos de plantas e outras substancias (SILVA et al., 2022). Nesse
sentido, embora seja necessario considerar todos os métodos de quantificagéo, é
importante observar a maior atividade antioxidante total apresentada pela polpa in
natura em relacao a polpa fermentada.

A divergéncia nos resultados do estudo presente em relagéo ao estudo prévio,
acerca da capacidade antioxidante da polpa in natura comparada a polpa fermentada
por LR92, pode ser atribuida a padronizacdo do tempo de fermentagdo com base no
crescimento bacteriano maximo, em vez de considerar o ponto da curva em que a
atividade antioxidante atinge seu pico. O trabalho prévio indicou um aumento na
atividade antioxidante durante a fermentagdo por LR92, seguido por um declinio
posterior (GUERGOLETTO; ISHII MAURO; GARCIA, 2017). Os autores discutiram
que a fermentacao pode levar a quebra estrutural dos componentes da parede celular
vegetal na polpa, devido a redugao do pH, promovendo a liberagdo de compostos
fendlicos ligados por meio de processos enzimaticos e a subsequente sintese de
diversos compostos bioativos. Portanto, o consumo de bioativos antioxidantes pelas
bactérias e a sintese de novos compostos podem depender da composi¢céo da polpa.

No presente estudo, a utilizacdo de uma polpa pronta proveniente de outra
regido do Parana, colhida em época distinta e submetida a diferentes métodos de
preparo, pode ter resultado em uma reducio no teor de compostos bioativos o que
pode ter influenciado o processo de fermentacdo. Portanto, hipotetizamos que a
reducao da capacidade antioxidante apos a fermentagao da polpa de jugara pode ser
atribuida as variagdes na composi¢cao devido a safra, época de colheita, regido
geografica e método de preparo. Ademais, a hipotese levanta a possibilidade de que
o0 momento de maxima acao antioxidante da polpa néo tenha coincidido com o periodo
de maior crescimento bacteriano utilizado no estudo (24 horas). Isso sugere que
outros periodos de fermentagdo podem ser mais adequados para preservar a
capacidade antioxidante da polpa de jugara.

No que tange a avaliacdo do peso corporal e dos 6érgéos, os resultados do
presente estudo mostraram que a administragdo de jucara ou de jugara fermentada
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nao alterou significativamente o peso corporal das ratas e o peso dos érgéos, como
rins, figado, utero ou ovarios.

Embora o potencial efeito antioxidante ja esteja bem demonstrado em estudos
in vitro (BORGES et al., 2011; BORGES et al., 2013; VIEIRA et al., 2013; BICUDO;
RIBANI; BETA, 2014), poucos ensaios clinicos avaliaram biomarcadores de estresse
oxidativo in vivo (CARDOSO et al., 2018). Considerando os resultados relacionados
ao estresse oxidativo do tecido ovariano, as analises quantitativas realizadas (TBARS,
GSH, CAT e SOD) identificaram semelhanga entre os grupos experimentais. No
entanto, contatou-se que a administragdo da jucara fermentada por LR92 reduziu a
atividade da GST em relag&o ao grupo jugara e controle.

A GST é uma enzima responsavel pela desintoxicagdo de substancias
estranhas (xenobidticos), toxinas e produtos reativos dentro do organismo. Sua
principal fungao é catalisar a conjugacéao de eletréfilos enddgenos e xenobidticos com
a molécula de glutationa. Essa etapa de conjugacgéo torna essas substancias mais
soluveis em agua e facilita sua eliminag&o pelo organismo (BLADEREN, 1990). No
entanto, uma dose excessiva de antioxidantes exdégenos pode reduzir a capacidade
da GST de desintoxicar substancias nocivas, uma vez que esses antioxidantes podem
competir com os substratos da GST pela ligagao a glutationa (WIEGAND et al., 2009).

Acredita-se que a supressao da atividade da enzima GST, observada com a
suplementagao de jugara fermentada, possa ser atribuida a composic¢ao especifica do
produto fermentado. E possivel que essa composicdo contenha substancias bioativas
ou metabdlitos que influenciam a atividade da GST. Essa hipotese é reforgada por um
estudo prévio que mostrou que niveis elevados de butirato celular, um acido graxo de
cadeia curta produzido pela fermentacdo de bactérias intestinais, podem levar a
degradagao do RNAmM hGSTT1, resultando em uma expressao reduzida da proteina
hGSTT1-1, um subtipo especifico da familia de enzimas GST (KAUTENBURGER et
al., 2005).

Os resultados obtidos sugerem que a redugao na atividade da GST nos ovarios
nao teve um impacto direto no equilibrio oxidante-antioxidante, mas esta associada
ao seu papel na desintoxicagao de xenobidticos. Essa hipotese é reforgada por outro
estudo que demonstrou que o consumo de quercetina em doses elevadas, reduziu
significativamente a atividade da GST hepatica em comparagdo com o grupo controle
(WIEGAND et al., 2009). Os autores discutiram que os flavonoides dietéticos podem

afetar de forma significativa as enzimas de fase Il (GST) no figado de ratos, mas tém
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pouco efeito no equilibrio oxidante-antioxidante, o que pode afetar a capacidade do
organismo de desintoxicar substancias endégenas e exdgenas.

Embora varios experimentos tenham demonstrado uma relagdo entre a
diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes, como a GST, e a presencga de
estresse oxidativo (YOUNIS; KHAN; SAJID, 2016; SAMAGHANDIAN et al., 2017),
essa hipétese nao pode ser confirmada no contexto especifico do estudo em questéao.
Isso se deve ao fato de que apenas a atividade da GST foi significativamente reduzida
e nao foram observadas alteracbes na GSH, e em outras enzimas como a CAT e a
SOD. Além disso, ndao houve aumento na peroxidacdo lipidica, avaliada pela
quantificacdo de malondialdeido. Esses resultados indicam que a diminuigéo seletiva
da atividade da GST nos ovarios pode ndo estar associada a um estado geral de
estresse oxidativo.

Dados da literatura sugerem que a administragao de uma dieta suplementada
com Limosilactobacillus casei esta associada a uma redugao na atividade da enzima
antioxidante GST no figado (AZZARA et al., 2010). Essa diminui¢do na atividade da
GST levanta a hipotese de uma possivel diminuicdo nos niveis de estresse oxidativo.
No entanto, no presente estudo, embora tenha sido observada uma redugao na
atividade da GST nos ovarios, ndo houve melhora no equilibrio oxidante-antioxidante,
conforme avaliado pela peroxidagao lipidica (TBARS). Isso indica que a redugao na
atividade da GST nao afetou o estado oxidante-antioxidante nos ovarios estudados.

Entretanto, € importante levar em consideragéo outros fatores e mecanismos
que podem estar envolvidos na regulacdo do estresse oxidativo nesse contexto
especifico. Sado necessarios mais estudos para investigar de forma mais aprofundada
as implicagbes dessas alteragbes na atividade da GST, o consumo da jugara,
fermentada ou ndo, e sua relagdo com o estresse oxidativo, a fim de obter uma
compreensao mais completa dos mecanismos envolvidos e suas consequéncias
funcionais.

O aumento da atividade da enzima SOD, observado no tecido uterino, pode ser
considerado uma resposta adaptativa destinada a neutralizar os radicais livres e
atenuar os danos oxidativos que podem ocorrer nessa regido (SAMARGHANDIAN et
al., 2017). Essa resposta adaptativa desempenha um papel importante na
preservagao da integridade celular, manutengao da fung&o dos tecidos e minimizagao
dos danos oxidativos associados ao processo de envelhecimento. Essa hipotese esta

em consonancia com os resultados obtidos no presente estudo, que mostraram
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aumento da taxa de implantacao e reducao da taxa de perda pré-implantagcao em ratas
administradas com jucara.

Acerca da avaliagdo dos parametros reprodutivos, os resultados do presente
estudo mostraram que as taxas de natalidade, gestagao, acasalamento, fertilidade,
viabilidade fetal e perda pds-implantagédo nédo apresentaram diferenca significativa
entre os grupos experimentais.

No entanto, a administragcdo da polpa de jucara resultou em um aumento
significativo nas taxas de implantagcdo e uma reducdo significativa na perda pré-
implantagdo em comparagao com o grupo controle. Esses resultados indicam que a
jucara pode ter um efeito benéfico nos parametros reprodutivos, atenuando os efeitos
negativos do envelhecimento reprodutivo. A taxa de implantagao foi 19,8% maior no
grupo tratado com jugara, enquanto a perda pré-implantagdo foi aproximadamente
trés vezes menor em comparagao com o grupo controle. Essas descobertas sugerem
que a administragao da polpa de jucara pode aumentar as chances de implantagao e
reduzir as perdas precoces de embrides.

Embora ndo haja estudos especificos sobre os efeitos da jugara nos
parametros reprodutivos de ratas com idade avangada, os achados desse estudo séo
apoiados por uma pesquisa anterior que investigou a administracdo de acai. Esse
estudo concluiu que o tratamento com acai ndo afetou o numero de ovdcitos, mas
melhorou a formagdo de blastocistos e reduziu a diminuicdo do potencial de
implantagdo associada ao envelhecimento ovariano (LANE et al., 2021).

E importante ressaltar que mais pesquisas s&o necessarias para compreender
plenamente os mecanismos pelos quais a jugara exerce esses efeitos e para confirmar
sua eficacia na atenuagao dos efeitos do envelhecimento reprodutivo em outras
populagdes e espécies. No entanto, esses resultados preliminares sdo promissores e
indicam o potencial da jugcara como um tratamento para beneficiar parametros
reprodutivos em individuos afetados pelo envelhecimento reprodutivo.

O envelhecimento das ratas Wistar esta relacionado a redugdo gradativa da
contagem de foliculos em crescimento e maturagdo, bem como aumento de ciclos
irregulares (KLOCHKOV; ALEKHINA; PROKUDINA, 2011). Entretanto, a contagem
folicular realizada no presente estudo mostrou que ndo houve diferenga significativa
na quantificagcdo de foliculos ovarianos e corpos luteos entre as ratas dos trés grupos
experimentais. Esse dado indica que a administragcdo de jugara nao preveniu a

reducdo do numero de foliculos decorrentes do envelhecimento reprodutivo quando
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comparado ao grupo controle, corroborando com o trabalho de Lane e colaboradores
(2021). Da mesma forma, nao foi identificada diferenga significativa na analise
morfométrica uterina e ovariana entre os grupos experimentais.

Em relag&o aos ciclos estrais, a administragao de jucara (fermentada ou nao)
nao alterou os parametros avaliados. No entanto, foi observado que a administracéo
de jucara aumentou as taxas de implantacdo e reduziu as taxas de perda pré-
implantagdo. Acredita-se que os resultados observados nas taxas de fertilidade em
ratas tratadas com jugara possam estar relacionados a maior atividade antioxidante
derivada da enzima SOD no tecido uterino, o que pode contribuir para a proteg¢ao
contra danos oxidativos e a preservagao da funcao reprodutiva. Além disso, a analise
do acumulo de lipofuscina, realizado por meio da coloracdo Sudan-Black, mostrou
uma reducgao desse marcador de envelhecimento celular, indicando potencial reducao
da senescéncia celular ovariana e estroma uterino.

A senescéncia celular é o estado de degradagao celular caracterizado pela
parada de crescimento irreversivel em que a célula permanece metabolicamente
ativa. Esse processo pode ser desencadeado pela parada de proliferagao celular apés
certo numero de divisdes devido ao atrito dos teldmeros (GEORGAKOPOULOU et al.,
2013).

Dessa forma, a senescéncia celular pode ser dividida em dois tipos:
senescéncia replicativa e senescéncia prematura induzida por estresse oxidativo. A
senescéncia replicativa ocorre apds um numero limitado de divisdes celulares e
encurtamento dos teldbmeros nos cromossomos. Isso causa a estagnacao da
proliferagdo celular e a perda da capacidade de diferenciacdo. Ja a senescéncia
prematura induzida por estresse ocorre como resposta a estimulos patolégicos, como
danos ao DNA e estresse oxidativo. Ambos os tipos de senescéncia causam a parada
do ciclo celular por meio de vias de sinalizagao especificas (GUO et al., 2022).

O numero de células senescentes aumenta com a idade e presenca de
afecgdes como obesidade e diabetes. Dessa forma, a redugao dessas células pode
amenizar doencas relacionadas ao envelhecimento e prolongar a vida util em
camundongos (KOWALD et al., 2020).

Com base nos resultados obtidos pela quantificagcado da atividade antioxidante
da polpa de jugara, é plausivel inferir que a maior capacidade antioxidante observada,
conforme demonstrado pelo método FRAP, pode estar relacionada ao aumento da

atividade antioxidante da enzima SOD in vivo, verificada no tecido uterino. Essa
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capacidade antioxidante da polpa pode contribuir para atenuar os efeitos prejudiciais
do envelhecimento reprodutivo, refletindo em uma maior taxa de implantagdo e uma
menor taxa de perda pré-implantacdo. Além disso, essa maior capacidade
antioxidante pode estar associada a atenuag¢ao da senescéncia celular observada no
estroma uterino e ovarios. Essas inferéncias sugerem que a polpa da jugara in natura
pode desempenhar um papel benéfico na preservacédo da fungao reprodutiva e na
amenizagao dos efeitos deletérios do envelhecimento.

No entanto, € necessario realizar mais pesquisas para compreender
plenamente os mecanismos envolvidos, bem como confirmar a eficacia da jugara na
atenuacao dos efeitos do envelhecimento reprodutivo. Além disso, € fundamental
explorar outros fatores e mecanismos relacionados ao estresse oxidativo nesse
contexto especifico. Estudos futuros também devem explorar diferentes tempos de
fermentacao da jugara, a partir de diferentes polpas, com base no pico de atividade
antioxidante, a fim de avaliar seus efeitos nos parametros reprodutivos em modelos

animais.
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8 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a administracdo da polpa de jugara pode ter
efeitos benéficos nos parametros reprodutivos em ratas Wistar em idade avancada.
Observou-se que a polpa de jugara atenuou a senescéncia celular no utero e ovario,
resultando em taxas aumentadas de implantacdo embrionaria e redugao das taxas de
perda pré-implantagdo. Além disso, a polpa de jugcara apresentou uma maior
capacidade antioxidante in vitro em comparagdo com a polpa de jugara fermentada
por LR92, refletindo em um maior efeito antioxidante in vivo, conforme evidenciado
pelo aumento da atividade da enzima SOD no tecido uterino. Esses resultados
sugerem que a jugara pode ter beneficios na promog¢do da saude reprodutiva e
apresenta potenciais aplicagcdes na area da fertilidade. Sendo assim, € fundamental
ressaltar a necessidade de conduzir mais estudos a fim de aprofundar a compreensao
dos efeitos da fermentagao por LR92 nas polpas de jucara. Além disso, a sequéncia
deste estudo visa comparar os efeitos da fermentagédo por LR92 em duas polpas de
jucara diferentes, provenientes de Rolandia e Morretes — PR e suas variagdes nos
tempos de fermentacdo, bem como avaliar os impactos dessas polpas fermentadas

nos parametros reprodutivos de ratas Wistar em idade avancada.
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Aprovacado da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 33/2022 Londrina, 29 de abril de 2022.
Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto intitulado: "EFEITO DA POLPA DA JUCARA IV NATURA E FERMENTADA COM
LIMOSILACTOBACILLUS REUTERI S0B PARAMETROS REPRODUTIVOS DE RATAS WISTAR EM IDADE
REPRODUTIVA AVANCADA: PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES E A FERTILIDADE," protocolo CEUA n° 008.2022
sob a responsabilidade de Karla Bigetti Guergoletto que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA/UEL) em reunido do dia 25/04/2022.

Este projeto tem por objetivo caracterizar a polpa de jucara “in natura” e a fermentada com
Limosilactobacills veuteri em termos de composi¢do centesimal; determinar a atividade antioxidante in vitro da
polpa de jugara “in natura” e da polpa fermentada com Limosilactobacillus reuteri, pelos métodos ABTS, DPPH
e FRAP; analisar os beneficios da suplementacdo da polpa de jucara in natira e da polpa da jucara fermentada
com probidticos em ratas Wistar com idade reprodutiva avancada, sob pardmetros reprodutivos (ciclo estral,
fertilidade, histologia de utero e ovario e dosagem hormonal), marcadores oxidativos (litero, ovéarios e aorta),
bem comeo a variagdo do peso corporal e o consumo alimentar das ratas. Grau de invasidade: GI1.

Finalidade ( ) Ensino (X)Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizacio 01/05/22 a 30/07/23

Espécie/ linhagem/ raca Rato heterogénico/Wistar

N° de animais 66, sendo

51 fémeas, 15 machos
Prole estimada: 240 filhotes

Peso/ Idade 65 dias
Sexo Machos e Fémeas
Origem Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina

Amostras a serem coletadas | Células da mucosa vaginal, Sangue, Utero, Ovarios e Aorta

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteracoes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocoloe & apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execucdo das modificacoes.

Em cumprimento as exigéncias do Conselho Nacional de Conftrole de Experimentacio
Animal (CONCEA), em até 30 dias da finalizaciio do projeto de pesquisa ou extensio envolvendo o uso de
animais (verificar periodo de vigéncia expresso neste oficio), é necessario encaminhar relatorio da
descricio de uso de animais para ceua@uelbr, conforme modelo disponivel no site da CEUA:
http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.php.

Coloco-me a disposigdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessérios. Sem mais para
o momento, subscrevo-me, cordialmente.

AA A /
Prof* Dr? Paiicia %lﬁi%i‘lﬁ }{erandini
Coordenadora da CEUA/UEL

TImo.(a) Sr.(a) Karla Bigetti Guergoletto

Prof. (a) Dr (a). Responsivel pelo projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (DCTA)
C/C para a Diregéo do Centro de Ciéncias Agrarias/C

C/C para Biotério do CCB
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