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RESUMO

INTRODUCAO: A nicotina ¢ o principio ativo do tabaco, e estudos indicam que ela pode ocasionar
danos ao DNA do odcito em virtude do aumento do estresse oxidativo, o que reduz consideravelmente
as taxas de fertilizagdo. OBJETIVO: Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar o efeito do
extrato aquoso de fumaca de cigarro (EAFC), nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS),
durante a maturago in vitro (MIV) de odcitos bovinos. METODOS: Para a produgio do EAFC, foi
utilizado um prototipo pré-estabelecido, no qual a fumaca ¢ aspirada e borbulhada em uma solugao
salina a 0,9%, depositando suas moléculas na solucao. Os ovarios foram coletados em um abatedouro
local e submetidos a slicing. Os odcitos foram recuperados e, em seguida, maturados na auséncia
(TCM+) ou na presenca de diferentes concentracdes do extrato (1%, 2,5% e 5%) por 24 horas em
uma incubadora a 38,5°C, em atmosfera umidificada com 5% de CO2. A mensuragdo dos niveis de
EROS foi realizada utilizando H2ZDCFDA. Ap6s a MIV, os oocitos foram desnudados e incubados
por 30 minutos, sendo posteriormente avaliados sob microscopio de epifluorescéncia, e a intensidade
de fluorescéncia foi calculada utilizando o software IMAGE J. A normalidade dos dados foi avaliada
pelo teste de Shapiro-Wilk, e para a comparacao entre os grupos foi utilizada a analise de variancia
ANOVA-One Way, seguida do pos-hoc de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas
quando P<0,05. RESULTADOS E DISCUSSAQ: Como resultados, foi possivel observar que todas
as concentragdes do EAFC aumentaram de forma significativa os niveis de EROS nos oocitos. Este
aumento foi dose-dependente, com as maiores concentracdes do extrato produzindo um maior
estresse oxidativo. Dessa forma, essa alteragdo contribui para as baixas taxas de MIV observadas em
odcitos expostos a nicotina. CONCLUSAO: Em resumo, a utilizagdo do extrato aquoso de fumaca
de cigarro durante a MIV de odcitos bovinos exerceu efeito citotoxico, aumentando o estresse
oxidativo.

Palavras-chave: Nicotina, Odcito, Citotoxicidade.
1 INTRODUCAO

O consumo do tabaco ¢ responsavel por aproximadamente 9 milhdes de mortes no mundo ao

\ano. Nessa perspectiva, o tabagismo ¢ a causa de morte mais evitavel nos paises desenvolvidos (OMS,
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2020). Relata-se o alarmante nimero de um bilhdo de fumantes no mundo (Reitsma et al., 2021).
Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (2020), no Brasil ha uma prevaléncia de aproximadamente
9,5% de mulheres fumantes em idade fértil. Nesse contexto, ¢ relevante afirmar que o tabagismo ¢
um problema de saude publica, que gera sérias consequéncias ao organismo humano, aumentando os
indices de mortalidade mundial (Murray, 2020).

Nesse sentido, ¢ importante comentar sobre a nicotina, principal componente do tabaco, uma
substancia psicoativa que ha forte influéncia sobre alteragcdes na expressao de microRNAs (Khalil
2023). Sendo classificada como uma amina terciaria, consistindo em uma piridina ¢ um anel de
pirrolidina, sua a forma (S)-nicotina no tabaco (Benowitz 2019). Como um alcaloide, a nicotina age
no organismo humano ligando-se aos receptores nicotinicos de acetilcolina, localizados no sistema
nervoso central e periférico. Esta ligacao provoca a liberagdo de neurotransmissores como dopamina,
que esta associada a sensacdo de prazer e recompensa (Guyton 2017).

Entretanto, o uso continuo de nicotina causa diversas influéncias negativas no organismo,
incluindo dependéncia quimica, aumento da frequéncia cardiaca, hipertensdo, ¢ danos ao sistema
respiratorio. Além disso, a exposicao cronica a nicotina pode afetar negativamente a maturagdo dos
odcitos em diferentes espécies, incluindo bovinos (Teerapong et al., 2019). Assim sendo, ha o
comprometimento da fertilidade e mutagcdes no DNA dos gametas, alteragdes na morfologia dos
odcitos e fragmentagdes no citoplasma, prejudicando a maturacao e desenvolvimento embrionario,
devido ao actimulo de radicais livres e a formagdo de EROS (Butts al., 2021).

Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar o efeito do extrato aquoso de fumaca de cigarro
(EAFC), nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS), durante a maturagao in vitro (MIV) de

odcitos bovinos.
2 METODO
2.1 Obtencao do extrato aquoso a partir da fumaca de cigarro

Para a coleta do EAFC, utilizou-se 35 mL de solucdo salina (NaCl a 0,9%) para cada 08
cigarros, sendo conectado um cigarro por vez na extremidade da mangueira do sistema de coleta. No

processo de coleta, com uso de um crondmetro, foram reproduzidas utilizando a seringa, aspiracdes

de 35 mL, puncionando lentamente o émbolo da seringa entre 2 s e 4 s, repetindo apds 30 s. A fumaga
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aspirada percorreu a mangueira flexivel até o interior do tubo, borbulhando na solugdo. Cada cigarro
foi queimado até o comprimento delimitado pelo inicio do filtro amarelo, sendo realizado entre 8 a
10 pungdes do émbolo da seringa para finalizar a queima. O procedimento foi repetido com cada
cigarro, observando a existéncia de possiveis vazamentos no sistema e reparando a vedacdo caso

necessario. Todo procedimento foi realizado em capela de exaustao.
2.2 Maturacao in vitro

Para a maturagdo dos complexos cumulus oocitos (CCOs) foi utilizado TCM-199
suplementado com 1% de albumina sérica bovina (BSA), 1 pg/mL de estradiol, 0,5 pug/mL de
hormonio foliculo estimulante (FSH), 5 pg/mL de hormoénio luteinizante (LH) ¢ 0,911 mM de
piruvato, sendo denominado de TCM+. O meio foi preparado e incubado previamente por 2h hora
antes da utilizacdo. Os o6citos foram maturados na auséncia (TCM+) ou na presenca de diferentes
concentragdes do EAFC (1%; 2,5%; 5%), concentracdes baseadas em estudos prévios (Kode et al.,
2006; Yang et al., 2016). Foram utilizadas gotas de 100 uL de meio de MIV, cobertas com o6leo
mineral, seguindo uma propor¢ao de 7-10uL de meio para cada odcito, onde foram incubados por

24h a 38,5°C em atmosfera umidificada a 5% de CO2.
2.3 Produgdo intracelular de espécies reativas de oxigénio

A producao de EROS pelos odcitos de cada tratamento foi avaliada conforme descrito por Sa
etal. (2019), utilizando diacetato de 2°,7’- diclorodihidrofluoresceina (H2ZDCFDA). Os oocitos foram
incubados com 1 pL/mL de H2DCFDA por 30 minutos a 38,5°C, seguido de fixacdo em
paraformaldeido (PAF) a 4%. Em média, 10 odcitos por tratamento foram utilizados para cada
analise. Os odcitos foram fotografados sob um microscopio de fluorescéncia (20x, Eclipse 801, Nikon,
Toquio, Japao), e a intensidade do sinal de fluorescéncia (pixels) foi quantificada. As imagens obtidas
foram analisadas utilizando o software ImageJ, e as médias de intensidade de fluorescéncia foram

calculadas.

2.4 Analises estatisticas

Os resultados quantitativos das analises foram expressos em média + erro padrao da média e

a distribuicdo dos dados foi analisada utilizando o teste de normalidade Shapiro Wilk para
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homogeneidade. Além do mais, para a comparacao entre os grupos foi utilizada a andlise de variancia
ANOVA-One Way, seguida do pds-hoc de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas
quando P<0,05.

3 RESULTADOS

Figura 1. - Comparacdo entre médias independentes de intensidade de fluorescéncia emitida pelo marcador

H2DCFDA entre os grupos de tratamento.
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Legenda. Mensuracdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio intracelulares de odcitos apds 24 h de
maturacdo in vitro na auséncia TCM+, ou presenca de 1%, 2,5% e 5% do extrato aquoso de fumaca de

cigarro. *® Letras diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

A produgdo de EROS foi significativamente maior (P<0,05) em todos os tratamentos em
comparagdo ao controle. Observou-se ainda que essa producdo foi dependente da concentracdo, ou

seja, as concentragdes mais altas do extrato resultaram em maior producdo de EROS.

4 DISCUSSAO

O estudo mostra-se relevante para a fisiologia reprodutiva, visto que o tabagismo tem
consequéncias negativas a fertilidade das mulheres, especialmente na maturacdo oocitaria. Nesse

sentido, sdo conhecidos na literatura os maleficios relacionados a nicotina, tendo caracteristicas
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genotoxicas ao alterar a estrutura do DNA e levar a mutacdes dos gametas (Agarwal ef al., 2022;
Teerapong et al, 2019; Tiendrébéogo et al., 2023; Zhang et al., 2017).

Diante disso, o EAFC foi prejudicial ao DNA dos o6citos em quaisquer das concentragdes
utilizadas, demonstrando um efeito toxico corroborando com Woudenberg ef al., (2012) e Dwirahayu
e Mashudi (2016). Além do mais, € observado a excessiva produgao de EROS, em consequéncia da
exposi¢ao ao EAFC através das diferentes concentragdes de nicotina, isso se configura como o fator
impulsionador. Estudos anteriores tém demonstrado que a exposi¢do a nicotina pode levar a
alteragdes epigenéticas pela descondensacao prematura e alteragdes na metilagdo do DNA, afetando
assim, a expressao de genes importantes para a maturagao e desenvolvimento dos o6citos (Teerapong
et al., 2019; Tiendrébéogo et al., 2023).

Outrossim, o estresse oxidativo resultante comprometeu a maturacao oocitdria, assim como
confirmam os resultados de Al-Zubaidi ef al., 2019 e Zhang et al., 2017. Dessa forma, essa alteragao
contribui para as baixas taxas de MIV observadas em od6citos expostos a nicotina. No entanto, ¢
importante ressaltar que mais estudos sdo necessarios para compreender completamente os
mecanismos subjacentes a esses efeitos e para desenvolver estratégias de mitigagdo que possam
melhorar a qualidade dos odcitos em condi¢des de exposi¢ao a nicotina.

Os efeitos patologicos gerados pela exposi¢ao a fumaga de cigarro sao bem estabelecidos para
células epiteliais bronquicas, as quais se diferenciam e implicam no desenvolvimento da doenga
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Tulen et al., (2022), sugerem que, além dos componentes
nicotinicos, a formag¢do de aldeidos reativos como acetaldeido, acroleina e formaldeido a partir da
pir6lise e combustao do cigarro, no qual resultam em niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias,
propdem-se a associagdo ao aumento dos EROS. Portanto, indica-se a investigagao da agdo citotoxica
dos componentes ndo nicotinicos presentes no EAFC para estudos futuros na maturagdo in vitro

(MIV) de odcitos bovinos.
5 CONCLUSAO

Em resumo, a utilizagdo do extrato aquoso de fumaca de cigarro durante a MIV de oocitos

bovinos exerceu efeito citotoxico, aumentando o estresse oxidativo. Tais achados sdo de fundamental

importancia, pois podem contribuir para elucidar os mecanismos pelos quais os compostos oriundos

do tabaco agem sobre as cé¢lulas reprodutivas.
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