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RESUMO

A produgdo in vitro (PIV) de embrides ¢ uma biotecnologia que auxilia a produgdo de animais geneticamente
superiores. Contudo, a producdo excessiva das espécies reativas de oxigénio por esta técnica resulta em danos
celulares aos odcitos e embrides. O uso de antioxidantes durante a PIV pode reduzir o estresse oxidativo. O fruto
da Morinda citrifolia (noni) pode causar impactos positivos nas taxas de maturacdo da técnica da PIV devido suas
propriedades antioxidantes. Desta forma, este estudo visa avaliar os efeitos do noni sobre os aspectos celulares e
moleculares da etapa de maturagdo in vitro (MIV) de odcitos bovinos. Obteve-se um total de 817 complexos
cumulus oophorus (CCOs) viaveis para a maturagdo, os quais foram distribuidos de acordo com os seguintes
tratamentos com noni: controle, Img/mL, Smg/mL and 10mg/mL. Determinou-se a taxa de odcitos maturados pela
técnica Hoescht 33342. Alguns oocitos foram utilizados para mensurar a expressdo de genes relacionados a
apoptose, acdo antioxidante e estresse oxidativo através de qRT-PCR. Foram obtidos poucos o6citos em estagio
de vesicula germinativa e rompimento de vesicula germinativa, contudo, obteve-se um grande niimero de o6citos
sem estagio nuclear identificavel e degenerados. Nao houve diferenca para os achados nucleares entre os grupos
tratados com noni. A analise molecular revelou diferenga entre os grupos experimentais para os genes Bcl-2 e
BAX, indicando que o tratamento com noni desempenhou papel importante de prote¢ao antiapoptotica durante a
MIV, evidenciado principalmente pela expressdo de mRNA do grupo noni 1 mg/mL. Desta forma, os dados da
pesquisa indicam que a M. citrifolia apresentou efeito antiapoptdtico durante maturagao in vitro.
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ABSTRACT

The in vitro production (IVP) of embryos is a biotechnology that helps the production of genetically superior
animals. However, the excessive production of oxygen-reactive species by this technique results in cellular damage
to oocytes and embryos. The use of antioxidants during IVP can reduce oxidative stress. The fruit of Morinda
citrifolia (noni) may cause positive impacts on the maturation rate of the IVP technique due to its antioxidant
properties. Thus, this study aims to evaluate the effects of noni on cellular and molecular aspects in the stage of
in vitro maturation (IVM) of bovine oocytes. A total of 817 viable immature oocytes were obtained, which were
distributed according to the following treatments with noni: control, Img/mL, mg/mL, and 10mg/mL. The rate of
matured oocytes was determined by the Hoescht 33342 technique. Some oocytes were used to measure the
expression of genes related to apoptosis, antioxidant action, and oxidative stress through the gRT-PCR technique.
Few oocytes in germinal vesicle and germinal vesicle rupture stage were obtained, however, a large number of
oocytes without identifiable nuclear stage and degenerated were obtained. There was no difference for in nuclear
findings between the groups treated with noni. The molecular analysis revealed differences between the
experimental groups for the Bcl-2 and BAX genes, indicating that the treatment with noni played an important
role in anti-apoptotic protection during IVM, mainly evidenced by the expression of mRNA from the 1 mg/mL noni
group. Therefore, research data indicate that Morinda citrifolia had an anti-apoptotic effect during in vitro
maturation.

Keywords: Antioxidant, COCs, Morinda citrifolia, noni, in vitro production.
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INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIV) ¢ uma biotecnologia que vem sendo
extensamente aplicada no Brasil e tem se mostrado promissora por elevar a producdo de animais
geneticamente superiores (GONCALVES et al., 2007; MELLO et al., 2016).

A Maturagdo in vitro (MIV), uma das etapas da PIV, consiste no crescimento e
maturacao de odcitos na auséncia de fatores originarios do ovario e do organismo. Durante esta
fase, o oocito sofre diversas transformagdes tanto em seu citoplasma quanto em seu nucleo, as
quais sdo necessarias para o desenvolvimento das etapas subsequentes (GONCALVES, 2007).

A MIV possui algumas limitagdes que precisam ser solucionadas. A producdo em
excesso das espécies reativas de oxigénio (EROs) ¢ um desses obstaculos e advém das
diferentes concentra¢des de oxigénio encontradas no ambiente atmosférico e intrauterino
(FONSECA, 2005). Esse desequilibrio pode influenciar no processo de maturagao oocitaria e
favorecer a ocorréncia de alteracdes citogenéticas. Para tanto, pesquisas associando substancia
com propriedades antioxidantes juntamente com os meios de maturacgao estao sendo realizadas
no intuito de minimizar os efeitos adversos que as tensdes de oxigénio causam aos 00citos
durante o processo de maturagao (FONSECA, 2005; SILVA et al., 2011).

A Morinda citrifolia (noni) ¢ uma planta de uso milenar que possui diversas
propriedades terapéuticas. Seu fruto possui um suco rico em metabolitos que conferem essas
propriedades medicinais, que incluem os compostos fendlicos, acidos organicos e alcaloides e
dentre os compostos ativos encontrados estdo cumarinas, acidos graxos, flavonoides
(quercetina), lignanas, polissacarideos, iridoides, antraquinonas, terpenoides e esterdis (DENG
et al., 2015). Os flavonodides sao uma classe de compostos naturais de consideravel interesse
cientifico e terapéutico. Eles sdo um grupo de substancias naturais com estrutura fenolica
variavel e possuem acdo antioxidante (CHAN-BLANCO et al., 2006). A quercetina, ¢ um
flavonoide presente em frutas, vegetais, flores, graos, e dentre suas propriedades destaca-se a
atividade antioxidante (GUEMRA et al., 2013). Trabalhos ja puderam elucidar as propriedades
antioxidantes presentes em diversos compostos do fruto da M. citrifolia (ALMEIDA et al.,
2019; LI et al, 2020), sendo esta caracteristica importante para os eventos fisioldgicos
envolvidos na maturagdo oocitaria in vitro (GUEMRA et al., 2013; GAD et al., 2018).

Esta pesquisa propde a utilizagao do noni para a investigagao dos aspectos celulares,
como estagio de desenvolvimento do odcito, e moleculares, através da detecgao dos genes
apoptoticos, anti-apoptodticos e antioxidantes envolvido na maturagao in vitro dos complexos
cumulus-o0citos.

MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado em reunido do Comité de Etica e Experimentagdo Animal
em 24/10/2018 para atendimento as normas de Bem-Estar Animal da Resolucio CFMV N°
1000/2012 e Lei 11.794 / 2008. cujo nimero de aprovagdo ¢ 20/2018.

Preparo do suco do fruto de M. Citrifolia

Os frutos de M. citrifolia usados nesse projeto foram obtidos na Ilha de Sao Luis,
Maranhao, com classificagao botanica do Herbario Rosa Mochel, do Departamento de Quimica
e Biologia da Universidade Estadual do Maranhao — UEMA, depositados sob exsicata n°
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200046. No Laboratorio de Anatomopatologia, do Curso de Medicina Veterindria, os frutos
obtidos foram lavados com dgua destilada, secos com papel toalha e acondicionados em frasco
de vidro estéril por dois a trés dias para a liberacdo do sumo. Esse conteudo foi coletado e
centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi liofilizado € o p6 mantido a 4 °C
até o uso (ALMEIDA-SOUZA et al., 2016).

Obtenciao das amostras e puncao folicular

Os complexos cumulus oophorus (CCOs) obtidos foram oriundos de ovarios de vacas
abatidas no abatedouro municipal D.A. Vital, em S3o Luis-MA. Esses ovdarios foram
transportados ao laboratorio de reproducdo animal da UEMA, em recipiente térmico contendo
solucdo tampdo salina-fosfato (PBS) a 37 °C suplementado com 1mL de gentamicina (Gentrin®,
Ourofino Ltda. Brasil; 100mL). No laboratorio, os ovarios foram lavados com PBS a 37 °C ¢
0s CCOs recuperados por aspiragao de foliculos ovarianos medindo entre 2 a 8mm de diametro.
Nesse processo, foi utilizado agulha descartaveis 25 x 0,7mm (22G), acoplado a uma seringa
de SmL. O liquido folicular obtido foi depositado em tubo do tipo Falcon em Banho-Maria a
37,5 °C durante 10 minutos para sedimentacao.

O conteudo decantado foi depositado em uma placa de Petri de 100 x 20mm para
pesquisa sob lupa estereomicroscopio (NOVA optical systems). Os CCOs foram classificados
conforme a qualidade morfoldgica em Graus I, II, III e IV (LEIDFRIED e FIRST, 1979).
Somente os CCOs que apresentaram grau I e II foram selecionados e transferidos para placa de
Petri 30 x 10mm contendo meio de manutengdo TCM 199 1x (Gibco Life Technologies™, Brasil
Ltda., Itapevi-Sao Paulo, Brasil; 500mL). Foram realizadas 18 baterias de maturacao in vitro
de odcitos bovinos, nos quais foram recuperadas 817 estruturas vidveis (graus I e II) para a
MIV, sendo estas divididas entre os grupos experimentais.

Grupos experimentais

As amostras de noni liofilizado (375mg/mL) foram diluidas em eppendorfs conforme
os tratamentos: Omg (grupo controle), Img/mL (A), Smg/mL (B) e 10mg/mL (C).
Posteriormente, foi adicionado 1mL de meio de maturacao (Gene-up Biotecnologia; Sao Paulo-
SP, Brasil; 50mL) aos eppendorfs conforme os tratamentos com M. citrifolia. A placa de
maturacao foi preparada utilizando placa de petri 60 x 15mm, com 4 gotas de 100uL. contendo
meio de maturacao suplementados com noni conforme os tratamentos descritos e recobertos
em Oleo mineral estéril.

Maturacao in vitro

Os CCOs selecionados foram isolados através da lavagem em microgotas de 50uL
contendo meio de manutengdo TCM 199 em placas de Petri de 100 x 20mm. Em seguida, foram
transferidos para a placa de maturagao preparada previamente e colocados em estufa de
atmosfera modificada, cuja temperatura de 38,8 °C, em atmosfera gasosa de 5% de CO. por
24h, iniciando o processo de maturagdo in vitro.

Avaliacao dos estagios de maturaciao nuclear
A avaliagdo da maturacdo nuclear foi feita pela observagao dos estagios de meiose dos
odcitos apds 24 horas de maturagcdo utilizando a técnica de fluorescéncia Hoescht 33342
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(Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil; 100mg). Para retirar as células do cumulus, os
CCOs foram incubados por 10 minutos em hialuronidase (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sao
Paulo, Brasil; 0,2%; v/v) e submetidos a um turbilhonamento mecanico. Em seguida, os odcitos
foram lavados em meio TQC para retirar o excesso de hialuronidase e incluidos em 50uL
contendo solugdo de Hoescht-33342 em placa de petri 60 x 15mm. A visualizacdo do material
genético fluorescente em azul foi verificada por microscopia de epifluorescéncia (filtro de
excitacdo de 365nm e de emissao 420nm). Odcitos em metafase Il foram considerados maduros.

Extracao de RNA e confeccao do cDNA

Os CCOs foram agrupados em pools de 5 CCOs, separados antes e apOs o processo de
maturacio, sendo incluidos em TRIzol Reagent® (Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha) e
congelados em nitrogénio liquido. Um total de 80 amostras foram obtidas dentre os tratamentos
com M. citrifolia. Os o6citos tiveram seu RNA extraido utilizando cloroférmio e isopropanol,
segundo protocolo do fabricante. A concentragdo do RNA total extraido foi avaliada por
espectrofotometria ¢ a qualidade avaliada por eletroforese em gel de agarose/formaldeido.
Posteriormente, realizou-se a dilui¢do do RNA ¢ armazenamento a -80 °C.

A confecgao de cDNA foi feita usando o kit TagMan Reverse Transcription Reagents,
seguindo as especificagdes do fabricante e usando uma concentragao de 500ng de RNA em uma
reacdo com volume final de 20uL. O ¢cDNA foi estocado a -20 °C.

PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Tabela 01: Lista de genes utilizados no RT-PCR em tempo real.

Sequéncia
Gene Iniciadores (5°-3’) Produto de Referéncia
referéncia
no NCBI
BAX GTGCCCGAGTTGATCAGGAC 126 NM 17389 | BORUSZEWSKA
CCATGTGGGTGTCCCAAAGT 4.1 etal., 2015
Bcl-2 GAGTTCGGAGGGGTCATGTG 203 NM 00116 | BORUSZEWSKA
GCCTTCAGAGACAGCCAGGA 6486.1 etal., 2015
Casp3 TGCCACTGTATCAGGGAACA 192 NM 20110 | SAEED-ZIDANE
TGCTCAGCACAAACATCACA 7726 etal., 2017
CAT1 TGGGACCCAACTATCTCCAG 178 NM 00103 | SAEED-ZIDANE
AAGTGGGTCCTGTGTTCCAG 5386.1 etal., 2017
SOD1 TGCCATCGTGGATATTGTAG 189 NM 17461 | SAEED-ZIDANE
GCAATTCCAATTACACCACA 5 etal., 2017
Nrf-2 CCCAGTCTTCACTGCTCCTC 165 NM 00101 | SAEED-ZIDANE
TCAGCCAGCTTGTCATTTTG 1678 etal., 2017
GAPDH | GAGAAGGCTGGGGCTCACTTG 195 NM 00103 DAVIES et al.,
GCTGACAATCTTGAGGGTGTTG 4034.2 2006

A determinacdo quantitativa dos niveis de transcricdo dos genes de interesse, a partir
do cDNA, foi feita por PCR em tempo real (QRT-PCR) usando o kit GoTaq® gPCR Master Mix
(Promega, Madison, Wisconsin, EUA) e o termociclador da Applied Biosystems modelo
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QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Os
iniciadores usados estdo descritos na Tab. 01. Os resultados foram obtidos em valores de limiar
de detecgdo (Ct - cycle threshold) com o software QuantStudio™ Design & Analysis v.1.4.3
(Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), e a quantificacdo relativa expressa por 2(44C)
usando GAPDH como gene enddgeno.

Analise estatistica

O delineamento foi ao acaso com 4 tratamentos x 200, dependendo da quantidade de
odcitos vidveis por coleta. As varidveis, taxa de maturacdo e estdgios da meiose, foram
submetidas ao teste de normalidade. Realizou-se a analise de variancia (ANOVA) e os dados
qualitativos foram comparados pelo teste do y2, considerando p<0,05. As analises foram
executadas utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2015). Os
dados da expressao de mRNA por RT-PCR foram avaliadas pelo teste Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn para comparacdo multipla entre os grupos experimentais. Executadas
utilizando o software Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacido dos estagios de maturacio nuclear

Os resultados do Hoescht 33342 foram classificados conforme os achados nucleares
dos oo6citos. O estagio de vesicula germinativa (VG) ¢ caracterizado pela presenca de nucleo
desenvolvido, porém imaturo. O oo6cito encontra-se na fase de diploteno da Profase 1. Estruturas
encontradas nesse estdgio nao obtiveram maturagdo oocitdria. O rompimento da vesicula
germinativa (RVG) € caracterizado por estruturas que entraram em metafase I, onde a vesicula
apresenta aspecto fragmentado.

O ntcleo ¢ caracterizado como um ponto fluorescente com aspecto granulado mais
proximo ao centro da célula. Por fim, a metafase II ¢ caracterizada pelo fim da maturacao.
Estruturas com ponto fluorescente proximo a membrana plasmatica estdo em MII, portanto,
concluiram o processo de maturacdo (HEWITT e ENGLAND, 1998). A Fig. 01 ilustra os
estagios de maturagdo oocitaria.

Uma pequena quantidade de odcitos chegou em estagio de VG e RVG (Tab. 02),
indicando que os odcitos iniciaram a meiose, porém nao completaram o processo. No entanto,
obteve-se um maior numero de odcitos sem estagio nuclear identificavel e degenerados (NI).
Nao houve diferenca estatistica significativa para os achados nucleares entre os grupos tratados
com M. citrifolia.

O experimento de Santos et al. (2002), o qual avaliou a cinética de matura¢do nuclear
in vitro de o6citos bubalinos em quatro tratamentos e diferentes tempos de maturacio, obteve
menores taxas de oocitos degenerados/ ndo identificados com tempos de maturacao reduzido.
Portanto, ¢ necessario realizar mais testes para determinar o tempo ideal para a maturacao in
vitro dos oocitos tratados com M. citrifolia, no intuito de aumentar o nimero de o6citos em MII
e diminuir o nimero de o6citos degenerados.
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Figura 01: Coloragdo dos odcitos bovinos com Hoescht 33342 para avaliacao dos estagios de
maturagao.

Obs.: Odcitos: A =em estagio de vesicula germinativa; B = em estagio intermediario com rompimento da vesicula
germinativa da maturagdo; C = em metafase II; D = Nao Identificado/degenerado. Objetiva 20x.

Tabela 02: Estagios de maturacdo oocitaria apds coloracdo com Hoescht 33342 dos grupos
experimentais tratados com Morinda citrifolia.

TRAT Total de odcitos | VG | RVG | MII | NI | Taxa maturacao (%)
Controle 202 14* 7? 106* | 75° 532
A 205 8 A 121* | 74* 592
B 201 7 5° 103* | 86° 512
C 209 122 6 119* | 72° 57

Obs.: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste do x* (p<0.05) entre
os tratamentos. Legenda: TRAT: tratamentos; VG: vesicula germinativa; RVG: rompimento da
vesicula germinativa; MII: metafase 2; NI: ndo identificado.

Segundo analise estatistica deste estudo para avaliacdo da maturagcdo nuclear dos
CCOs (Tab. 02), observou-se que a suplementacdo dos meios de maturagdo com ou sem M.
citrifolia, nao provocou diferenca significativa nas taxas de maturagdo nuclear. Estes dados
indicam que M. citrifolia, como antioxidante, ndo provocou melhorias significativas na taxa de
maturacao dos oocitos. Porém, a literatura relata que a presenca de antioxidante durante a
maturacao in vitro € essencial para maturagdo citoplasmatica, resultando em melhores taxas de
embrides (FURNUS et al., 2008; SILVA et al., 2011).

Estudos envolvendo a utilizagdo de antioxidantes na maturacdo in vitro ja foram
realizados anteriormente obtendo bons resultados (GUEMRA et al., 2013; GAD et al., 2018).
Assim como também existem estudos que demonstram a acdo da quercetina como um potencial
antioxidante. A quercetina ¢ um dos principais metabolitos com ac¢ao antioxidante presentes na
M. citrifolia. Em um experimento com PIV, a quercetina foi capaz de promover melhorias nas
taxas de embrides quando utilizada durante a etapa da maturagao in vitrro (GUEMRA et al.,
2013). A quercetina sintética promoveu a inibi¢do de radicais livres em um estudo relatado por
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Braun et al. (2011). No estudo in vivo com camundongos, a quercetina foi capaz de reduzir
danos celulares aos hepatécitos (LIU et al., 2010).

Desta forma, esse estudo ¢ pioneiro em utilizar o noni como antioxidante durante a
MIV. Porém, tendo em vista que a M. citrifolia possui outros compostos quimicos que podem
atuar sinergicamente com a quercetina, existem também diversos metabolitos secundarios que
podem influenciar negativamente o processo da MIV. Portanto, uma analise da agdo da
quercetina extraida do suco do fruto de M. citrifolia na maturacao in vitro, poderia trazer
resultados complementares para esta pesquisa.

PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

A andlise da expressao do mRNA dos odcitos desta pesquisa revelou diferenca
estatistica significativa entre os grupos experimentais para os genes Bcl-2 e BAX. Nas amostras
do grupo tratado com M. citrifolia na concentracdo de 10mg/mL, ndo houve amplificagdo para
os controles endogenos, nao sendo possivel avaliar a expressao génica desse grupo. A Fig. 02
ilustra os resultados obtidos para mRNA por qRT-PCR.

50+
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Figura 02: Expressao relativa de mRNA analisada por qRT-PCR, para os genes Casp3, BCL2, BAX,
CATI, NrF2 e SOD1, e GAPDH como gene enddgeno.

Obs.: Os dados representam média+desvio padrao. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o
controle Oh ou entre os colchetes, ap6s analise de Kruskal-Wallis e teste de comparacdo multipla de Dunn.

O grupo controle 24 horas e noni Smg/mL apresentaram niveis elevados de mRNA
para o gene BCL-2, sendo diferentes estatisticamente dos grupos controle Oh e noni 1mg/mL.
O grupo noni Img/mL também apresentou regulacao positiva da expressao de BCL-2, sendo
distinto dos demais grupos e com os maiores niveis de mRNA para o gene BCL-2 entre os
grupos avaliados. O gene BCL-2 foi utilizado na pesquisa no intuito de verificar os mecanismos
anti-apoptoticos apos os eventos da MIV.

Os genes pro-apoptoticos Casp3 e BAX apresentaram baixa quantificagdo de mRNA
quando comparados ao gene anti-apoptdtico BCL-2. Os dados mostram que as amostras das
células de todos os grupos obtiveram expressoes de mRNA em niveis basais, semelhante ao
grupo controle, para o gene Casp3, assim como para os grupos Controle, A e B no gene BAX,
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diferindo este apenas no grupo C (5mg/mL) onde a expressdo deste gene se mostrou elevada
em comparac¢ao com os demais tratamentos. Ambos os genes BAX e Casp3 sdo de caracteristica
pré-apoptdtica, revelando que apds a maturagdo in vitro, os odcitos ativam mecanismos contra
a apoptose, uma vez que o aumento da produgdo das EROs durante a MIV, causa danos
celulares aos oocitos e pode levar a morte celular (TRINDADE et al., 2016). Portanto, esses
resultados indicam que o tratamento com M. citrifolia desempenhou um papel importante de
protecao dos oodcitos contra a apoptose durante a MIV, evidenciado principalmente pela
expressao de mRNA do grupo noni Img/mL.

O grupo tratado com noni Smg/mL apresentou expressao de mRNA elevada para o
gene BAX, com diferenca estatistica significativa em relacdo aos demais grupos. No entanto,
esse mesmo grupo apresentou alta expressao de mRNA para o gene BCL-2. A natureza de
ambos os genes ¢ oposta, onde um atua em favor da morte celular (BAX) e o outro atua nos
mecanismos antiapoptéticos (BCL-2). Vale ressaltar que o gene BAX ¢ derivado do gene BCL-
2, pertencendo a mesma familia. Os genes BAX e BCL-2 possuem relagdo inversa para a
expressao de mRNA, na qual resulta na prevengdo da liberagao do citocromo-e (BORNER,
2003), que por sua vez leva a ativagdo da Caspase-3 (proteina afetora de apoptose). A enzima
Caspase aumenta a permeabilidade da membrana mitocondrial e estabelece a chamada morte
celular caspase-dependente (KUMAR, 2007). Esse fator explica a baixa expressao de Caspase-
3 observada neste trabalho, devido aos niveis distintos da expressao de mRNA dos genes BCL-
2 e BAX.

Os genes NrF-2, CAT1 e SODI1 foram utilizados no intuito de avaliar a acdo
antioxidante de M. citrifolia e mesurar o estresse oxidativo causado as células. Nao houve
diferenca estatistica significativa para nenhum dos genes avaliados nesta pesquisa, porém ¢
possivel notar que na expressao de mRNA, para o gene SOD1 foi relativamente maior para o
grupo Img/mL, quando comparado ao controle 24 horas. A expressdao do gene SODI indica a
acdo da enzima superoxido dismutase que atua na detoxificacdo de radicais livres
(HALLIWELL et al., 2007).

CONCLUSOES

Os tratamentos utilizados neste trabalho com M. citrifolia nao evidenciaram a acao
antioxidante sobre a morfologia dos odcitos maturados in vitro. A expressao de mRNA do gene
BCL-2 evidenciou que a M. citrifolia desempenhou fungao antiapoptotica sobre os aspectos
moleculares dos odcitos maturados in vitro. Portanto, é necessario a realiza¢do de mais estudos
envolvendo o uso de compostos isolados a partir do fruto do noni na maturagao in vitro de
odcitos, com a finalidade de elucidar quais destes compostos afetariam os resultados de maneira
positiva ou negativa ou até trabalhando em sinergia, visto que o uso do fruto liofilizado nado
permitiu evidenciar quais e como 0s compostos agiram nas células estudadas.
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