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SILVA, Camila Bizarro. Métodos de cultivo e criopreservagdo do tecido ovariano bovino.
2019. 102 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2019.

RESUMO

Um grande nimero de biotecnologias tém sido desenvolvidas para preservacao da fertilidade
humana e animal, principalmente referente ao crescimento e preservacao folicular. Deste
modo, 0s avancos nas biotécnicas de cultivo in vitro e criopreservacdo de foliculos pré-antrais
sdo fundamentais para investigacao da foliculogénese e no aporte do tratamento de doencas
reprodutivas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma estratégia viavel de cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais e um protocolo eficiente de criopreservagédo de tecido ovariano
de fémeas bovinas para incrementar a eficiéncia reprodutiva, através da: I) Avaliagdo do
efeito de diferentes métodos de cultivo in vitro e 1) Determinagdo da melhor concentracao de
dimetilsulfoxido (DMSO) ao protocolo de vitrificacdo do tecido ovariano de bovinos. No
experimento I, os fragmentos foram cultivados in vitro e distribuidos aleatoriamente em
quatro grupos: i) cultivo padréo, diretamente em placa de cultivo (2D), ii) cultivo suporte,
sobre uma monocamada de gel de agarose (2D); iii) cultivo imerso, sobre gel de agarose
imerso no meio (2D) e; iv) cultivo Millicell-Biopore (3D). Os dados foram submetidos aos
testes de ANOVA (p<0,05). Foram avaliados 1330 foliculos pré-antrais na analise
morfolégica. Os fragmentos cultivados sobre o suporte de gel de agarose apresentaram uma
maior proporcdo de foliculos integros (75,3%; 113/150) em comparacdo aos demais grupos
(p<0,05) aos seis dias de cultivo, enquanto aos quatorze dias, os cultivos padrdo, suporte e
imerso possibilitaram um maior percentual de foliculos morfologicamente integros: 54,7%
(82/150), 58% (87/150) e 54.7% (82/150), respectivamente, quando em comparacdo ao
cultivo Millicell (35,3%; 53/150; p>0,05). Os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs)
e capacidade antioxidante das amostras cultivadas pelos quatro métodos apresentaram
reducdo dos niveis de anion superdxido e da capacidade antioxidante quando comparadas ao
grupo controle ndo cultivado. Para o experimento Il o cortex ovariano foi fragmentado e
dividido em um tratamento controle (ndo vitrificado) e trés grupos vitrificados: 1) 1M de
DMSO; II) 1,5M de DMSO e Ill) 3M de DMSO. Os fragmentos ovarianos ficaram
vitrificados durante 7 dias e posteriormente analisados por histologia, presenca de espécie
reativas de oxigénio e reativagdo e crescimento folicular (cultivo in vitro). Imediatamente
apos a vitrificacdo/aquecimento, os fragmentos ovarianos criopreservados em 1M, 1,5M e 3M
de DMSO mostraram porcentagens semelhantes (p>0,05) de foliculos integros. Entretanto,
apenas a concentracao de 3M de DMSO diferiu do controle néo vitrificado (33,9% e 81,3%,
respectivamente; p<0,05). A anélise de radicais livres e a capacidade antioxidante demonstrou
a concentracdo de 3M de DMSO apresentou maior concentracdo de EROs quando comparada
a demais concentraces de DMSO (p<0,05). Apo6s o cultivo in vitro dos fragmentos
vitrificados/aquecidos a concentracdo de 1M de DMSO apresentou maiores porcentagens de
foliculos morfologicamente integros que as demais contragBes (47,7%; p<0,05). Em
conclusdo, o cultivo suporte proporcionou a manutencdo da integridade morfologica, maiores
didmetros e capacidade antioxidante dos foliculos pré-antrais. Ainda, podemos sugerir que 0s
foliculos pré-antrais bovinos podem ser criopreservados in situ com maior eficiciéncia em 1M
de DMSO.

Palavras-chave: Reproducéo assistida. Cultivo in vitro. Vitrificagdo. Foliculos pré-antrais.
Bovinos.



SILVA, Camila Bizarro. Methods of culture and cryopreservation of bovine ovarian
tissue. 2019. 102 p. Thesis (Doctor’s Degree in Animal Science) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

A large number of biotechnologies have been developed for the preservation of human and
animal fertility, mainly referring to follicular growth and preservation. Thus, advances in in
vitro culture biotechnics and cryopreservation of preantral follicles are fundamental for the
investigation of folliculogenesis and for the treatment of reproductive diseases. The objective
of this work was to develop a viable strategy of in vitro culture of preantral follicles and an
efficient protocol of cryopreservation of ovarian tissue of bovine females to increase the
reproductive efficiency, through: I) Evaluation of the effect of different methods of culture in
vitro and Il) Determination of the best concentration of dimethylsulfoxide (DMSO) to the
protocol of vitrification of bovine ovarian tissue. In experiment I, the fragments were cultured
in vitro and randomly distributed into four groups: i) standard culture, directly on culture plate
(2D), ii) support culture, on an agarose gel (2D) monolayer; iii) immersed culture on agarose
gel immersed in the medium (2D); iv) Millicell-Biopore culture (3D). Data were submitted to
ANOVA tests (p<0.05). Preantral follicles 1330 were evaluated in the morphological analysis.
The fragments cultured on the agarose gel support showed a higher proportion of intact
follicles (75.3%; 113/150) compared to the other groups (p<0.05) at the six days of culture,
whereas at fourteen days, (87/150), and 54.7% (82/150), respectively, when compared to the
Millicell culture (35.3%, 53/150; p> 0.05). The levels of reactive oxygen species (ROS) and
antioxidant capacity of the samples cultured by the four methods showed a reduction of
superoxide anion levels and antioxidant capacity when compared to the non - cultivated
control group. For experiment Il the ovarian cortex was fragmented and divided into a control
treatment (not vitrified) and three vitrified groups: 1) 1M DMSO; 1) 1.5M DMSO and I11) 3M
DMSO. The ovarian fragments were vitrified for 7 days and later analyzed by histology,
presence of reactive oxygen species and reactivation and follicular growth (in vitro culture).
Immediately after vitrification/warming, cryopreserved ovarian fragments in 1M, 1.5M and
3M DMSO showed similar percentages (p>0.05) of whole follicles. However, only the
concentration of 3M DMSO differed from the non-vitrified control (33.9% and 81.3%,
respectively, p<0.05). The analysis of free radicals and the antioxidant capacity demonstrated
the concentration of 3M DMSO presented higher concentration of ROS when compared to
other concentrations of DMSO (p<0.05). After in vitro culture of the vitrified/warming
fragments the concentration of 1M DMSO presented higher percentages of morphologically
intact follicles than the other contractions (47.7%; p<0.05). In conclusion, the support culture
provided the maintenance of the morphological integrity, larger diameters and antioxidant
capacity of the preantral follicles. Furthermore, we can suggest that bovine preantral follicles
can be cryopreserved in situ with greater efficiency in 1M DMSO.

Key words: Assisted reproduction. In vitro culture. Vitrification. Preantral follicles.
Bovine.
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1 INTRODUCAO

A reproducdo animal incide diretamente na eficiéncia e rentabilidade
econémica de um rebanho, sendo considerada um dos fatores de maior importancia para 0s
sistemas de producdo. Consequentemente, o desenvolvimento e a utilizacdo de biotecnologias
sdo indispensaveis para o aumento da eficiéncia reprodutiva, do melhoramento genético, da
producdo de alimentos e geracdo de riquezas (Figueiredo et al., 2011). Nas Gltimas décadas
varias foram as biotécnicas associadas a reproducdo animal que apresentaram um grande
potencial para a geracdo de genética, especialmente, ao que se referem aos avangcos da
reproducéo assistida. O termo reproducéo assistida incorpora uma ampla gama de tecnologias
que sdo usadas para aumentar a probabilidade de obter uma gestacdo apds a coleta e o
manuseio direto de odcitos, espermatozoides e/ou embrides resultantes da producdo in vitro
(Kaser et al., 2019).

A base das biotécnicas reprodutivas € a fecundacao in vitro e a transferéncia
de embrides, no entanto outras biotecnologias podem ser inseridas neste contexto, tais como a
clonagem, a transgenia animal e a manipula¢do de odcitos inclusos em foliculos ovarianos
pré-antrais (MOIFOPA). Esta ultima apresenta como principio o0 isolamento, o
desenvolvimento in vitro e/ou preservacdo de foliculos ovarianos na fase pré-antral
(Figueiredo et al., 2018). Até o momento, a espécie murina alcangou os resultados mais
promissores com a utilizagdo desta técnica ao obter nascimento de produtos vivos (O’Brien et
al., 2003).

Apesar dos avangos conquistados e do acréscimo de pesquisas referentes as
biotecnologias, a fisiologia ovariana ainda ndo esta totalmente esclarecida (Leitdo et al.,
2014), o que a torna um assunto intensamente estudado pela sua importancia na pesquisa
fundamental, no incremento da producdo zootécnica com fins comerciais e como modelo para
diversas areas da Medicina Humana. Neste contexto, a utilizagdo da MOIFOPA, possibilitaria
desvendar alguns paradigmas que envolvem o inicio da foliculogénese, os quais abrangem 0s
foliculos ovarianos localizados na fase de quiescéncia, ativacdo e crescimento inicial até a
liberacdo de odcitos (Figueiredo et al., 2008; Figueiredo et al., 2018). Além da possibilidade
de contribuir para os avancos na reproducdo assistida de humanos, nos aspectos de
preservacdo da fertilidade em pacientes destinadas ao tratamento de infertilidade ou
enfermidades como o cancer (Figueiredo; Lima, 2017).

Assim, o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais pode propiciar novas

investigacOes quanto as diferentes substancias associadas ao desenvolvimento folicular, além
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de permitir o aumento do potencial reprodutivo devido a diminuicdo da atresia folicular
ocorrida in vivo. Do mesmo modo, o estabelecimento de um método para o cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais seria a chave para a melhor compreensao dos mecanismos envolvidos na
regulacdo do inicio da foliculogénese e no controle do desenvolvimento dos foliculos
ovarianos. Ndo obstante, a criopreservacdo de foliculos pré-antrais se tornou importante
estratégia para a preservacao do material genético, principalmente, como alternativa para a
estocagem de grande numero de odcitos imaturos de um unico animal (Figueiredo et al.,
2018).

Diante do exposto, torna-se essencial o desenvolvimento de um sistema
eficiente de cultivo in vitro de foliculos ovarianos capaz de permitir o desenvolvimento e a
maturacao completa dos odcitos inclusos em foliculos pré-antrais. Outro ponto fundamental é
0 estabelecimento de uma estratégia de criopreservacdo de fragmentos ovarianos como
alternativa para obtengdo de foliculos viaveis e preservacdo da fertilidade. Apés uma breve
revisdo de literatura, apresentaremos neste trabalho um sistema de cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais e a vitrificacdo de foliculos inclusos em tecido ovariano capazes de promover um

modelo viavel para reproducéo assistida animal e humana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MORFOLOGIA OVARIANA EM MAMIFEROS

O ovério dos mamiferos exerce fungdes essenciais para o sistema reprodutivo
de uma fémea, sendo responsavel por:1) producdo e secrecdo de hormdnios, 0s quais sdo
responsaveis pelo desenvolvimento folicular, manutencdo do trato reprodutivo, ciclo estral e
outras fun¢des hormonais (Hirshfield, 1991; Aradjo et al., 2014) e; 2) producao, diferenciacdo
e liberacdo de um od6cito maduro para fecundagdo (Mcgee; Hsueh, 2000). O formato do
ovario varia de acordo com a espécie animal e o estagio do ciclo estral. Nos ruminantes,
especificamente nos bovinos, os ovarios apresentam formato ovalado/eliptico com peso entre
10 a 20 g na idade adulta. O comprimento pode variar de 3,0a4,5cmealargurade 1,5a 2,0
cm (Hafez; Hafez 2004).

Os ovarios sdo constituidos por duas regides, classificadas em cortex e
medula ovariana, e esta circunscrito por epitélio germinativo ou superficial que estd apoiado
sob uma membrana basal (Silva, 2005). Estes diferentes tipos celulares encontrados no cértex
ovariano, podemos citar as células da granulosa que se caracterizam em células do cimulo ou
murais, enquanto, as células da teca se diferenciam em camada interna e externa (Erickson;
Shimasaki, 2003). Além disso, o cdrtex ovariano localizado na por¢cdo mais externa representa
a regido funcional do ovario. A regido cortical é composta por foliculos ovarianos e corpos
liteos (corpus albicans e corpos hemorragicos; Figura 1) em varios estagios de
desenvolvimento ou atresia, assim como, por tecidos conectivos (colageno — do tipo | e IlI,
fibras reticulares e fibroblasto; Silva, 2005).

A regido medular, na maioria das espécies, esta localizada mais internamente
e apresenta um arranjo irregular de tecido nervoso, vascular (sanguineo e linfatico), tecido
fibrobléastico e conjuntivo, o qual se comunica com o ovario através do hilo (Figura 1; Silva,
2005). Sua funcéo consiste na sustentacdo e nutricdo do ovario (Hafez; Hafez 2004). Durante
a vida reprodutiva de uma fémea a funcionabilidade do ovario é influenciada pela interacdo
exata entre os fatores enddcrinos, autdcrinos e paracrinos, que juntos, atuam no processo de
desenvolvimento folicular e oocitario, conhecido como foliculogénese e o00génese,

respectivamente (Atwood; Meethal, 2016; Monniaux et al., 2018).
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Figura 1 - Esquema representativo do ovario e suas estruturas fundamentais
Fonte: https://slideplayer.com.br/slide/1670121/

2.2 OOGENESE

A o0o0génese consiste na formacdo e modificacdo das células germinativas
primordiais até alcancar o estagio de formacdo do odcito haploide (Figura 2; Risse, 1983;
Hannon; Curry, 2018). Este processo ocorre ainda durante a vida fetal juntamente com a
foliculogénese e, apenas alguns dos od4citos presentes no pool de reserva conseguirdo atingir o
processo de desenvolvimento até a fecundacdo (Wassarman 1988; Bessa; Dode, 2013). Sabe-
se que as fémeas nascem com um estoque de oocitos pré-estabelecido (Saumande, 1991;
Figueiredo et al., 2008).

Na vida uterina, durante a fase de embrido, as células germinativas
primordiais, localizadas no saco vitelinico, deslocam-se para as gonadas em desenvolvimento
para se transformarem em oogdnias, com remanejamento das organelas citoplasmaticas,
proliferacdo celular acentuada e a perda das caracteristicas de motilidade (Sadeu et al., 2006;
Bessa; Dode, 2013).

Apds as multiplas divisdes mitdticas das células germinativas primordiais

originam-se dois tipos diferentes de células. A primeira linhagem de células germinativas tem
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por inicio imediato sucessivas divisdes mitoticas originando as células nomeadas de oogonias
(Hannon; Curry, 2018). Enquanto que a segunda, permanece em interfase e dardo origem as

novas celulas germinativas que posteriormente se diferenciardo em oocitos (Hirshfield, 1991).

Células germinativas

primordiais (CGP) Ninhos de células

germinativas Foliculo Primordial
e = MEIOSE
o I— I—
o - MITOSE o 0
o)
© SUSPENSAO DA
MEIOSE

Figura 2 - Representacdo esquematica da formacdo das células germinativas primordiais
(CGP) e oogénese
Fonte: Adaptado de Sanchez, Smitz (2012).

Como continuacdo do processo de oogénese, as células que se encontram em
estagio de primeira divisdo meiotica apresentam interrupcao dessa divisdo e a constitui¢ao de
odcitos primarios, que persistem neste estagio até a puberdade (Hirshfield, 1991). Ao atingir a
puberdade, ocorrem estimulos que determinam o momento da ovulagdo, isso é possivel pelo
pico do hormdnio luteinizante (LH) e declinio das concentraces do hormoénio foliculo
estimulante (FSH); neste momento, os odcitos retomam a meiose do estagio de préfase |
(Gordon, 1994). Posteriormente, acontece o rompimento da vesicula germinativa, na qual
sucedem as seguintes etapas, metafase I, anafase | e telofase I, com a extrusdo do primeiro
corpusculo polar e o desenvolvimento do odcito secundario (Betteridge et al., 1989).

Subsequentemente, inicia-se a segunda divisdo mei6tica, na qual o nucleo do
odcito se desenvolve até atingir o estagio de metafase 1. Este € o momento da segunda
interrupcdo da meiose (Gordon, 1994). O odcito continua neste estagio até a chegada do
espermatozoide para a fecundagdo. Caso haja a fecundacdo, o odcito prossegue a meiose
(Betteridge et al., 1989) e finaliza a oogénese com a extrusdo do segundo corpusculo polar,
culminando com a formacdo do odcito haploide fecundado (Gordon, 1994; Moore; Persaud
1994).
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2.3 FOLICULOGENESE

Mesmo com os inimeros estudos e 0 desenvolvimento de diversas técnicas
reprodutivas, as informacdes existentes sobre o processo de foliculogénese, principalmente
relacionados aos foliculos pré-antrais, aos mecanismos de maturacdo e a atresia folicular
ainda sdo pouco compreendidos (Figueiredo et al., 2008; Silva-Santos et al., 2014). O inicio
da foliculogénese na maioria das espécies ocorre no decorrer da vida fetal, com a formacéao da
reserva de foliculos primordiais quiescentes, os quais sdo fisiologicamente estimulados a um
crescimento sequencial e coordenados tanto pelo eixo hipotalamico/hipofisario quanto pelos
ovarios (Monniaux et al., 2018). Este processo de crescimento é ajustado pela presenca de
horménios esteroides sintetizados pelos ovarios, por fatores de crescimento e pela atividade
das gonadotrofinas produzidas pelos préprios foliculos (Lima-Verde et al., 2011).

O processo da foliculogénese é definido como a formagdo, o
desenvolvimento e a maturagdo folicular. Inicia-se com a formag&o do foliculo primordial e
culmina no ultimo estagio de desenvolvimento, com o foliculo no &pice da maturagéo,
também denominado como foliculo dominante ou pré-ovulatério (Figueiredo et al., 2008;
Rossetto et al., 2011; Rossetto et al., 2013). A formacdo dos foliculos primordiais ocorre no
momento em que os odcitos sdo individualizados pela separacdo dos corddes das células
germinativas (Figura 3; Bristol-Gould; Woodruff, 2006; Bessa; Dode, 2013).

Células epiteliais da
superficie do ovario ™—__

B ,\\ . Foliculos primordiais

5’ Células germinativas

Figura 3 - Esquema ilustrativo da origem dos foliculos primordiais a partir das células
germinativas presentes nos ovarios
Fonte: Adaptado de Juengel et al. (2002).
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Por padrdo, os foliculos primordiais quiescentes selecionados para se
desenvolverem durante o processo de recrutamento inicial se tornam foliculos primarios.
Esses foliculos priméarios continuam a se desenvolver para se tornarem foliculos secundarios e
entdo terciarios com o surgimento de uma cavidade para posteriormente atingirem o apice do

desenvolvimento até foliculo antral pré-ovulatorio (Hannon; Curry, 2018).
2.4 CLASSIFICAGAO E CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DOS FOLICULOS OVARIANOS

O foliculo é a unidade morfolégica e funcional responsavel por proporcionar
um ambiente apropriado para manutencéo e viabilidade, além do crescimento e maturagdo do
odcito para o processo de ovulagdo (Figueiredo et al., 2008; Lima; Santos, 2010; Rossetto et
al., 2013).

A populacdo de foliculos presente nos ovarios é muito heterogénea (Saraiva
et al., 2011). A composicao do foliculo ovariano consiste num oécito circundado por células
somaticas (granulosa e tecais). Assim, os foliculos podem ser classificados em relagdo aos
aspectos morfologicos e grau de evolucdo em: 1) foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios e 2)
foliculos antrais ou cavitarios (Figueiredo et al., 2007). Os foliculos ovarianos pré-antrais séo
classificados como primordiais, primarios e secundarios; e os foliculos antrais compreendem
os foliculos terciarios e pré-ovulatorios (Figura 4; Hulshof et al., 1994; Figueiredo et al.,
2008; Lima-Verde et al., 2011).

Nao dependente de gonadotrofina Dependente de gonadotrofina

Foliculos Pré-antrais Foliculos Antrais

Figura 4 - Representacdo do desenvolvimento dos foliculos ovarianos de acordo com
caracterizacdo folicular. 1. Oogénias. 2. Foliculo Primordial. 3. Foliculo Primario. 4. Foliculo
Secundario. 5. Foliculo Terciario. 6. Foliculo Pré-ovulatorio. a: Formacédo folicular. b:

Ativacdo. c: Crescimento folicular. d: Crescimento folicular. e: Dominancia folicular
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Fonte: Adaptado de Lisboa et al., 2015.

Ainda é possivel classificar os foliculos pré-antrais de acordo com o grau de
viabilidade, em foliculos integros com a lamina basal, vesicula germinativa e nucléolos
intactos, e odcito com menos de trés vacuolos citoplasmaticos; e em foliculos atrésicos ou
degenerados, com o odcito com mais de trés vacuolos citoplasméaticos e comeco da
descondensacdo da cromatina, ou em estagios mais avancados, com o6cito com o nucléolo e o
citoplasma em fragmentacdo e condensacdo da cromatina elevada, ou ainda com o odcito
completamente fragmentado ou ausente (Butler, 1970; Wandji et al., 1996; Salomon et al.,
2018).

Durante a foliculogénese, a morfologia folicular é alterada, visto que o odcito
cresce e as células da granulosa circundantes se multiplicam e se diferenciam (Bristol-Gould;
Woodruff, 2006; Lima-Verde et al., 2011). Durante a fase fetal, alguns foliculos primordiais
sdo ativados, crescem e se diferenciam em foliculos primarios, secundarios ou terciarios,
enquanto que apenas alguns foliculos atingirdo o estagio de foliculo pré-ovulatério na vida

pos-natal sob o efeito de hormdnios (Fortune, 1994; Monniaux et al., 2018).

2.4.1 Foliculos Pré-antrais

Os foliculos pré-antrais sdo classificados em primordiais, primarios e
secundarios, de acordo com o formato, tamanho e o nimero de camadas das células da
granulosa que envolve o odcito imaturo (Bessa; Dode, 2013). Assim, o desenvolvimento
folicular pré-antral precoce esté relacionado ao aumento do volume e mudancgas no formato
das células da granulosa, enquanto que no estagio tardio ocorre 0 aumento do didmetro
oocitario, bem como, a proliferacdo das células da granulosa (Figueiredo et al., 1994). O
crescimento folicular destes foliculos apresentam pelo menos duas camadas de células da
granulosa e células da teca ao redor da membrana basal (Figura 5; Barnett et al., 2006).

No estagio de foliculos pré-antrais, as células da granulosa dos foliculos
apresentam uma extensiva rede de jungdes do tipo gap, 0s quais sdo canais membranarios que
possibilitam a passagem de ions inorganicos, nutrientes, pequenos metabolicos e o0s
mensageiros para o interior das células (Kidder; Mhawi, 2002). Por fim, os foliculos
secundarios apresentam como caracteristica 0 surgimento da zona pelucida, formada por

glicoproteinas que circundam o odcito (Rankin et al., 2001).
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Q Q Foliculo com uma
camada de células da

granulosa

Primordial Primario
30240 um 40a 60 pm

Foliculo com muiltiplas
O camada de células da

\__/ granulosa
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Figura 5 - AlteragBes celulares em foliculos ovarianos pré-antrais que ocorrem durante o
desenvolvimento folicular
Fonte: Adaptado de Silva-Buttkus et al. (2008).

2.4.1.1 Foliculos Primordiais

Os foliculos ovarianos primordiais representam o estagio inicial do
desenvolvimento folicular localizados no pool de reserva. Durante esta fase alguns foliculos
serdo ativados e iniciardo o processo de crescimento e diferenciagdo (Telfer et al., 2008).
Cada foliculo é composto por um o6cito rodeado por uma camada de quatro a oito células da
granulosa achatada (Hulshof et al., 1994; Fair et al., 1997a). Em bovinos, o diametro folicular
no estagio primordial pode variar de 30 a 40 um, com um odcito entre 20 a 25 um (Beckers et
al., 1996).

Nos foliculos primordiais, o nucleo do o6cito permanece numa posicao
central evidenciando o nucléolo. Ja& as organelas estdo distribuidas uniformemente pelo
citoplasma ou aproximadas ao nucleo. A organela mais evidente e predominantemente
redonda é a mitoc6ndria, enquanto, o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico liso séo
estruturas pouco desenvolvidas e distribuidas desuniformemente pelo citoplasma (Lucci et al.,
2001).
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2.4.1.2 Foliculos Primérios

A atividade proliferativa das células da granulosa dos foliculos primarios
culmina na formacdo de uma camada de células cuboides ao redor do od6cito. Desse modo 0s
foliculos primérios apresentam um od6cito rodeado por uma camada de 11 a 12 células da
granulosa em formato cuboide, o didmetro folicular pode variar de 40 a 70 um. Os foliculos
primordiais e primarios podem ser facilmente diferenciados pelas alteracbes morfoldgicas das
células da granulosa (Hulshof et al., 1994).

Os foliculos primarios sdo caracterizados por um odcito esférico,
mitocondrias por todo o ooplasma com prevaléncia do formato arredondado, entretanto,
algumas ja se mostravam alongadas com cristas transversais. As gotas de lipideos, complexos
de Golgi e reticulos endoplasmaticos eram mais frequentes e se localizam mais proximos a

membrana nuclear (Basso; Esper, 2002).

2.4.1.3 Foliculos Secundarios

Por sua vez, quando os foliculos atingem o estagio de duas ou mais camadas
das celulas da granulosa cuboidais, sdo entdo denominados de foliculos secundarios. Em
bovinos, os foliculos secundéarios apresentam diametro de 60 a 200 um (Beckers et al., 1996).
No decorrer do crescimento do foliculo secundario as fibras de tecido conectivo se
posicionam paralelamente a membrana basal para formar a camada tecal.

Nos foliculos secundarios o nucleo do odcito esta disposto em uma posi¢ao
excéntrica, diferente dos foliculos primordiais posicionados na regido central. Assim, o nlcleo
do odcito estara situado entre a zona pellcida e o centro do odcito; as organelas também se
deslocam para a periferia do foliculo (Hyttel et al., 1997). A zona pellcida é composta por
pequenos microvilos e estd localizada entre o oocito e as células da granulosa. Com o
desenvolvimento folicular o espessamento da zona pellicida torna-se visivel (Lucci et al.,
2001; Rossetto et al., 2011).

2.4.2 Foliculos Antrais
Os foliculos denominados antrais sdo caracterizados pela organizacdo das

células da granulosa em diversas camadas com a formacdo de uma cavidade repleta de fluido

folicular, denominado de antro (Bessa; Dode, 2013). O liquido folicular que compde esta
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cavidade possui agua, proteinas séricas, eletrolitos e altas concentracfes de horménios
esteroides secretados pelas células da granulosa (Barnett et al., 2006).

Dentro da categoria dos foliculos antrais estdo presentes os foliculos
terciarios e pré-ovulatérios. Como mencionado, a principal caracteristica dos foliculos antrais
consiste no surgimento do antro folicular. Os foliculos terciarios sdo constituidos de um
odcito circundado pela zona peltcida, uma pequena cavidade antral e varias camadas de
células tecais (Gordon, 1994). Sdo caracterizados pela presenca de muitas microvilosidades
dentro da zona pelucida, bem como grande quantidade de mitocdndrias arredondadas e
alongadas e particulas lipidicas (Fair et al., 1997b), enquanto, os foliculos pré-ovulatério
representam o estagio final do desenvolvimento folicular. Neste caso, ha o predominio de
mitocondrias arredondadas, além disso, é possivel visualizar mitocéndrias encapuzadas,

caracterizado como o crescimento completo do odcito em bovinos (Hyttel et al., 1997).

2.5 POPULACAO FOLICULAR

Estima-se que a populagdo folicular seja varidvel entre as espécies. Na
espécie bovina, a populacgéo folicular ao nascimento esta em torno de 235.000 de foliculos por
ovario (Erickson, 1966; Silva-Santos et al., 2011), enquanto que nos caprinos e ovinos este
numero pode variar entre 37.646 (Lucci et al., 1999) e 160.000 (Driancourt et al., 1991)
foliculos, respectivamente.

Tendo em vista essa variacdo quanto a populacdo folicular, existem
diferentes fatores que podem influenciar diretamente o nimero de foliculos presentes no
ovario, como variacao individual, raca (Bos indicus - Nelore e Bos taurus - Aberdeen Angus;
Silva-Santos et al.,, 2011; 2014), idade (Rlsse, 1983), genética (Erickson, 1966), niveis
hormonais (Peters, 1976), estado nutricional (Scaramuzzi et al., 1993; Szlachta; Tischner,
2008) e reprodutivo (Silva-Santos et al., 2014).

A populacéo folicular dos ovarios é composta por mais de 90% de foliculos
pré-antrais, e esta localizada no cortex ovariano (Tassel; Kennedy, 1980). A populacdo de
foliculos primordiais, presentes no pool, representa aqueles em quiescéncia, 0s quais estdo
diretamente relacionados com a renovacdo continua dos foliculos antrais no ovario (Guibault
et al., 1986). Ainda, a populacdo de foliculos antrais é altamente variavel entre os individuos,
todavia, mantém-se alta repetibilidade individual (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2008). A

variagdo entre a populacdo antral nos individuos adultos é altamente expressiva, e estd
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relacionada positivamente com os indices de fertilidade e a funcéo ovariana (Ireland et al.,
2009).

Ao deixarem a fase de quiescéncia, os foliculos sofrem um processo
sequencial de crescimento regulado pela presenca de hormdnios e fatores de crescimento. Ao
iniciar o processo de foliculogénese o objetivo € a liberacdo de um o6cito maduro, pronto para
a fecundacdo (Rossetto et al., 2011). Assim, essa reserva representativa dos foliculos existente
nos ovarios, conhecido como pool de foliculos pré-antrais, pode significar um material
genético destinado para a manipulacdo, preservacao das espécies e até para o tratamento de
infertilidade (Picton, 2001).

2.6 CRESCIMENTO E ATIVACAO FOLICULAR

O crescimento folicular tem como inicio a ativacdo dos foliculos primordiais
pela passagem dos foliculos encontrados no pool de reserva ou foliculos quiescentes para o
pool de crescimento (Russe, 1983). No momento em que o foliculo deixar a reserva, crescera
até ovular ou sofrera atresia folicular (Mayer et al., 2004; Lima-Verde et al., 2011).

O primeiro sinal de ativacédo folicular é marcado pela proliferacao das células
da granulosa (Figura 6). As células da granulosa dos foliculos primordiais em crescimento
gradualmente adquirem o formato cuboide, tornando-se foliculos em estagio de transicéo,
caracterizados pela presenca de ambos os formatos das células da granulosa, achatadas e
cuboides, e, subsequentemente, formando os foliculos primarios, com a presenca de uma
camada de células da granulosa cuboides em torno do odcito (Gougeon; Busso, 2000; Silva-
Buttkus et al., 2008).
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Figura 6 — Fases de transi¢do das células da granulosa durante o crescimento folicular
Fonte: Adaptado de Silva-Buttkus et al. (2008)

As alteracdes que ocorrem durante o crescimento dos foliculos consistem na
mudanca do formato das células da granulosa, além do aumento considerédvel do volume
citoplasmatico e nuclear do odcito (Hirshfield, 1991, Silva-Buttkus et al., 2008). Os
mecanismos e fatores responsaveis pela ativacdo dos foliculos no estagio primordial, bem

como aqueles envolvidos na variacdo do periodo durante o inicio do crescimento folicular
ainda sdo desconhecidos (Rajabi et al., 2018).

2.7 ATRESIA FOLICULAR

Os foliculos ovarianos que chegam ao estagio ovulatério sdo poucos, em
consequéncia do processo de atresia. Estima-se que aproximadamente 99,9% dos foliculos
ovarianos sofrem degeneracdo ou apoptose durante o desenvolvimento, denominado atresia
folicular. Com isso, considera-se o ovario um érgédo de baixa produtividade (Johnson, 2003).

A atresia folicular pode ser influenciada por diferentes fatores, tais como,
idade, ciclo reprodutivo, lactacéo, gestacdo, hormonios, nutricdo e isquemia (Ingram, 1962;
Mcgee; Horne, 2018). No inicio do processo de degeneracdo, pode ser possivel a auséncia de
sinais de degeneracdo dos odcitos e a viabilidade de algumas células da granulosa em
foliculos atrésicos, o qual possibilita a recuperacdo dos foliculos e sugerem a retomada da
ovulagdo (Hirshfield, 1991). Embora seja um fendmeno natural, independente da fase que

ocorra, 0 processo de atresia encurta de maneira significativa 0 nimero de od6citos viaveis
durante a vida reprodutiva do animal (Mcgee et al., 2018).
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A atresia ocorre por duas vias, a via degenerativa (Rodrigues et al., 2010)
e/ou pela via apoptética (Figueiredo et al., 1995; Mcgee; Horne, 2018). Uma das principais
causas da morte celular por degeneracdo € a isquemia (Farber, 1982). Isto ocorre pela
diminuicdo da sintese de ATP que afeta o funcionando da bomba Na’/K* localizada na
membrana celular. Com a evolucéo do processo degenerativo e/ou morte celular € identificada
histologicamente (Barros et al., 2001).

Durante a década de 80, a atresia foi postulada por um processo de morte
celular programada caracterizada por apoptose (Tsafiri; Braw, 1984). Ap6s alguns estudos,
evidencias demonstraram que a apoptose celular consiste no principal mecanismo bioquimico
responsavel pela atresia (Markstrom et al., 2002). A principal modificacdo ressaltada na
atresia € a condensacdo da cromatina do nucleo (Silva-Buttkus et al., 2008). Muitas
caracteristicas morfologicas decorrentes da apoptose sdo observadas em odcitos e células da
granulosa. Nos foliculos pré-antrais, as primeiras alteragdes que indicam atresia acontecem no
o6cito, como a retragdo da cromatina nuclear e a fragmentacéo oocitéria (Morita; Tilly, 1999).
As alteracdes das células da granulosa presentes nestes foliculos sdo encontradas raramente.
Ao se desenvolver, o odcito do foliculo se encontra altamente resistente, no qual alteracdes
indicativas de atresia sdo primeiramente observadas nas células da granulosa (Silva-Buttkus et
al., 2008).

O processo de apoptose folicular é dependente de uma regulacdo conjunta de
diferentes fatores autdcrinos, enddcrinos e parécrinos. Ainda, pelo balanco entre os fatores
que possibilitam a sobrevivéncia ou aqueles que induzem a apoptose o foliculo ovariano sera
direcionado a um destes destinos, continuar o desenvolvimento ou sofrer atresia (Hsu; Hsueh,
2000). Os métodos importantes na identificacdo da qualidade folicular consistem nas técnicas
de histologia classica e microscopia eletrénica de transmissdo. Na analise da histologia
classica, as alteracfes que indicam atresia dos foliculos pré-antrais ocorrem primeiramente no
odcito, pela picnose nuclear como primeiro sinal de degeneragdo (Wood; Montali, 1997). Nas
caracteristicas ultraestruturais, os oocitos inclusos em foliculos primordiais degenerados tém
um aumento progressivo de vacuolos citoplasméaticos e retracdo oocitaria, eventos que
antecedem as alteracdes nas células da granulosa. Além disso, as células da granulosa tornam-
se turgidas e diminuem o numero de organelas do citoplasma (Tassel; Kennedy, 1980),
enquanto que nos foliculos antrais, as alteragdes sdo a picnose nuclear e a vacuolizacdo
citoplasmatica que acontecem primeiramente nas células da granulosa (Hay et al., 1976).
Posteriormente, ocorre o surgimento de degenerag@o nas células tecais (O’shea et al., 1978) e,

por fim, no odcito (Hay et al., 1976; Mcgee; Horne, 2018).
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2.8 BIOTECNOLOGIAS UTILIZADAS NO AUXILIO DA COMPREENSAO E ESTUDO DA

FOLICULOGENESE

Para uma expansdo sélida de todo o universo tecnoldgico vinculado a
reproducdo, a base fundamental de toda a fisiologia feminina é a foliculogénese. Por esta
razdo, o interesse sobre o tema tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos (Andrade
et al., 2012; Bizarro-Silva et al., 2018). Somando-se aos aspectos dindmicos da aplicacdo de
tais biotécnicas, o estudo da foliculogénese apresenta-se em momento extremamente
importante, principalmente para as bases para a aplicacdo de técnicas destinada a reproducédo
assistida (Vieira, 2012; Andrade et al., 2012). Atualmente, o crescimento produtivo da
pecuaria tem requerido novos conhecimentos técnicos e cientificos para desenvolvimento de
novas tecnologias. Avangos tecnoldgicos dirigidos aos diversos segmentos repercutem no
aumento da producédo animal, sendo que as biotecnologias reprodutivas tém uma atuacgéo
especifica na obtencdo de animais de qualidade elevada em um maior numero de
descendentes (Lima; Santos, 2010).

As biotecnologias da reproducéo surgiram em razdo aos conhecimentos dos
mecanismos envolvidos no controle da fisiologia reprodutiva, desde os niveis molecular,
celular e endocrino (Neves et al., 2010). O progresso da biotecnologia iniciou-se quando
Watson e Crick estudaram o modelo de dupla hélice do DNA em 1953 (Vieira, 2012). A
utilizacdo de biotécnicas aplicadas com sucesso na reproducdo animal consiste de tecnologias
como, inseminacgdo artificial, fecundacdo in vitro e a transferéncia de embrides (Sanchez;
Smitz, 2012). Outras tecnologias reprodutivas também séo passiveis de serem aplicadas em
grande escala como a clonagem e a manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos
pré-antrais (MOIFOPA, Lima; Santos, 2010).

Ao considerar que uma minima parcela dos foliculos se desenvolve até o
processo de ovulacdo, foi desenvolvida uma biotécnica de manipulacdo oocitaria, conhecida
como MOIFOPA, a qual pretende recuperar os oécitos inclusos nos foliculos e os cultiva-los
in vitro até sua maturacdo completa. (Eppig; O’brien, 1996; Lima; Santos, 2010). Esta
técnica, apresenta como base o isolamento ou resgate de foliculos pré-antrais a partir de
ovarios; a conservacdo para estocagem por curto (resfriamento) ou por longo periodo
(congelagéo); e o cultivo folicular com a finalidade de desenvolver o crescimento, maturacéo
e fecundacdo in vitro dos odcitos previamente inclusos em foliculo pré-antrais (Figueiredo et
al., 2007; Lima; Santos, 2010).
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Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a foliculogénese, o cultivo
de foliculos ovarianos in vitro e a criopreservacao do tecido ovariano destaca-se como uma
biotécnica extremamente Util para esclarecer varios aspectos pouco compreendidos da gonada
feminina. Apresentando-se como modelo experimental bastante eficiente, o estudo dos
foliculos pré-antrais pode ser a chave para a melhor compreenséo dos muitos desafios atuais,
quanto a ativacdo e o controle do desenvolvimento dos foliculos ovarianos (Anckaert et al.,
2013). Portanto, a aplicacdo da MOIFOPA para a producdo in vitro proporcionaria a
utilizacdo de odcitos maduros de animais com alto valor agregado, e ainda, aqueles em
processo de extingdo, em grande escala. Ainda, contribuiria para a padronizacdo das
biotecnologias como fertilizacdo in vitro, transgenia e a clonagem através da utilizacdo de
odcitos obtidos por esta biotecnologia (Figueiredo et al., 2008; Lima; Santos, 2010; Lisboa et
al., 2015).
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2.9 CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS

Varios sistemas de cultivo foram desenvolvidos nas Gltimas duas décadas, e
0s resultados variam de acordo com o tipo de meio, método de cultivo e principalmente da
espécie estudada (Fortune, 1994). Entretanto, até 0 momento, ndo foi possivel identificar em
ruminantes um sistema de cultivo de foliculos ovarianos eficiente em promover o
desenvolvimento completo dos foliculos pré-antrais (Figueiredo et al., 2008; Lisboa et al.,
2015). Os sistemas de cultivo rotineiramente adotados (Figura 7) sdo o cultivo de foliculos
pré-antrais inclusos no proprio tecido ovariano (cultivo in vitro in situ) ou na forma isolada
(cultivo in vitro isolado; Hartshorne, 1997). Além disso, esses dois tipos de cultivo podem ser
combinados, realizando primeiramente os procedimentos do cultivo in situ, para obtencdo de
um maior nimero de foliculos pré-antrais em desenvolvimento, e posteriormente, os foliculos
seriam isolados e cultivados in vitro até a completa maturacgéo (Telfer et al., 2008; Araujo et
al., 2014).

A B

Figura 7 — Representacdo esquematica dos sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais.
(A) Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais envoltos em tecido ovariano (in situ). (B) Cultivo
in vitro de foliculos pré-antrais isolados. (C) Cultivo in vitro no sistema Bidimensional. (D)
Cultivo in vitro no sistema Tridimensional.

Fonte: Adaptado de Lisboa et al., 2015.
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Sistemas de cultivo in situ (fragmentos do cortex ovariano) apresentam a
vantagem de manter o contato celular possibilitando a interacdo intercelular entre foliculos e
células adjacentes (células estromais/tecas e células da granulosa), que podem influenciar seu
crescimento. Também, proporcionam a integridade tridimensional dos foliculos por evitar a
exposicao prolongada das células ao ambiente externo (Abir et al., 2006; Green; Shikanov,
2016). Além de ser um método facil para cultivar os foliculos, o sistema in situ parece
facilitar a ativacdo espontanea de foliculos primordiais aléem de permitir o cultivo de um
grande namero de foliculos pré-antrais (Braw-Tal; Yossefi, 1997; Aradjo et al., 2014).

Enquanto que o sistema de cultivo isolado necessita de métodos para isolar
os foliculos presentes no cortex ovariano. Os métodos desenvolvidos para o isolamento dos
foliculos ovarianos sdo o isolamento mecénico e/ou enzimatico (Figueiredo et al., 2008;
Figueiredo et al., 2018). Embora os foliculos pré-antrais nos estagios primordiais e primarios
possam ser facilmente isolados em ovérios bovinos usando métodos mecanicos ou
enzimaticos, na maioria das vezes foliculos secundérios pequenos (didmetro <150 um) e
grandes (didmetro> 150 pum) apresentam predilecdo para este sistema de cultura in vitro
(Rossetto et al., 2013). Apos o isolamento, os foliculos podem ser cultivados, na sua forma
intacta, para estudos sob a interferéncia in vitro de fatores de crescimento e hormonios, sendo
possivel o monitoramento individual durante interacdo com as células foliculares e a
avaliacdo do desenvolvimento (Silva, 2005; Figueiredo et al., 2007).

Além disso, os foliculos pré-antrais podem ser cultivados em um sistema
bidimensional (2D) ou tridimensional (3D; Figura 7). No primeiro, os foliculos séo colocados
diretamente sob a placa de cultivo ou uma monocamada de células somaéticas (Hirao, 2012),
enguanto que o segundo consiste no sistema em que os foliculos sdo totalmente inclusos em
uma matriz extracelular (colageno ou agar) ou em insertos (Millicell) que permitem que as
células cultivadas passam acessar 0 meio tridimensionalmente. O crescimento, estrutura e
funcdo celular imitam mais de perto o que ocorre in vivo, sendo capaz de manter a arquitetura
original do foliculo ovariano (Figueiredo et al., 2018).

De acordo com registros, o primeiro estudo de foliculos pré-antrais isolados
ocorreu em 1964 em animais de laboratério (camundongo), enquanto Figueiredo et al. (1993)
utilizaram a técnica de isolamento em bovinos em 1990. Os estudos empregaram
metodologias enzimaticas e mecanicas na década de 60 e 90, respectivamente (Figueiredo et
al., 2008). Existem diversos estudos recentes realizados com finalidade de originar in vitro o
crescimento de foliculos pré-antrais in situ ou isolado em diferentes espécies (ratas: Sadr et

al., 2015; suinos: Nunes et al., 2018; bovinos: Bizarro-Silva et al., 2018; ovinos: Lins et al.,
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2017; caprinos: Ferreira et al., 2018; felinos: Vilela et al., 2016, equinos: Max et al., 2018 e
humanos: Roy; Albee, 2000).

O desenvolvimento de condic¢des in vitro para promover o desempenho
folicular e o estudo da foliculogénese pode ser essencial para diminuir a atresia folicular
geralmente ocorrida in vivo (Alves et al., 2013; Aradjo et al., 2014). Assim, com o intuito de
incrementar os sistemas de cultivo prop6s-se a utilizagdo de um sistema de cultivo
bidimensional com uma monocamada de gel de agar (suporte; Sato et al., 2011) como
estrutura fisica semelhante ao ovario. Este sistema de cultivo em monocamada € capaz de
diminuir as perdas durante as manipulacgdes e a integridade folicular é mantida (Costa et al.,
2001) tendo assim um diferencial quando comparado ao sistema de cultivo in vitro tradicional
e tridimensional, sem o uso da monocamada de gel de agar.

Outro fator essencial para a obtencao de sucesso durante o cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais ¢ a composicdo do meio. E conhecido que os foliculos podem ser
influenciados em potencial pelos fatores de crescimento produzidos pelas células do estroma e
por outros foliculos, ou fatores produzidos dentro dos proprios foliculos, fatores de
crescimento e hormoénios (Fortune, 1994). Em um estudo pioneiro utilizando foliculos
ovarianos pré-antrais utilizou-se um meio de cultivo base, chamado de controle (MEM+),
com a adi¢cdo de piruvato (0,23 mM), glutamina (2 mM), hipoxantina, suplementado com
antibidticos, tais como penicilina - 20 UI/mL e estreptomicina — 200 pg/mL e ITS (insulina —
6,25 ug/mL, transferrina — 6,25 ng/mL e selénio — 6,25 ng/mL), significativamente aumentou
a porcentagem de foliculos morfologicamente normais de 29,4% (meio controle) para 78,0%
(meio tratado; Figueiredo et al., 1994). Logo, a composi¢cdo do meio de cultivo com a
auséncia de hipoxantina e outros substratos energéticos, como glutamina e piruvato,
mostraram que a sobrevivéncia dos foliculos pré-antrais de bovinos foi reduzida (Figueiredo
et al., 1994). Deste modo, o tipo de meio utilizado no cultivo in vitro possui grande influéncia
na sobrevivéncia e no crescimento folicular. O Meio Essencial Minimo (MEM) é utilizado
tanto para o cultivo de tecido ovariano bovino quanto de foliculos pré-antrais isolados (Silva
et al., 2004; Matos et al., 2007; Rossetto et al., 2013). No entanto, quando os foliculos
ovarianos sao cultivados in vitro, sdo expostos a grande estresse oxidativo em consequéncia a
exposicdo a luz, as elevadas concentracbes de oxigénio e as concentragfes variaveis de
substratos metabolicos. A adicdo de um antioxidante ao meio de cultivo pode ser a chave para
proteger os foliculos do estresse oxidativo durante a ativacdo e o desenvolvimento in vitro
(Rodrigues et al., 2010).
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Assim, vérias investigacdes no &mbito MOIFOPA contribuiram para o
cultivo in vitro mostrando que durante o controle do desenvolvimento folicular os hormonios,
fatores de crescimento e peptideos estdo envolvidos (Rodrigues et al., 2010; Sanchez; Smitz,
2012). Além disso, os meios de cultivo geralmente tendem a minimizar a atresia folicular,
através de diversas substancias, como: fonte de proteina; antibioticos; antimicéticos; insulina,
transferrina e selénio (ITS); piruvato, glutamina e ocasionalmente um ou mais fatores de
crescimento. Entre esses podem-se destacar: o horménio de crescimento (GH), o fator de
crescimento epidermal (EGF), o horménio foliculo estimulante (FSH), o fator de crescimento
e diferenciagdo-9 (GDF- 9), o kit ligand (KL), as proteinas morfogenéticas Osseas 4, 7 e 15
(BMPs 4, 7 e 15), o fator de crescimento endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento
fibrobléastico (FGF), o fator de crescimento de queratindcitos (KGF), hormonio estimulante da
tiroide (TSH), a ativina-A e peptideo intestinal vasoativo (VIP), os fatores de crescimento
semelhantes a insulina 1 e 2 (IGFs 1 e 2) e tiroxina e/ou esteroides, tal como o estradiol,
testosterona ou androstenediona Figueiredo et al., 2007; Rodrigues et al., 2010; Andrade et
al., 2012; Leitdo et al., 2014; Fernandez et al., 2016 Figueiredo et al., 2017).

Véarios componentes enddcrinos, autocrinos e paracrinos podem estimular a
inervacdo ou a neovascularizacdo dos pequenos foliculos, o que possibilita a chegada de
nutrientes, citocinas, hormonios e outras substancias in vivo (Fortune; Yang; Muruvi, 2011,
Monniaux et al., 2018). Ao que tudo indica, a presenca destas sustancias € necessaria para o
crescimento e sobrevivéncia folicular. Entretanto, os fatores que atuam no desenvolvimento
de FOPA em ruminantes ainda s&o incompreendidos em sua totalidade (Figueiredo et al.,
2007; Aradgjo et al., 2014).

Buscando identificar os fatores que controlam a foliculogénese, assim como,
promovem 0 crescimento e a maturagdo oocitaria junto a multiplicacdo e diferenciacdo das
celulas da granulosa tém se desenvolvido diferentes técnicas de cultivo. Devido a pequena
dimensdo de ovarios de camundongas foi possivel o cultivo do 6rgéo na integra, o que serviu
para o estudo inicial da foliculogénese em pequenos mamiferos (Fortune, 1994; Figueiredo et
al., 2007). O sucesso da ativacdo de foliculos primordiais in vitro permitiu a utilizacdo deste
modelo por diversos grupos de pesquisadores. Entretanto, em animais de médio e grande
porte, ndo é possivel a utilizagdo desta técnica em consequéncia ao dimensionamento dos
ovarios, sendo necessario utilizar fragmentos do tecido ovariano (Figueiredo et al., 2007;
Leitdo et al., 2014). Assim, a técnica de cultivo se realiza com a utilizacdo de pequenos

fragmentos do cortex ovariano, ricos em foliculos primordiais, tem sido estratégia para o



40

estudo do crescimento e ativacdo dos foliculos primarios em bovinos (Braw-Tal; Yossefi,
1997; Figueiredo et al., 2007).

Wandiji et al. (1996), evidenciaram altas taxas (94%) de sobrevivéncia e inicio
do crescimento in vitro de foliculos primordiais bovinos em meio de cultivo sem adicdo de
soro fetal bovino e utilizacdo de fragmentos do cortex ovariano de fetos. No cultivo in vitro o
tipo de meio usado exerce grande influéncia na taxa de sobrevivéncia e no crescimento de
foliculos em mamiferos (Andrade et al., 2012). Neste modelo de cultivo in vitro foi possivel
observar um grande numero de foliculos pré-antrais evoluidos para o estagio de foliculo
primério, mantendo-se vidvel por 20 dias de cultivo, entretanto, poucos atingiram o estagio de
foliculo secundario (Figueiredo et al., 2008).

3.0 CRIOPRESERVACAO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS INCLUSOS EM TECIDO OVARIANO

Devido a algumas dificuldades vinculadas ao cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais isolados ou até in situ, o congelamento de fragmentos ovarianos possibilitaria a
conservacdo até que os protocolos empregados para o cultivo fossem desenvolvidos
(Figueiredo et al., 2007).

A criopreservagdo consiste na conservagdo celular em temperaturas muito
baixas, possibilitando a estocagem por tempo indeterminado (Rubinsky, 2003). O tecido
permanece preservado em temperatura criogénica (-196°C — temperatura do nitrogénio
liquido) devido a inexisténcia de energia térmica suficiente para que ocorram as reacdes
quimicas e processos biologicos (Sheikhi et al., 2011). Diversos sdo os tecidos e celulas que
podem ser criopreservados, incluindo celulas germinativas femininas e masculinas (oécitos e
espermatozoides). A criopreservacao tornou-se pratica comum na conservagdo de embrides,
o0citos e espermatozoides. As células teciduais sdo extremamente sensiveis a baixas
temperaturas, deste modo, para que ndo ocorram danos as células criopreservadas € necessario
a utilizacdo de compostos (crioprotetores) a fim de proteger as células ao resfriamento
criogénico e posteriormente ao aguecimento. Os agentes crioprotetores variam de acordo com
o tipo celular, tecidual e até com a espécie animal e 0 método de criopreservacdo utilizado
(Rodrigues et al., 2014).

Os dois métodos mais comumente usados de criopreservacao do tecido
ovariano sdo congelamento lento e vitrificagdo. A técnica de congelamento lento foi
desenvolvida antes da vitrificagdo. Estes métodos diferem entre si, principalmente, em relacao

a taxa de reducdo de temperatura (Castro et al., 2011). Normalmente, o procedimento de
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congelamento lento envolve a aplicacdo de freezers programados, que sdo dispositivos
especiais que permitem a reducdo gradual da temperatura de acordo com as configuracdes do
programa. Na maioria dos casos, o tecido é resfriado a -140°C e depois colocado em
nitrogénio liquido para armazenamento (Newton et al., 1998; Fuller; Paynter, 2004; Hovatta,
2005). O protocolo de congelamento lento envolve a impregnagdo do tecido ovariano com o
agente crioprotetor, seguido de uma reducdo gradual da temperatura evitando o estresse
térmico durante a fase de transicao das solucgdes do estado liquido para o solido.

Tanto o congelamento lento quanto a vitrificacdo requerem a exposi¢do do
tecido ovariano a uma solucdo crioprotetora. Na vitrificacdo ha a transferéncia do estado
liquido direto para o estado sélido denominado vitreo (Rodrigues, et al., 2014). A técnica de
vitrificacdo tem demonstrado bons resultados na criopreservacdo de odcitos e embrides
precoces (Edgar; Gook, 2012). A criopreservacao com um protocolo de vitrificagdo requer a
aplicacdo de agentes crioprotetores em altas concentracOes, 0 que pode afetar negativamente
as células criopreservadas (Amorim et al., 2011). Além disso, a alta concentracdo de agentes
crioprotetores pode causar choque osmotico nas células (Fahy et al., 1990).

A vitrificacdo tem como vantagem o resfriamento rapido, o qual evita a
formacéo de cristais de gelo no tecido. O aparecimento de cristais de gelo no interior das
células durante a criopreservacao tem um efeito prejudicial na sua viabilidade: o gelo tem
uma densidade inferior a da agua, o que significa que a &gua congelada ocupa mais volume do
gue a forma liquida. Cristais de gelo podem prejudicar a membrana celular e, ap6s o
descongelamento, uma célula com uma membrana destruida pode morrer (Silva; Guerra,
2011).

A eficacia dos procedimentos de criopreservacdo e descongelamento pode
ser estimada usando diferentes métodos, tais como, histologia classica, microscopia eletrdnica
de transmissao, imunohistoquimica, entre outras. A avaliacdo da condigdo de um tecido apos
criopreservacdo e descongelamento pode ser realizada através de andlise histoldgica,
principalmente pela facilidade da técnica. Apesar de alguns avancos com as biotecnologias
aplicadas ao tecido ovariano, os estudos na espécie bovina e ovina estdo em fase inicial. Além
disso, a possibilidade de obter o nascimento de animais a partir de enxertos de tecido
ovarianos pode estimular a busca de novos modelos e técnicas que visem a preservacao e

recuperacdo da fertilidade animal e/ou humana.
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3.0.1 Agentes Crioprotetores (ACPs)

A revolucdo nos métodos de criopreservacdo ocorreu pela descoberta da acéo
crioprotetora do glicerol por Polge et al. (1949) acidentalmente durante as sucessivas
tentativas em preservar espermatozoides. Assim foi possivel identificar alguns elementos
importantes durante a preservagdo, como, a necessidade de utilizagdo de um agente
crioprotetor; o processo pelo qual as células serdo expostas ao crioprotetor; e principalmente o
modo de congelacdo e descongelamento (Castro et al., 2011).

Como anteriormente descrito, 0 sucesso da criopreservacao depende dos
agentes crioprotetores, sendo necessario identificar o mais eficiente, com sua concentracao
adequada para que possa ser utilizado para reducdo de perdas durante os procedimentos de
criopreservagao. Os agentes crioprotetores sdo agentes quimicos que protegem as células
contra formagcé&o de cristais de gelo, desidratacdo, resfriamento e danos causados pela reducgéo
extrema de temperatura. No geral, esses agentes podem penetrar com facilidade as
membranas das células (intracelulares ou permeaveis), substituindo parcialmente moléculas
de agua que sairam em virtude da criopreservac¢ao, formando ponte de hidrogénio com
moléculas de agua intracelular remanescentes, atrasando, com isso, a diminuicdo da
temperatura da mistura resultante, prevenindo assim, a cristalizacdo de gelo por reduzir o
ponto de congelacédo (Pereira; Marques, 2008).

A maioria dos protocolos de criopreservacao foram realizados na presenga de
crioprotetor intracelulares como o dimetilsulfoxido (DMSO), 1,2-propanodiol ou propileno
glicol (PROH), etilenoglicol ou etanodiol-1,2 ou glicol (EG) e glicerol ou glicerina ou 1,2,3-
Propanotriol (GLI), em concentracGes variando de 0,5 a 3,0 M (humano: Newton et al, 1996;
felinos: Jewgenow et al, 1998; caprinos: Rodrigues et al, 2004; Santos et al, 2008; ovinos:
Santos et al, 2007a; bovinos: Celestino et al., 2007). O mecanismo de agdo desses
crioprotetores tem como base a ligagédo a estruturas que promovem pontes de hidrogénio com
as moléculas de agua. Estas ligacbes mudam a orientacdo da molécula de dgua nos cristais de
gelo, criando um ambiente menos nocivo para as células. Para a maioria das células, o glicerol
¢ 0 agente de escolha porque é geralmente menos téxico do que 0 DMSO. Como o0 DMSO ¢
mais penetrante, geralmente é o agente de escolha para as células maiores e mais complexas
(Eroglu et al., 2002). Entretanto, a maior capacidade de penetracdo a membrana celular pode
levar a menores taxas de foliculos pré-antrais viaveis (Fuku et al., 1992).

Por outro lado, ha os crioprotetores que ndo penetram (extracelulares ou nao-

permeaveis), permanecendo no meio extracelular para proteger o material bioldgico com a
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retirada de &gua de dentro da célula causando desidratacdo e aumento da concentragdo de
ACP intracelular. As membranas celulares também sdo protegidas pelos ACPs extracelulares,
por meio da sua ligacdo as cabecas dos grupos fosfolipidios, mantendo a estabilidade da
membrana; assim como também, aumenta a viscosidade do meio, diminui a concentracdo de
eletrolitos durante a criopreservagao, evitando riscos osmoticos (Santos et al., 2010).

Os crioprotetores extracelulares mais utilizados na criopreservagao séo:
sacarose, rafinose, trealose. Entretanto, além de seu efeito crioprotetor, estas substancias
também podem ser toxicas para as células, principalmente durante o periodo de exposicdo
(Celestino et al, 2007), e todos s&o amplamente usados como crioprotetores naturais e
estabilizadores durante a desidratacdo e que, complementarmente, sua combinacdo com
outros agentes intracelulares torna o processo menos toxico e mais eficaz. Sendo a sacarose o

crioprotetor mais empregado na criopreservagao de tecido ovariano (Brito et al., 2014).
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3.1 IMPORTANCIA DO CULTIVO IN VITRO E CRIOPRESERVACAO DE TECIDO DE OVARIOS SOBRE A

FERTILIDADE

Na reproducdo humana muitas mulheres sofrem de doencas que interferem
direta ou indiretamente sobre a fertilidade. Todavia, a preservacao da fertilidade feminina é
um dos problemas mais comuns abordados pelas tecnologias de reproducdo assistida.
Doencas cujo tratamento envolvem métodos agressivos de terapia ou citotoxicos, tais como
radioterapia e quimioterapia influenciam negativamente a salde dos gametas e seus
progenitores (Filatov et al., 2016).

O cultivo in vitro de tecido ovariano ndo é uma técnica amplamente utilizada
na pratica clinica devido aos métodos de desenvolvimento folicular estarem longe de ser
perfeitos. Embora seja uma técnica muito promissora, ainda ndo existe uma padronizacao
entre os protocolos existentes para a obtencéo efetiva de odcitos capazes de serem fertilizados
in vitro. Os ovarios apresentam um grande namero de foliculos primordiais na regido cortical,
sendo assim, sdo obtidos fragmentos de tecido ovariano por disseccao do cortex e subsequente
cultivados in vitro. Esta abordagem permite apoiar o crescimento de um maior nimero de
foliculos primordiais (Telfer et al., 2008).

Atualmente, os estudos sobre a técnica de cultivo sé&o dedicados a
sobrevivéncia folicular e reconstrucdo da estrutura cortico-medular ovariana. Durante a
foliculogénese, os foliculos em crescimento in vivo migram do cortex ovariano, mais rigido e
proximo da superficie, para a medula ovariana (Xu et al., 2013). Logo, no decorrer deste
processo ocorre a reducdo do estresse mecanico das células foliculares, por estarem
localizadas em um ambiente mais interno. Deste modo, a reconstrucdo da estrutura ovariana
cortico-medular in vitro pode ser realizada usando matrizes extracelulares combinados; por
exemplo, um hidrogel de alginato de fibrina (Shikanov et al., 2009, 2011; Jin et al., 2010) ou
gel de agarose.

Assim, o desenvolvimento de um modelo viavel para investigacdo da
foliculogénese resultaria em grande aporte de subsidios para a prospecgdo cientifica das
biotécnicas reprodutivas nas ciéncias biomédicas. Em mulheres com falha ovariana
prematura, por exemplo, a criopreservacdo aliada ao cultivo eficiente representaria um
modelo para estudos e testes de possiveis aplicacBes a determinadas enfermidades. Da mesma
forma, métodos de transplantes e auto-transplantes de ovario poderiam ser desenvolvidas a
partir desta técnica. Testes de efeitos de farmacos nos od6citos humanos, como

quimioterapicos, também poderiam ser efetuados de forma simples e segura (Rodrigues et al.,
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2014). A otimizacdo dos sistemas de cultivo in vitro de foliculos possibilitaria ainda grandes
avangos nas areas de manipulacdo de foliculos e criopreservacdo de fragmentos e foliculos
ovarianos, contribuindo imensamente para tratamentos de infertilidade humana. A
padronizacdo desta biotécnica em animais mostra-se bastante estratégica, por questdes
operacionais - disponibilidade de ovérios - e por aspectos éticos e morais.

A preservacdo da fertilidade pode oferecer melhores perspectivas para
concepcao futura em casos cujo potencial reprodutivo esta ameacado. Nestas circunstancias a
criopreservacdo e 0 armazenamento de gametas ou embrides em baixas temperaturas sao
potencialmente levadas em consideragdo. Os avancos na tecnologia, em particular a aplicagdo
da vitrificagcdo e o transplante do tecido ovariano, melhoraram significativamente o0s
resultados da criopreservacdo de oocitos maduros. Nos casos em que a criopreservacao de
odlcitos maduros ndo é viavel, o cortex ovariano contendo foliculos primordiais pode ser
criopreservado. Até o momento, mais de 100 nascimentos foram relatados apds o enxerto de
tecido ovariano armazenado. Sendo assim, a criopreservacdo do tecido ovariano é agora uma
abordagem estabelecida para preservar a fertilidade futura de mulheres jovens (Gook; Edgar,
2018).

No entanto, a preservacdao da fertilidade engloba uma série de abordagens
clinicas e tecnologias de laboratorio, muitas das quais ainda sdo consideradas experimentais.
Ou seja, para uma maior chance de preservar a fertilidade de pacientes com cancer, seria
necessario a estimulacdo ovariana (superovulacdo), a coleta de o0citos supranumeréarios e a
fertilizacdo in vitro (FIV) para obtencdo de embriGes vidveis ou ainda procedimentos para o
desenvolvimento de foliculos precoces. O tecido ovariano esta sendo cada vez mais coletado
de pacientes com cancer e criopreservado para preservacao da fertilidade (Wang et al., 2016).

Uma opcdo alternativa de preservagdo da fertilidade para o transplante
autologo de tecido ovariano € cultivar e amadurecer odcitos in vitro. Embora o6citos imaturos
possam ser recuperados de foliculos antrais e maturados in vitro (MIV), tem sido proposto
gue uma abordagem alternativa para obter uma populacdo homogénea de od6citos de boa
qualidade consistiria em sistemas de cultivo in vitro que suportam ativacdo de foliculos
primordiais em tecidos corticais, isolamento e cultivo de foliculos pré-antrais, seguida de
coleta de oocitos, MIV e FIV (Telfer; Zelinski, 2013).

Tendo em vista 0s aspectos anteriormente mencionados, estas biotécnicas
apresentam uma alta significancia tanto para pesquisa basica e fundamental como para a
reproducdo animal e humana. A contribuicdo para a pesquisa consiste na elucidacdo dos

mecanismos presentes na fase pre-antral da foliculogénese. Os foliculos ovarianos pré-antrais
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isolados do ambiente natural, com interferéncias enddcrinas, nutricionais e sanitarias
semelhante ao organismo, com a presen¢a de substancias conhecidas (matriz extracelular,
horménios, fatores de crescimento, aminoacidos, carboidratos, etc.) poderdo ser utilizados
para cultivos in vitro. Nesses casos, a aplicacdo de tecnologias de criopreservacgédo de tecido
ovariano ou a técnica de cultivo in vitro de tecido ovariano parece ser uma 6Otima estratégia

para a preservacao da foliculogénese e fertilidade feminina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma estratégia viavel para cultivo in vitro e criopreservacao de

foliculos pré-antrais na espécie bovina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito de diferentes métodos de cultivo in vitro (padrdo;
fragmento sobre o suporte de agarose; fragmento sobre a agarose imerso no meio; e Milli-
Cell) de foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano sobre o crescimento e
desenvolvimento folicular;

Avaliar a morfologia, morfometria, viabilidade e inducdo da diferenciacdo
das células da granulosa de foliculos ovarianos a partir de fragmentos ovarianos cultivados in
vitro por histologia classica;

Caracterizar a atividade proliferativa e o estresse oxidativos causados nos
foliculos in situ cultivados nos diferentes métodos investigados pela técnica AgNOR
(coloracdo da regido organizadoras nucleolares argirofilicas) e analise de EROs,
respectivamente;

Estabelecer a melhor concentracdo ao meio-base do agente crioprotetor
dimetilsulfoxido (DMSO; 1M, 1,5M e 3M) no método de criopreservacao por vitrificagdo
para o tecido ovariano de fémeas;

Investigar o efeito toxico in situ apos a exposicdo ao DMSO pelo teste de
toxicidade;

Avaliar a retomada do desenvolvimento folicular e a infuéncia do cultivo in
vitro ap6s o procedimento de criopreservacdo ao tecido ovariano;

Avaliar a morfologia, morfometria, viabilidade e o estresse oxidativo de
foliculos ovarianos a partir de fragmentos ovarianos vitrificados, por histologia cléassica e

EROs, respectivamente.
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4 ARTIGO A

EFEITOS DE DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO IN VITRO SOBRE O
CRESCIMENTO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS DE OVARIOS BOVINOS

EFFECTS OF DIFFERENT IN VITRO CULTIVATION SYSTEMS ON THE
GROWTH OF PREANTRAL FOLLICLES OF BOVINE OVARIES

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de sistemas bidimensional e tridimensional
para cultivo in vitro de foliculos pré-antrais na espécie bovina. Ovérios (n=10) foram
coletados de abatedouro local, a partir de vacas Bos indicus (n=5) ciclicas. Apos a obtencéo,
0s ovarios foram processados e divididos em fragmentos (n=9); um fragmento por animal foi
imediatamente fixado em Bouin (controle; D0) e os demais fragmentos distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: i) cultivo padrdo, diretamente em placa de cultivo (2D), ii)
cultivo suporte, sobre uma monocamada de gel (2D); iii) cultivo imerso, sobre gel de agarose
imerso no meio (2D); e iv) cultivo Millicell-Biopore (3D). Os métodos de cultivo foram
testados por seis (D6) ou quatorze (D14) dias. A cada dois dias os meios de cultivo eram
substituidos totalmente por aliquotas frescas em temperatura e luminosidade controlada. Para
a analise da integridade e grau de desenvolvimento (crescimento e proliferacdo das células da
granulosa) dos foliculos utilizou-se a histologia classica e coloragdo da regido organizadora de
nucléolos (AgNOR), respectivamente. A morfometria dos foliculos e o6citos e o0s niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs) também foram avaliados. Os dados foram submetidos
aos testes de ANOVA (p<0,05). Ao total, 1330 foliculos pré-antrais foram identificados na
analise morfoldgica. Apds seis dias de cultivo, os fragmentos cultivados sobre o suporte de
gel de agarose apresentaram uma maior proporc¢do de foliculos integros (75,3%; 113/150) em
comparacdo aos demais grupos 58,7% (88/150) para o cultivo padrdo; 62,6% (94/150) para
cultivo imerso; 54% (81/150) para o cultivo Millicell (p<0,05). Quanto a porcentagem de
foliculos em desenvolvimento em D6, ndo houve diferencas entre os métodos de cultivo
testados (p<0,05). Apos quatorze dias de cultivo, os cultivos padrédo, suporte de gel de agarose
e imerso possibilitaram um maior percentual de foliculos morfologicamente integros: 54,7%
(82/150), 58% (87/150) e 54.7% (82/150), respectivamente, quando em compara¢do ao
cultivo Millicell (35,3%; 53/150). Para a taxa de desenvolvimento em D14 os tratamentos
também nédo diferiram entre si (p>0,05). A avaliacdo morfométrica aos seis dias de cultivo
apresentou resultados analogos entre os quatro grupos (p>0,05). Para analise morfométrica
aos quatorze dias, os foliculos cultivados sobre suporte de agarose apresentaram maior
didmetro médio em relagdo aos demais tratamentos (p<0,05). Os niveis de EROs e capacidade
antioxidante das amostras cultivadas pelos quatro métodos apresentaram reducdo dos niveis
de &nion superdxido e da capacidade antioxidante quando comparadas ao grupo controle. No
D6 observou-se que método de cultivo imerso apresentou maiores niveis de anion superéxido
quando comparado aos demais (médiatEPM= 5,37+0,1 no cultivo padrdo; 5,06+0,2 no
cultivo suporte; 6,64+0,5 no cultivo imerso e 4,69+0,1 OD/mg proteina no cultivo Millicell).
Em D14 o mesmo foi observado para o método de cultivo imerso, com niveis maiores de
anion superéxido quando comparado ao método padrdo (6,42+0,7 e 4,61+0,2 OD/mg
proteina, respectivamente). Por outro lado, ndo foi observado diferenca significativa na
capacidade antioxidante entre os métodos de cultivo em D6. Em D14 observou-se que o
método imerso apresentou menor capacidade antioxidante quando comparado aos métodos
padrdo, suporte de gel e Millicell (70,8; 85,1; 47,7 e 86,4 Equivalente de Trolox/mg proteina,
respectivamente). Em conclusédo, este estudo demonstra os beneficios do cultivo de foliculos
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pré-antrais sobre o suporte de gel de agarose em relacdo aos demais métodos de acordo com
as avaliagcdes morfoldgicas, morfométricas e de espécies reativas de oxigénio.

Palavras-chave: Cultivo 2D. Cultivo 3D. in situ. AQNOR. EROs.
ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficiency of two-dimensional and three-
dimensional systems for in vitro culture of preantral follicles in the bovine species. Ovaries (n
= 10) were collected from local slaughterhouse from Bos indicus (n = 5) cyclical cows. After
obtaining, the ovaries were processed and divided into fragments (n = 9); one fragment per
animal was immediately fixed in Bouin (control; D0) and the other fragments randomly
distributed in four groups: i) standard culture, directly on the culture plate (2D), ii) support
culture, on a 2D gel monolayer ); iii) immersed culture on agarose gel immersed in the
medium (2D); and iv) Millicell-Biopore cultivation (3D). Culture methods were tested for six
(D6) or fourteen (D14) days. Every two days the culture media were completely replaced by
fresh aliquots at controlled temperature and luminosity. For the analysis of the integrity and
degree of development (growth and proliferation of granulosa cells) of the follicles the
classical histology and coloration of the nucleolus organizing region (AgNOR), respectively,
were used. The follicle and oocyte morphometry and the levels of reactive oxygen species
(ROS) were also evaluated. Data were submitted to ANOVA tests (p<0.05). A total of 1330
preantral follicles were identified in the morphological analysis. After six days of culture,
fragments grown on the agarose gel support showed a higher proportion of intact follicles
(75.3%; 113/150) compared to the other groups 58.7% (88/150) for culture pattern; 62.6%
(94/150) for immersed culture; 54% (81/150) for the Millicell culture (p<0.05). As for the
percentage of developing follicles in D6, there were no differences between the culture
methods tested (p<0.05). After fourteen days of culture, the standard cultures, agarose gel,
and immersion support provided a higher percentage of morphologically complete follicles:
54.7% (82/150), 58% (87/150) and 54.7% (82/150), respectively, when compared to the
Millicell crop (35.3%, 53/150). For the rate of development in D14, the treatments also did
not differ among themselves (p>0.05). Morphometric evaluation at six days of culture
presented similar results among the four groups (p>0.05). For morphological analysis at
fourteen days, follicles cultured on agarose support presented a larger mean diameter in
relation to the other treatments (p<0.05). The levels of ROS and antioxidant capacity of the
samples cultured by the four methods showed a reduction of superoxide anion levels and
antioxidant capacity when compared to the control group. In D6 it was observed that
immersed culture presented higher levels of superoxide anion when compared to the others
(mean + SEM =5.37 = 0.1 in the standard culture, 5.06 £ 0.2 in the support culture, 6.64 + 0.5
in immersed culture and 4.69 £ 0.1 OD/mg protein in Millicell culture). In D14 the same was
observed for the immersed culture method, with higher levels of superoxide anion when
compared to the standard method (6.42 + 0.7 and 4.61 + 0.2 OD/mg protein, respectively). On
the other hand, no significant difference was observed in the antioxidant capacity between the
cultivation methods in D6. In D14 it was observed that the immersed method had lower
antioxidant capacity when compared to the standard methods, gel support and Millicell (70.8;
85.1; 47.7 and 86.4 Trolox equivalents/mg protein, respectively). In conclusion, this study
demonstrates the benefits of a culture of preantral follicles on the support of agarose gel in
relation to the other methods according to the morphological, morphometric and reactive
oxygen species evaluations.

Key words: 2D Culture. 3D Culture. in situ. AQNOR. ROS.
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Introducéo

Ao decorrer das ultimas décadas, foliculos pré-antrais foram considerados
fontes de um grande numero de odcitos disponiveis para a manipulacdo e producdo de
embrides in vitro, além de serem amplamente aplicados na reproducgdo animal (Gupta; Nandi,
2012; Silva et al., 2016). Recentemente, a utilizacdo de foliculos pré-antrais tornou-se uma
importante estratégia para reproducdo assistida humana, principalmente no auxilio de
pacientes com dificuldade de fertilidade, risco de insuficiéncia ovariana prematura ou devido
a doengas ndo malignas e até em casos de anormalidades genéticas (Frydman; Grynberg,
2016).

Investigacdes detalhadas sobre os mecanismos do desenvolvimento folicular
tém sido restringidas pela auséncia de um sistema de cultivo preciso que possibilite o
crescimento folicular apropriado. A foliculogénese in vivo € um processo complexo que
envolve uma série de etapas sequenciais nas quais foliculos pré-antrais sdo ativados para
iniciar o crescimento e desenvolverem-se até a fase de ovulacdo ou atresia (99,9%). Tal fato
tem estimulado o interesse por um sistema de cultivo in vitro que possa manter o crescimento
folicular de todos os estagios de desenvolvimento e evitar a perda de foliculos in vivo (Xu et
al., 2011; Haag et al., 2013; Araujo et al., 2014).

Sabe-se que o cultivo de foliculos in vitro pode ser realizado em sistemas de
cultivo bidimensional (2D) e tridimensional (3D). No sistema bidimensional o foliculo
encontra-se em contato direto com o substrato, enquanto, no tridimensional o foliculo esta
circundado pelo substrato (Figueiredo et al., 2008; Rossetto et al., 2011; Figueiredo et al.,
2018). Sistemas bidimensionais foram investigados por muitos anos como método tradicional
de cultivo folicular (Gore-Langton; Daniel, 1990; Cortvrindt; Smitz; Van Steirteghem, 1996;
West; Shea; Woodruff, 2007; Bizarro-Silva et al., 2018), enquanto, sistemas de cultivo 3D sé&o
métodos relativamente novos. Sistemas tridimensionais de cultivo mimetizam o estroma do
tecido ovariano e, portanto, assemelham-se as condi¢cdes sob as quais os foliculos se
desenvolvem in vivo (Eppig; Schroeder, 1989; Belli et al., 2012). Todos 0s passos iniciais
para o cultivo de fragmentos teciduais (in situ) ndo resultaram manutencéo celular conforme o
desejado, devido a ineficiéncia dos métodos e meios de cultivos (Sadr et al., 2015; Green;
Shikanov, 2016). Assim, buscou-se desenvolver um método de cultivo bidimensional com um
suporte de gel de agar que permitisse a interface entre gas — meio — células e proporcionasse
as mesmas condigOes de um sistema tridimensional (Sato et al., 2011).
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Neste contexto, embora estejam estabelecidos e aceitos varios modelos
animais como alternativas para a investigacdo em reproducdo humana, 0 acesso restrito a
gametas humanos e as implicacdes éticas retardam o avanco nesse campo (Kim et al., 2010).
Tendo em vista essa limitacdo, o uso de espécimes bovinas deve ser levado em consideracao.
Vérias séo as semelhancas fisioldgicas entre bovinos e humanos quando comparados a outras
espécies; por exemplo, a duracdo da foliculogénese e ovulacdo Unica, assim como, o conteido
lipidico dos od0citos, o metabolismo embrionario (Leese, 2012) e similaridade genética.
Trabalhar com modelos in vitro de bovinos € simplificado pelo facil acesso a ovérios de
abatedouros e aos protocolos bem estabelecidos para algumas biotecnologias reprodutivas
(Langbeen et al., 2015).

Assim, o objetivo do presente estudo foi comparar sistemas de cultivo in
vitro bidimesionais e tridimensionais e estabelecer um método eficiente para o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano, avaliando a integridade
dos foliculos, crescimento e desenvolvimento folicular e resposta ao estresse oxidativo,
contribuindo para o aperfeicoamento da técnica e sua aplicacdo futura em foliculos ovarianos

de outras espécies.

Material e Métodos

A menos que indicado de outra forma no decorrer do estudo os produtos
quimicos utilizados neste estudo foram adquiridos a partir de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA).

Obtencédo e transporte dos ovarios

Os ovarios (n=10) foram colhidos de abatedouro local, a partir de 5 fémeas
novilhas Bos indicus (Raca Nelore) apresentando atividade ovariana, a julgar pela presenca do
corpo luteo e pequenos foliculos antrais, e em boa condi¢do corporal (escore corporal 2,5 a
3,5; escala de 0 a 5). Apds a recuperacdo, os ovarios foram lavados em etanol 70% por 10
segundos e solucdo tampao fosfato salino (PBS; Embriolife®, Vitrocell, Brasil), fragmentados
e transportados em temperatura controlada para o laboratério (4°C; aproximadamente 30 km
por 45 min). Para o transporte dos fragmentos utilizou-se meio essencial minimo (MEM,;
Gibco BRL, Rockville, MD, USA; osmolaridade 300 mOsm/L, pH 7,2) suplementado de 100
ug/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina.
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Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais e protocolo experimental

Cada animal (n=5) teve o par de ovarios processado cuidadosamente, 0
tecido circundante e os ligamentos foram previamente retirados. As regides em que continham
grandes foliculos antrais e corpos luteos foram evitadas e/ou removidas. Posteriormente, o
cortex do ovario foi dividido com auxilio de um punch dermatoldgico estéril descartavel (5
mm; Kolplast, Sdo Paulo, Brasil) em fragmentos (n=9) de aproximadamente 5x5x1 mm. Para
cada animal, um fragmento foi selecionado aleatoriamente e imediatamente fixado em Bouin
(tratamento controle ndo-cultivado, D0). Os fragmentos remanescentes do cortex ovariano
foram cultivados individualmente, por 6 (D6) ou 14 (D14) dias, em aliquotas de 1 mL de
meio de cultivo em placas de cultivo de 24 pocos em estufa a 38,5°C, numa atmosfera de 5 %
de CO2 em ar e umidade saturada. O meio de cultivo controle constituia de MEM
suplementado (MEM+) com ITS (insulina 6,25 pug/mL, transferrina 6,25 ug/mL, e selénio
6,25 pg/mL), 0,23 mM de piruvato, 2 mM glutamina, 2 mM hipoxantina, 1,25 mg/mL de
albumina sérica bovina (BSA Gibco BRL, Rockville, MD, USA), 20 UlI/mL de penicilina e
200 mg/mL de estreptomicina, este meio foi determinado MEM+. Para as condi¢Ges
experimentais, os fragmentos foram distribuidos em quatro grupos: i) cultivo padréo,
diretamente em placa de cultivo (2D), ii) cultivo suporte, sobre uma monocamada de gel
(2D); iii) cultivo imerso, sobre gel de agarose (revestindo a placa) imerso no meio (3D); e iv)
cultivo Millicell-Biopore (Merck, Darmstadt, Germany; 3D; Figura 1). A cada intervalo de
dois dias 0 meio de cultivo era substituido por meio fresco em temperatura (38,5°C) e
luminosidade controlada. O periodo de cultivo utilizado foi baseado em estudos publicados
sobre o curso em tempo de ativacdo de foliculos primordiais em outras espécies (Braw-Tal,
Yossefi, 1997; Fortune et al., 1998; Figueiredo et al., 2018).
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Figura 1. Protocolo experimental utilizado para cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
bovinos em meio controle (MEM+) em diferentes métodos de cultivo (cultivo padréo, cultivo
sobre o suporte de gel de agarose, cultivo com gel de agarose sobre a placa e cultivo Millicell-

Biopore)

Preparacéo do Gel de Agarose

A solucéo utilizada para a formacdo de gel foi preparada por dissolucéo de
Agarose (Agarose Molecular Biology Grade; Kasvi, Brasil) em &gua deionizada estéril
(MilliQ) para obtencéo de uma solugdo a 1,5% de Agarose (p/v). Apés a obtencdo do gel, os
suportes foram confeccionados com dimensdes de 1 cm?® (Silva et al., 2017) ou a placa de
cultivo revestida com 1 mL por pogo para obtengdo de uma estrutura uniforme, para os
tratamentos com o suporte e imerso, respectivamente. O gel foi trocado completamente no

oitavo dia (D8) de cultivo.
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Processamento histoldgico

Para a analise histoldgica da morfologia ovariana e dos foliculos ovarianos,
os fragmentos do controle (ndo cultivado) e cultivados durante 6 ou 14 dias, foram fixados
por imersdo em Bouin durante 24h e mantidos em alcool 70%. Apds a fixacdo, os tecidos
foram desidratados numa série graduada de solugdes crescente de etanol, clarificados e
diafanizados em xilol, embebidos em parafina e incluidos em blocos para cortes histoldgicos.
Subsequentemente, cada peca foi seccionada a 5 um com intervalo de 5 secc¢des do tecido em
microtomo rotativo (Leica®, Wetzlar-Alemanha) para montagem de laminas para
microscopia. As laminas foram coradas com Acido Periédico de Schiff (PAS) e
Hematoxilina. Para a coloracdo de PAS e Hematoxilina, resumidamente as ldaminas de tecido
foram inicialmente desparafinadas com xileno e em seguida, reidratadas utilizando etanol a
70% antes de serem coradas com &cido periodico (Sigma, St. Louis, MO, EUA) durante 5 min

e o reagente de Schiff durante 10 min, e contracoradas com hematoxilina.

Analise da integridade e desenvolvimento folicular

Todas as secgdes foram examinadas usando microscopia optica (10x e 40x;
Nikon, Tokyo, Japan). Os foliculos pré-antrais foram classificados de acordo com o estagio de
desenvolvimento folicular, em: (1) primordial (contendo uma camada de células somaticas,
conhecidas como células da granulosa, planas ou achatadas ao redor do odécito), ou em
desenvolvimento, como: (2) priméario (uma Unica camada de células da granulosa cuboides em
torno do o06cito), ou (3) secundario (duas ou mais camadas de células granulosas cubicas).
Para avaliar a ativacdo e crescimento folicular foi realizada a quantificacdo dos foliculos nas
diferentes fases do desenvolvimento (primordiais, primarios e secundarios) no controle e apos
o cultivo in vitro nos diferentes tratamentos (Andrade et al., 2012).

Tambem foi realizada a classificacdo de acordo com a integridade segundo
as seguintes variaveis morfoldgicas: (I) integridade das células odcito e granulosa; (1)
presenca ou auséncia de corpos picnéticos; (II1) retracdo ooplasmica; (IV) organizacdo de
células da granulosa; e (V) presenca de membrana basal ndo ondulada, firmemente aderida as
células da granulosa. Com base nestes critérios os foliculos foram considerados
morfologicamente integros, quando o odcito apresentasse morfologicamente integro néo

picnético e cercado por células da granulosa organizadas em camadas discretas; ou
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degenerado, o odcito encolhido com um nulcleo picnético e/ou cercado por células da
granulosa desorganizadas isoladas a partir da membrana basal (Bufalo et al., 2016).

Ao avaliar as taxas de crescimento e ativacao folicular, apenas os foliculos
integros foram considerados, e as porcentagens de foliculos primordiais e em
desenvolvimento (primarios e secundarios) foram calculados apds O (tratamento controle), 6
ou 14 dias de cultivo nos diferentes grupos. Para evitar a recontagem, os foliculos pré-antrais

foram contados apenas na sec¢ao em que o nucleo do odcito fora observado.

Morfometria dos foliculos pré-antrais cultivados in vitro

Para a andlise dos didmetros dos foliculos e oocitos cultivados, foram
observados cinco foliculos pré-antrais morfologicamente integros por tratamento e as imagens
capturadas. Foram avaliados 270 foliculos pré-antrais, incluindo os tratamentos nao
cultivados (n=30) e cultivados por 6 dias (n=120) e 14 dias (n=120). As laminas foram
examinadas em um microscopio Leica® (DMSL, Leica Microsystems, Alemanha) e as
imagens capturadas por uma camera digital MOTICAM 2500 (5.0 MPixel) e analisadas no
programa Motic Images Plus 2.0 ML. As medidas dos foliculos e odcitos foram realizadas
conforme as citadas por Silva-Buttkus et al. (2008), sendo que o diametro oocitario e folicular

foi calculado a partir da média aritmética de duas medidas perpendiculares.

Avaliacdo da proliferacéo de células da granulosa (AgNOR)

Para estimar o indice de proliferacdo celular da granulosa dos foliculos pre-
antrais presentes no controle néo cultivado e cultivados in vitro por 6 ou 14 dias, foi realizada
a coloracdo de AgNOR para quantificar o nimero de regides organizadoras nucleolares
argirofilicas (NOR) que apresentam afinidade de prata (Ag), por nacleo de células da
granulosa. Resumidamente, as laminas coradas com AgNOR foram inicialmente obtidas
através do mesmo procedimento do processamento histoldgico. As amostras foram
desparafinizadas e desidratadas, posteriormente incubadas por 15 min em Triton X 0,5%, em
seguida por 10 min em solucdo de AgNOR, a temperatura de 37°C. As solucdes utilizadas
foram (A) AgNOR 0,5 ou 1 g/mL em agua desionizada e (B) gelatina 1 ou 2% em agua
desionizada contendo 1% de acido formico. A solucdo de coloracdo foi uma mistura de A
(2V) e B (1V). Em cada caso, as reagdes foram interrompidas enxaguando varias vezes em

agua desionizada.
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Para quantificacdo ao menos 5 foliculos foram avaliados em cada tratamento.
Considerou-se 0 aspecto de todas as células da granulosa dos foliculos visualizados. Para
marcacgdo positiva (marrom-corada), foram considerados aqueles que a célula da granulosa
apresentavam ao menos uma marcacdo de NOR. As laminas foram visualizadas sob um
microscopio de luz (40x e 1000x), e a NOR de todos os nucleos de células da granulosa

visiveis nos diferentes tratamentos foram contabilizados.

Analise de espécie reativa de oxigénio (EROs)

Os niveis de EROs foram determinados em amostras de tecido ovariano néo
cultivado e cultivados in vitro por 6 ou 14 dias utilizando ensaios cinético-colorimétricos para
determinacdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) e producdo de anion superoxido (NBT). A
capacidade da amostra em resistir aos danos oxidativos foi determinada pela habilidade da
reducdo do ferro (FRAP), a habilidade de neutralizacdo de radicais livres (ABTS) e dos niveis
de glutationa reduzida (GSH), posteriormente descritos e adaptados conforme Pinho-Ribeiro
et al. (2016). As amostras de tecido ovariano bovino cultivadas nos diferentes métodos foram

coletadas e mantidas a -80°C por pelo menos 48h.

Ensaio da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre (ABTS) e do poder

antioxidante pela redugao férrica (FRAP)

A capacidade das amostras para resistir ao dano oxidativo foi determinada
pela sua eliminacgdo de radicais livres (ensaio ABTS [&cido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina
6-sulfénico]) e propriedades de reducdo férrica (ensaio FRAP). Os testes foram adaptados
para um formato de microplaca de 96 pocos, as amostras do tecido ovariano foram recolhidas
3 h apds estimulo com LPS e homogeneizado em tampao KCI gelado a 1,15% (500uL). A
absorbancia dos ensaios ABTS e FRAP foi medida a 730 e 595 nm (Multiskan GO Thermo
Scientific), respectivamente, e os resultados foram equacionados contra uma curva Trolox
padréo (0,02-20 nmol).
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Quantificacao de glutationa (GSH)

As amostras foram homogeneizadas com 200 ul de EDTA 0,02 M. O
homogenato foi misturado com 25 pL de acido tricloroacético a 50% e homogeneizado trés
vezes durante 15 min. A mistura foi centrifugada (15 min x 1500 g x 4). O sobrenadante foi
adicionado a 200 pl de tampao TRIS 0,2 M, pH 8,2 ¢ 10 uL de 0,01 M DTNB. Ap6s 5 min, a
absorvancia foi medida a 412 nm contra um branco reagente sem sobrenadante. Uma curva
padrao foi realizada com GSH padrdo. Os resultados sdo expressos em nmol GSH por mg de

proteina.

Ensaio das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

A peroxidacao lipidica foi medida pelo ensaio TBARS (Thiobarbituric Acid
Reactive Substances). Amostras do tecido ovariano foram recolhidas 3h apds a injeccéo i.pl.
estimulo com LPS e homogeneizado em tampao KCl gelado a 1,15% (500uL). Os niveis de
malondialdeido (MDA), um produto intermedidrio de peroxidagdo lipidica, foram
determinados em amostras pela diferenca entre a absorbancia em 535 e 572 nm (Multiskan
GO, Thermo Scientific). Os resultados séo relatados como nmol de MDA por mg de proteina.

Producdo de anion superoxido (NBT)

A mensuracgéo de producdo de anion superéxido em homogenatos de tecidos
em 1,15% de tampédo KCI (500 uL) foi realizada utilizando o ensaio de nitroazul de tetrazolio
(NBT) adaptado a uma microplaca. A redugéo do NBT foi medida a 600 nm (Multiskan GO,
Thermo Scientific). Os resultados sdo apresentados como DO por mg de proteina.

Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas pelo software Action 3.1 versdo do R
3.0.2 (Campinas, SP, Brasil). Os dados foram inicialmente submetidos aos testes de
normalidade de residuos (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (Bartlett). O namero
médio de foliculos pré-antrais morfologicamente integros e degenerados, de foliculos
primordiais e em desenvolvimento obtidos nos tratamentos controle e nos diferentes métodos

de cultivo in vitro por seis ou quatorze dias, respectivamente, foram submetidos a ANOVA e
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teste de Tukey (p<0,05). Para compara¢do dentro do mesmo método de cultivo por seis ou
quatorze dias, os dados foram analisados atraveés do Teste T-Student. A morfometria dos
foliculos (diametro médio dos foliculos e odcitos) foram submetidos a anélise de Kruskal-
Wallis. Para os ensaios de estresse oxidativo os dados foram submetidos 8 ANOVA seguido
pelo teste de Tukey foi realizado para cada método e tempo de cultivo. Os valores foram

considerados estatisticamente significantes quando p<0,05.
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Resultados

Analise da morfologia e crescimento folicular

Foram avaliados 1330 foliculos pré-antrais, sendo 326 (24,5%) primordiais e
1004 em desenvolvimento (75,5%; Figura 2). Em geral, ap6s o inicio do cultivo, a propor¢édo
de foliculos primordiais foi reduzida entre os diferentes tratamentos; portanto, houve um
aumento na porcentagem de foliculos em desenvolvimento. A porcentagem de foliculos
integros e degenerados de acordo com o estagio de desenvolvimento estdo representados na
figura 3 (6 dias) e 4 (14 dias).

Figura 2. Fotomicrografia histologica da morfologia dos foliculos pré-antrais bovinos (Bos
indicus). (A) Foliculo primordial integro; (B) Foliculo primario integro (seta); (C) Foliculo
secundario integro; (D) Foliculo primordial degenerado. Acido periddico de Schiff (PAS) e
Hematoxilina, 40X e 100X.
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Figura 3. Porcentagem de foliculos pré-antrais (primordiais integros, em desenvolvimento
integros, primordiais degenerados e em desenvolvimento degenerado) em tecido ovariano nao
cultivado (controle, dia 0) e ap6s cultivo in vitro com diferentes métodos de cultivo folicular
(cultivo padréo, cultivo sobre o suporte de gel de agarose, cultivo com gel de agarose imerso

no meio e cultivo Millicell-Biopore) por 6 dias

Valores seguidos de letras mindsculas (a, b) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).

Valores seguidos de letras maitsculas (A, B) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).
Valores seguidos de letras mindsculas (a, B) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).
Valores seguidos de letras minusculas (#, $) diferem estatisticamente entre si (p <0,05).

* Comparado com o controle
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Figura 4. Porcentagem de foliculos pré-antrais (primordiais integros, em desenvolvimento
integros, primordiais degenerados e em desenvolvimento degenerado) em tecido ovariano nao
cultivado (controle, dia 0) e apds cultivo in vitro com diferentes métodos de cultivo folicular
(cultivo padréo, cultivo sobre o suporte de gel de agarose, cultivo com gel de agarose imerso
no meio e cultivo Millicell-Biopore) por 14 dias

Valores seguidos de letras mindsculas (a, b) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).

Valores seguidos de letras maitsculas (A, B) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).
Valores seguidos de letras mindsculas (a, B) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).
Valores seguidos de letras minusculas (#, $) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).

* Comparado com o controle

Os efeitos dos diferentes sistemas de cultivo sobre a percentagem de
foliculos morfologicamente integros estdo ilustrados na figura 5. Apds seis dias de cultivo, o0s
fragmentos cultivados sobre o suporte de gel de agarose apresentaram uma maior proporgao
de foliculos integros (75,3%; 113/150) em comparacdo aos demais grupos, 58,7% (88/150)
para o cultivo padrdo; 62,6% (94/150) para cultivo com gel de agarose imerso no meio; 54%
(81/150) para o cultivo Millicell (p<0,05). Aos quatorze dias de cultivo, os métodos de cultivo

ndo apresentaram diferenca significativa para as taxas de integridade dos foliculos (p>0,05).
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Figura 5. Porcentagem de foliculos pré-antrais (primordiais, primarios + secundarios) integros
em tecido ovariano ndo cultivado (controle, dia 0) e apds cultivo in vitro com diferentes
métodos de cultivo folicular (cultivo padréo, cultivo sobre o suporte de gel de agarose, cultivo

com gel de agarose imerso no meio e cultivo Millicell-Biopore) por 6 ou 14 dias

Valores seguidos de letras mailsculas (A, B) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).
Valores seguidos de letras minusculas (a, b) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).
* Comparado com o controle

Quanto a porcentagem de foliculos em desenvolvimento em D6, ndo houve
diferengas entre os métodos de cultivo testados (p<0,05; Figura 6). Aos quatorze dias de
cultivo, os cultivos padréo, sobre o suporte de gel de agarose e gel de agarose imerso no meio
possibilitaram um maior percentual de foliculos morfologicamente integros em
desenvolvimento: 54,7% (82/150), 58% (87/150) e 54.7% (82/150), respectivamente, quando
em comparacdo ao cultivo Millicell (35,3%; 53/150). Para a taxa de desenvolvimento em D14

os tratamentos n&o diferiram entre si (p>0,05; Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem de foliculos integros em estagio de desenvolvimento (primarios +
secundarios) de fémeas Bos indicus em tecido ovariano ndo cultivado (controle, dia 0) e ap6s
cultivo in vitro com diferentes métodos de cultivo folicular (cultivo padrédo, cultivo sobre o
suporte de gel de agarose, cultivo com gel de agarose imerso no meio e cultivo Millicell-

Biopore) por 6 ou 14 dias

Valores seguidos de letras (o, B) diferem estatisticamente os dias de cultivo (D6 entre D14) dentro de um mesmo
tratamento (p <0,05).
* Comparado com o controle

Morfometria dos foliculos pré-antrais cultivados in vitro

Para a analise morfométrica dos foliculos pré-antrais, as dimensfes do
foliculo e do odcito foram medidas em tecido cultivado nos diferentes métodos de cultivo in
vitro. O diametro médio dos foliculos e odécitos observados nos dias 6 ou 14 dias de cultivo

podem ser encontrados na figura 7 e 8, respectivamente.
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Figura 7. Diametro médio folicular em micrometros (um) de foliculos pré-antrais bovinos
cultivados por 6 ou 14 dias com diferentes métodos de cultivo in vitro (cultivo padréo, cultivo
sobre o suporte de gel de agarose, cultivo com gel de agarose imerso no meio e cultivo
Millicell-Biopore)

Valores seguidos de letras maitsculas (A, B) diferem estatisticamente (p <0,05).
Valores seguidos de letras mindsculas (a, b) diferem estatisticamente (p <0,05).

O didmetro medio dos foliculos pré-antrais do controle ndo cultivado foi de
34,9+5,5 um. Apds o cultivo in vitro por 6 dias, o didmetro médio dos foliculos pré-antrais
(primordiais, primarios e secundarios) apresentou resultados analogos entre 0s quatro grupos
(cultivo padrdo: 23,7+4,0 um, cultivo suporte: 27,6+£5,9 um, cultivo imerso: 27,5+4,9 um e
cultivo Millicell 22,9+4,4 pum; p>0,05). No entanto, apés quatorze dias, os foliculos
cultivados sobre o suporte de agarose apresentaram maior didmetro médio em relagdo aos
Millicell (cultivo suporte: 30,8+£10,4 um, cultivo padrdo: 26,6+7,4 um, cultivo imerso:
24,7£5,1 um e cultivo Millicell: 21,8+2,7 um; p<0,05). Em relagdo ao didmetro dos odcitos
presentes nos foliculos, em todos os estagios de desenvolvimento, ndo foi observada diferenca
significativa (P> 0,05).
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Figura 8. Média do diametro oocitario em micrometros (um) de foliculos pré-antrais bovinos
cultivados por 6 ou 14 dias com diferentes métodos de cultivo in vitro (cultivo padréo, cultivo
sobre o suporte de gel de agarose, cultivo com gel de agarose imerso no meio e cultivo
Millicell-Biopore)

Valores seguidos de letras maiusculas (A, B) diferem estatisticamente (p <0,05).
Valores seguidos de letras minusculas (a, b) diferem estatisticamente (p <0,05).

Avaliacéo da proliferacéo de células da granulosa (AgNOR)

Com base na marcacdo com NOR, foi realizada a analise qualitativa das
células da granulosas de foliculos pré-antrais do controle ou cultivados pelos diferentes
métodos de cultivo (cultivo padréo, cultivo sobre o suporte de gel de agarose, cultivo com gel
de agarose imerso no meio e cultivo Millicell-Biopore; Tabela 1) por 6 ou 14 dias.

Um total de 72 foliculos pré-antrais foram analisados pela coloracdo AgNOR.
A avaliacdo da proliferacdo celular por quantificacdo de NOR (Figura 9) revelou um maior
numero de celulas da granulosas coradas NOR em relacdo ao total de células da granulosa de
foliculos cultivados no método sobre o suporte de gel de agarose aos 6 e 14 dias. Por outro
lado, o método de cultivo com gel de agarose imerso no meio ndo apresentou nenhuma célula

da granulosa marcada aos 14 dias de cultivo.
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Tabela 1. Andlise qualitativa das células da granulosas de foliculos pré-antrais marcada
(marrom-corada) com AgNOR (proteinas argirofilicas relacionadas com regides
organizadoras de nucléolos) presente no controle ou cultivados pelos diferentes métodos de
cultivo (cultivo padrdo, cultivo sobre o suporte de gel de agarose, cultivo com gel de agarose

imerso no meio e cultivo Millicell-Biopore) — % (n/t)

Métodos de Cultivo in vitro
Periodo de

Controle Padréo Suporte Imerso MilliCell
DO cultivo
% (nft) % (n/t) % (nft) % (nft)
35,6 D6 3,52 (3/85) 66,0 (66/100) 26,4 (37/140) 35,0 (7/20)
(46/129) D14 10,7 (3/28) 52,3 (11/21) 0 20,0 (6/30)
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Figura 9. Fotomicrografia da proliferacéo celular por quantificacdo de NOR dos foliculos preé-
antrais bovinos (Bos indicus). A: Foliculo primordial com marcacdo NOR. B: Células da

granulosa com marcagéo positiva (seta preta) AGQNOR. 40 e 100X

Analise de espécie reativa de oxigénio (EROS)

Apos a analise de EROs, observou-se que todas as amostras cultivadas pelos
métodos de cultivo padréo, cultivo sobre o suporte de gel de agarose, cultivo com gel de
agarose sobre a placa e cultivo Millicell, apresentaram reducdo dos niveis de &anion
superoxido, da capacidade antioxidante e peroxidacédo lipidica quando comparadas ao grupo
controle. Os resultados encontrados pelos ensaios estdo representados nas figuras 8 e 9.

Em D6 observou-se que método de cultivo com gel de agarose sobre a placa

apresentou maiores niveis de anion superoxido quando comparado aos demais métodos de
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cultivo pelo ensaio colorimétricos do anion superoxido pela reducdo do nitroazul tetrazolio
(NBT; média £ EPM = 5,37+0,1 no cultivo padrdo; 5,06+0,2 no cultivo suporte; 6,64+0,5 no
cultivo imerso e 4,69+0,1 OD/mg proteina no cultivo Millicell). Em D14 o mesmo foi
observado para 0 método de cultivo imerso e o cultivo Millicell, com niveis maiores de anion
superoxido quando comparado ao método padrdo (6,42+0,7, 6,91+0,6 e 4,61+0,2 OD/mg
proteina, respectivamente). Por outro lado, ndo foi observado diferenca significativa na
capacidade antioxidante entre os métodos de cultivo em D6 pelos ensaios de sequestro de
cation 2,2V-azinobis (3-etilbenzotiazolina 6-sulfonato; ABTS) e do poder antioxidante pela
reducao férrica (FRAP). Em D14 observou-se que o método gel de agarose imerso no meio
apresentou menor capacidade antioxidante quando comparado aos métodos padrédo, suporte e
Millicell (70,85; 85,17; 47,78 e 86,43 Equivalente de Trolox/mg proteina, respectivamente)
pelo ensaio de ABTS. Enquanto que para o ensaio de FRAP ndo houve diferenca entre os
meétodos de cultivo.

De acordo com a mensuragdo da glutationa, aos 6 dias, o cultivo padréo e no
cultivo sobre o suporte de agarose demonstraram atividade antioxidante pelos niveis de GSH
semelhante ao controle (p>0,05). Consequentemente, houve uma reducdo da atividade nos
meétodos de cultivo com gel de agarose imerso no meio e Millicell (p<0,05). Em D14,
observou-se que todos os métodos de cultivo contribuiram igualmente para a atividade
antioxidante da amostra pela quantificacio de GHS (p>0,05). Com relacdo peroxidacéo
lipidica, tanto para 6 dias quanto 14 dias de cultivo, ndo se observou diferenca entre os niveis

do &cido tiobarbitarico (TBARS) dos métodos de cultivo e controle (p>0,05).
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Figura 10. Efeitos dos diferentes métodos de cultivo (cultivo padréo, cultivo sobre o suporte
de gel de agarose, cultivo com gel de agarose imerso no meio e cultivo Millicell-Biopore) no
estresse oxidativo durante o cultivo de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano. (A)
A capacidade de eliminacdo de radicais livres (ensaio ABTS) e (B) o poder antioxidante
redutor férrico (ensaio FRAP) foram comparados com uma curva Trolox. A producdo de
anion superéxido (C), quantificacdo de glutationa (D) e a peroxidacgdo lipidica (E) foram
determinadas pelos testes NBT, GSH e TBARS, respectivamente. As amostras foram
coletadas apds seis dias de cultivo in vitro. Os resultados sdo médias + SEM, (ANOVA

seguido pelo teste de Tukey)
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Valores seguidos de letras minusculas (a, b) diferem estatisticamente (p <0,05).
* Comparado com o controle
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Figura 11. Efeitos dos diferentes métodos de cultivo (cultivo padréo, cultivo sobre o suporte
de gel de agarose, cultivo com gel de agarose imerso no meio e cultivo Millicell-Biopore) no
estresse oxidativo durante o cultivo de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano. (A)
A capacidade de eliminacdo de radicais livres (ensaio ABTS) e (B) o poder antioxidante
redutor férrico (ensaio FRAP) foram comparados com uma curva Trolox. A producdo de
anion superéxido (C), quantificacdo de glutationa (D) e a peroxidacdo lipidica (E) foram
determinadas pelos testes NBT, GSH e TBARS, respectivamente. As amostras foram
coletadas ap0s quatorze dias de cultivo in vitro. Os resultados sdo médias + SEM, (ANOVA

seguido pelo teste de Tukey)

Valores seguidos de letras mindsculas (a, b) diferem estatisticamente (p <0,05).
* Comparado com o controle
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Discussao

Este é o primeiro estudo que compara o cultivo in situ bidimensional e
tridimensional com matriz extracelular a base de agarose na preservacdo morfoldgica e
desenvolvimento de foliculos pré-antrais bovinos ao longo de 14 dias.

Aplicamos sistemas 2D e 3D para o cultivo de foliculos in situ (cultivo de
maultiplos foliculos), a fim de avaliar a eficiéncia dos métodos com a presenca ou auséncia da
matriz extracelular. O cultivo in vitro sobre o suporte de gel de agarose (2D) apresentou
melhores condi¢cOes para a manutengdo da viabilidade e integridade folicular, maiores
diametros dos foliculos e odcitos cultivados, maior proliferacdo das células da granulosa e
capacidade antioxidante durante o cultivo de foliculos pré-antrais bovinos por 14 dias. O
sistema de cultivo precisa afetar positivamente a sobrevivéncia, a proliferacdo, a morfologia
folicular, a expresséo génica e a esteroidogénese a fim de mimetizar as diferencas ambientais
naturais dos foliculos em desenvolvimento in vitro (Aradjo et al., 2014; Sadr et al., 2015).
Vale ressaltar que o cultivo de foliculos pré-antrais na condicao bidimensional (padréo) esta
associada a alguns reveses técnicos, além do comprometimento da comunicacdo paracrina
entre células da granulosa e odcito, fixacdo de células da granulosa a placa de cultivo e
subsequentemente a falha na nutri¢do dos foliculos pré-antrais.

A integridade morfoldgica de foliculos pré-antrais foi preservada apenas no
cultivo bidimensional sobre o suporte de agarose (73% e 58% de foliculos integros com 6 ou
14 dias de cultivo, respectivamente) em comparacdo ao controle ndo cultivado. Isso
possivelmente deve-se a presenca da matriz extracelular gelificante formando mecanismos
tridimensionais que protegem as estruturas cultivadas de aderirem a parede da placa. Além
disso, a concentracédo da agarose reflete diretamente nos tamanhos da malha (poros) de gel o
qual controla a interface entre gas — meio — células possibilitando uma maior ou menor
perfusdo do meio (Diekjlirgen; Grainger, 2017). Em virtude disso, estudo utilizando o gel de
agarose no cultivo celular demonstrou que grandes tamanhos de poros de gel combinados a
sua estrutura aumentam o crescimento, a migracdo e a proliferagdo das células cultivas
(Dillon et al., 1998).

Considerando estas perspectivas, sdo escassos 0s estudos que relatam a
eficiéncia de sistemas tridimensionais de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano.
Entretanto, estudos com foliculos caprinos isolados demonstraram que ao comparar 0S
sistemas bi e tridimensional com gel de alginato a viabilidade destes foliculos foi de 45,5% e

67,5%, respectivamente (Pessoa, et al., 2014). Alem disso, alguns estudos com cultivo in vitro
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3D com foliculos isolados de roedores identificaram porcentagens de integridade e
sobrevivéncia folicular semelhantes ao presente estudo (70,6% aos 8 dias e 63,3% aos 12 dias
de cultivo em hidrogel de alginato — Asgari et al., 2015; 80% aos 12 dias de cultivo com
hidrogel de hialuronano — Desai et al., 2012). Nossos melhores resultados foram com o
cultivo bidimensional com a presencga da matriz extracelular e foliculos in situ. Cultivos com a
espécie caprina e bovina utilizando o sistema 2D de foliculos isolados durante 18 dias
apresentaram 80,8% e 77,7%, respectivamente (Rossetto et al., 2013). Essas discrepancias
entre os dados apresentados de sobrevivéncia e integridade folicular, matriz extracelular e
também o periodo de duracdo utilizados, podem estar relacionadas as diferengas entre as
espécies e também aos sistemas e métodos de cultivo dos foliculos pré-antrais.

Outro fator importante a ser considerado durante o cultivo in vitro de
foliculos ovarianos é a composicdo do meio de cultivo, como as concentracdes de minerais,
vitaminas, nucleosideos e aminoécidos. Devido a algumas peculiaridades existentes no
desenvolvimento in vitro, 0 meio de cultivo é a primeira fonte de nutrientes em contato com
os foliculos. Portanto, dentre os meios disponiveis 0 MEM é considerado o meio de escolha
para a cultivo dos foliculos pré-antrais, devido a sua capacidade de manter a integridade e o
desenvolvimento in vitro (Araujo et al., 2014; Jimenez et al., 2016). Assim, neste estudo 0s
dados de desenvolvimento folicular foram similares (acima de 50% de foliculos em
desenvolvimento) para todos os métodos de cultivo aos seis dias. O mesmo ocorreu para 0
cultivo por 14 dias, no entanto, o cultivo Millicell-Biopore (3D) se assemelhou ao controle
ndo cultivado. Isto sugere que este método ndo foi tdo eficiente quanto os demais em manter o
desenvolvimento folicular nestas condigdes.

As respostas morfométricas mostraram a reducdo no tamanho dos foliculos e
odcitos apos cultivo por seis ou quatorze dias. Aos seis dias de cultivo as dimensdes médias
dos foliculos cultivados nos diferentes métodos foram semelhantes, diferentemente para
quatorze dias, no qual o cultivo utilizando o inserto (Millicell) apresentou foliculos com
menores dimensdes quando comparados aos demais tratamentos. Além disso, o diametro
médio dos odcitos dos foliculos cultivados aos seis dias teve maiores dimensdes nos metodos
2D e 3D com a presenga de matriz extracelular, enquanto, aos quatorze dias de cultivo os
métodos bi e tridimensional mantiveram o didmetro do odcito. Resultados distintos foram
encontrados para o crescimento folicular em outras espécies, mostrando que caprinos, caninos
e para equinos obtiveram um maior diametro dos foliculos cultivados em relagdo ao controle
(Matos et al., 2007; Serafim et al., 2010 e Aguiar et al., 2016, respectivamente). Estas

discrepancias entre os resultados obtidos no presente estudo podem ser justificadas pela
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auséncia de um fator de crescimento ou hormonio ao meio de cultivo necessarios para o
desenvolvimento folicular.

A capacidade de proliferacdo celular utilizando regides organizadoras de
nucléolo (NORs) como parametros em foliculos antrais cultivados in vitro foi
significativamente maior para o cultivo sobre o suporte de gel de agarose. Esta abordagem foi
descrita com sucesso em trabalhos que mensuraram as taxas de proliferacdo celular em
diferentes estruturas ovarianas de ratos (Silva et al., 2003) e na avaliacdo de foliculos
vitrificados e posteriormente cultivados (Brito et al., 2018); além de ser amplamente utilizado
para analisar a atividade de linhagens de células de céancer (Klopfleisch et al., 2011).
Acreditamos que a diminuicdo do nimero de NORs esta relacionada ao proprio método de
cultivo, que pode retardar a proliferacdo das células da granulosa, provavelmente devido a
influéncia ou interrupcdo no ciclo celular (Choi et al. 2008). E bem conhecido que o
crescimento folicular inicia com o desenvolvimento e diferenciacdo das células foliculares
apo6s os estimulos deste foliculo (Araujo et al., 2014). As NORs sdo bolsas de acido
desoxirribonucleico (DNA) responsaveis pela sinalizacdo do acido ribonucleico ribossdémico
(rRNA) durante a interfase. Comumente, as proteinas, ndo-histonas, apresentam um local de
ligagdo ao rRNA e afinidade pela prata; portanto, precipitam formando grdos nucleolares.
Logo, sdo marcados os cromossomos ativos durante o ciclo celular, sendo assim, o nimero de
NORs remete a atividade proliferativa desses foliculos (Silva et al., 2003).
Consequentemente, células com atividade proliferativa mais intensa exibem um maior nimero
de NOR (Derenzini, 2000), sendo considerado um 6timo marcador (McLaughlin et al., 2014;
Brito et al., 2018).

Os radicais livres sdo produtos naturais durante as intera¢6es entre as células,
bem como entre tecidos e 6rgdos, assim, um desequilibrio entre oxidantes enddgenos e
antioxidantes pode alterar a homeostase celular. Com isso, a producdo de EROs tem sido
usada para avaliar o equilibrio entre a producdo e degradacgéo, sendo um indicador de controle
oxidativo (Winterbourn, 2014). Nesse estudo, o cultivo sobre o suporte de agarose pareceu
manter constante a producdo de EROs durante todo o periodo de cultivo. Em contrapartida, o
método com gel de agarose imerso no meio pareceu ser o cultivo com maior producdo de
EROs. Consequentemente, 0 aumento na quantidade de EROs produzida por este sistema
também foi relacionado com a reducdo no nimero de células foliculares ativas marcadas por
NORSs, uma vez que a analise histoldégica mostrou uma queda no namero de foliculos integros.

Em conclusdo, o método de cultivo com suporte de agarose bidimensional

mostrou-se mais eficiente em proporcionar condi¢des favoraveis para o desenvolvimento de
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foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano. Tal progresso contribuira para obtencéo de
um maior numero de foliculos e ainda fornecer informacdes bésicas sobre o sistema de

desenvolvimento folicular.



85

5 ARTIGO B

AVALIA(;,AO DA CRIOP,RESERVAC}AO DE TECIDO OVARIANO BOVINO POR
ANALISE DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO, TOXICIDADE,
MORFOMETRIA E MORFOLOGIA

EVALUATION OF CRIOPRESERVATION OF OVARIAN BOVINE TISSUE BY
ANALYSIS OF REACTIVE SPECIES OF OXYGEN, TOXICITY, MORPHOMETRY
AND MORPHOLOGY

RESUMO

A criopreservacdo de tecido ovariano com foliculos pré-antrais inclusos é uma estratégia
viavel para preservar a foliculogénese. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de trés
diferentes concentracbes (1M, 1,5M e 3M) de dimetilsulfoxido (DMSO) na vitrificagdo do
tecido ovariano de bovinos. O cortex ovariano foi fragmentado (6 mm3; n=130) e dividido em
um tratamento controle e trés grupos vitrificados: i) 1M de DMSQO; ii) 1,5M de DMSO e iii)
3M de DMSO. Para vitrificagdo, os fragmentos foram colocados em criotubos de 2,0 mL e
submetidos a solucdo de equilibrio, posteriormente, transferidos para solucdo de vitrificacéo.
Assim, os fragmentos ovarianos foram expostos a 1,8 mL de Meio Essencial Minimo (MEM)
contendo uma das seguintes concentragfes de DMSO (1M, 1,5M e 3M) por 15 min a 4°C.
Apbs o equilibrio os fragmentos foram transferidos a 1,8 mL em MEM com as mesmas
concentragfes de DMSO, suplementado com sacarose 0,25 M (SAC) e soro fetal bovino a
10% (SFB) por 15 min a 4°C. Foliculos de todos os fragmentos foram analisados quanto ao
teste de toxicidade e aos aspectos morfologicos, morfométricos, concentracdo de espécie
reativas de oxigénio e cultivados para avaliacdo da integridade e retorno do desenvolvimento
folicular apds vitrificacdo. Os dados foram submetidos aos testes de ANOVA (p<0,05). Com
base na anélise histoldgica durante o teste de toxicidade todas as concentracbes de DMSO
apresentaram a percentagem de foliculos pré-antrais degenerados superior aos fragmentos
antes do processo de criopreservacao (controle; P<0,05). A concentracdo de 3M de DMSO
durante o teste de toxicidade teve um efeito prejudicial aos foliculos integros (34,4%;
P<0,05). Apos a vitrificacdo/aquecimento, os fragmentos ovarianos criopreservados em 1M,
1,5M e 3M de DMSO mostraram porcentagens semelhantes de foliculos integros (P>0,05),
entretanto, apenas a concentracdo de 3M de DMSO diferiu do controle (33,9% e 81,3%,
respectivamente; P<0,05). A analise de radicais livres e a capacidade antioxidante demonstrou
que a concentracdo de 3M de DSMO apresentou maior concentracdo de EROs quando
comparada a demais concentracbes de DMSO (P<0,05). Apdés o cultivo in vitro dos
fragmentos vitrificados/aquecidos a concentracdo de 1M de DMSO apresentou maiores
porcentagens de foliculos morfologicamente integros em relacdo as demais concentracdes
(47,7%; P<0,05). Portanto, podemos sugerir que os foliculos pré-antrais bovinos podem ser
criopreservados in situ com maior eficiciéncia em 1M de DMSO.

Palavras-chave: Vitrificagdo. DMSO. Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais. Teste de
toxicidade. EROs.
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ABSTRACT

Cryopreservation of ovarian tissue with included preantral follicles is a viable tool to preserve
folliculogenesis. The objective of this study was to evaluate the effect of three different
concentrations (1M, 1,5M, and 3M) of dimethylsulfoxide (DMSOQ) on vitrification of bovine
ovarian tissue. The ovarian cortex was fragmented (6 mm3; n = 130) and divided into one
control treatment and three vitrified groups: i) 1M DMSO; ii) 1.5M DMSO and iii) 3M
DMSO. For vitrification, the fragments were placed in 2.0 mL cryotubes and submitted to
equilibrium solution, and then transferred to a vitrification solution. Thus, the ovarian
fragments were exposed to 1.8 mL Minimum Essential Medium (MEM) containing one of the
following concentrations of DMSO (1M, 1.5M and 3M) for 15 min at 4°C. After equilibration
the fragments were transferred to 1.8 mL in MEM with the same concentrations of DMSO,
supplemented with 0.25 M sucrose (SAC) and 10% fetal bovine serum (FBS) for 15 min at
4°C. Follicles of all fragments were analyzed for toxicity test and the morphological,
morphometric, quantification reactive oxygen species and cultured for assessment of integrity
and return of follicular development after vitrification. The data were crossed to the ANOVA
tests (p<0.05). Based on the histological analysis during the toxicity test, all DMSO
concentrations presented the percentage of degenerate preantral follicles superior to the
fragments before the cryopreservation process (control; P<0.05). The 3M DMSO group
during the toxicity test had a deleterious effect on intact follicles (34.4%; P<0.05). After
vitrification/warming, the cryopreserved ovarian fragments in 1M, 1.5M and 3M DMSO
showed similar percentages of intact follicles (P>0.05), however, only the concentration of
3M DMSO differed from control (33.9% and 81.3%, respectively, P<0.05). The analysis of
free radicals and antioxidant capacity showed the concentration of 3M of DSMO presented
higher concentration of ROS when compared to other concentrations of DMSO (P<0.05).
After in vitro culture of the vitrified/warming fragments the concentration of 1M DMSO
presented higher percentages of morphologically intact follicles than the other contractions
(47.7%; P<0.05). Therefore, we can suggest that bovine preantral follicles can be
cryopreserved in situ with greater efficiency using 1M DMSO.

Key words: Vitrification. DMSO. In vitro culture of preantral follicles. Toxicity test. ROS.
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Introducéo

A criopreservagdo do tecido ovariano tem sido amplamente estudada como
forma de conservar a fertilidade feminina. Terapias contra neoplasias, como radioterapia e
guimioterapia, podem levar a insuficiéncia prematura do ovario e a infertilidade devido aos
efeitos prejudiciais das substancias utilizadas (Agarwal; Chang, 2007; Lee et al., 2018). O
potencial de preservacdo da fertilidade antes do tratamento € conveniente para pacientes que
serdo submetidas a tais tratamentos. Nas Ultimas décadas, as demandas por preservacdo da
fertilidade cresceram drasticamente (Silber, 2011; Donnez et al., 2013).

Nesse contexto, hd uma demanda crescente por estudos que desenvolvam
protocolos 6timos para a criopreservacdo de tecido ovariano em diferentes modelos animais,
que possibilitem a manutencdo da morfologia celular, assim como, dos componentes da
matriz extracelular (Santos et al., 2007a, b; Milenkovic et al., 2011). O tecido ovariano é
capaz de ser conservado por métodos de congelamento lento e vitrificacdo existem
controvérsias sobre a selecdo do método de criopreservacdo mais apropriado (Sadr et al.,
2015). A formacdo destrutiva de cristais de gelo e equipamentos caros associados ao
congelamento lento tornam a vitrificagdo um método mais atraente, simples e rapido (Desai et
al., 2011; Herraiz et al., 2014). Apesar de o congelamento lento ter sido utilizado com sucesso
h& varios anos, a técnica apresenta a ameaca de formacdo de gelo intracelular, responsavel
pelas alteracdes na morfologia e na ultraestrutura celular (Wang et al. 2008). Por outro lado, a
técnica de vitrificacdo, sendo um protocolo répido, ndo necessita de muitos recursos para ser
realizada com sucesso e alcangar bons resultados. Alem disso, é capaz de vitrificar o tecido
ovariano e evitar a formacao de cristais intracelular (Bagchi et al. 2008; Herraiz et al. 2014).

Os desafios no estabelecimento de procedimentos de criopreservacdo para
tecido ovariano de diferentes espécies envolvem a complexidade da estrutura do tecido
gonadal e da estrutura celular, bem como a toxicidade celular causada pelo crioprotetor. Os
foliculos pré-antrais sdo as melhores alternativas para fins de preservacdo da fertilidade
devido a facilidade de obtencédo e isolamento do tecido ovariano. Além disso, estes foliculos
podem apresentar uma Otima sobrevivéncia apds os procedimentos de congelamento e
descongelamento. No entanto, é necessario um maior tempo para o desenvolvimento e
crescimento para produzir oocitos competentes (Oktay et a., 1997). Portanto, € importante
entender os efeitos da conservacdo na proliferacdo e apoptose de células ovarianas em cada
espécie para melhorar o sucesso do desenvolvimento folicular e da produgdo de gametas apds
cultivo in vitro e/ou transplante de tecido ovariano (Gastal et al., 2018).
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O objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos de trés concentragdes
(1M, 1,5M e 3M) de DMSO durante a vitrificagdo, a fim de identificar as melhores condigdes
para preservar foliculos pré-antrais bovinos, com intuito de contribuir para o aperfeicoamento

da técnica e sua futura aplicagdo em procedimentos de reproducéo assistida.

Material e Métodos

A menos que indicado de outra forma no decorrer do estudo os produtos
quimicos utilizados neste estudo foram adquiridos a partir de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA).

Obtencéo e transporte dos ovarios

Os pares de ovarios (n=20) foram colhidos de abatedouro local, a partir de 10
fémeas novilhas Bos indicus (Raca Nelore) apresentando boa condicdo corporal (escore
corporal 2,5 a 3,5; escala de 0 a 5). Ap0s a recuperacao, os ovarios foram lavados em etanol
70% por 10 segundos e solugdo salina de cloreto de sddio (NaCl; JP Farma, Séo Paulo,
Brasil), processados com auxilio de um punch dermatologico estéril descartavel (6 mm;
Kolplast, Sdo Paulo, Brasil) em fragmentos (n=130) de aproximadamente 6x6x1 mm; um
fragmento foi imediatamente fixado em Bouin (controle fresco) e transportados em
temperatura controlada para o laboratério (2°C; aproximadamente 30 km por 45 min; Figura
1). Para o transporte dos fragmentos utilizou-se meio essencial minimo (MEM; Gibco BRL,
Rockville, MD, USA; osmolaridade 300 mOsm/L, pH 7,2) suplementado de 100 ug/mL de

penicilina e 100 png/mL de estreptomicina.

Teste de toxicidade

Testes de toxicidade foram realizados para avaliar os efeitos da exposicéo
dos foliculos em fragmentos de tecido ovariano ao dimetilsulfoxido (DMSO) em trés
concentracfes (1M, 1,5M e 3M), sem a criopreservagdo, sobre a porcentagem de foliculos
pré-antrais degenerados. Para tanto, os fragmentos ovarianos (n=30) foram expostos por 20
min a 20 °C (periodo de equilibrio) em 1,8 mL de meio minimo essencial (MEM) contendo
DMSO a 1M, 15M ou 3M. Apbds o periodo de equilibrio, os crioprotetores foram

imediatamente removidos do tecido. Resumidamente, os fragmentos foram lavados em MEM
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a temperatura ambiente e fixados em Bouin por 24 h e processados para histologia. Cada

concentracéo foi testada em um fragmento ovariano de 10 animais diferentes.

Fragmentos ovariano
(n=130) 6X6X1 mm

@1 - #

6 mm

(n=30) (n=90)
M 1,5M M
DMSO DMSO bmMmso
Histologia Cldssica | Cultivoinvitro |
M 1,5M 3M M 1,5M M
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
o EROs |
M 1,5M 3M
DMSO DMSO DMSO

Figura 1. Protocolo experimental utilizado para criopreservacdo do tecido ovariano de

bovinos.

Vitrificacéo do tecido ovariano

O processo de criopreservacdo foi adaptado do protocolo experimental
relatado por Praxedes et al. (2017). Conforme mencionado, os ovarios foram fragmentados
com auxilio de um punch dermatoldgico estéril descartavel (6 mm?®) e o cortex do ovario foi
fragmentado (n=90). Para vitrificagdo, os fragmentos foram colocados em criotubos de 2,0
mL e submetidos a solucédo de equilibrio (SE; passo 1), em condi¢fes semelhantes ao teste de
toxicidade, posteriormente, transferidos para solucdo de vitrificagdo (SV; passo 2).

Brevemente, a solucdo de equilibrio consistia em diferentes concentracdes de
DMSO (1M, 1,5M e 3M) em meio essencial minimo (MEM). Nas mesmas condicdes, a
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solucéo de vitrificagéo consistia em 1M, 1,5M e 3M de DMSO em MEM, suplementado com
sacarose 0,25 M (SAC) e soro fetal bovino a 10% (SFB). Os fragmentos ovarianos foram
expostos a 1,8 mL de SE por 15 min a 4°C; ap6s o equilibrio os fragmentos foram transferidos
a 1,8 mL de SV por 15 min a 4°C. Em seguida, os fragmentos foram secos (usando uma gaze
esteril) e colocados em contato com uma superficie de cubo de metal parcialmente imersa em
nitrogénio liquido (N2) para vitrificacdo por 30 s. Uma vez vitrificada, a amostra foi

armazenada em N2 liquido(-196°C), em tubos criogénicos durante uma semana (7 dias).

Aquecimento

Ap0s 7 dias as amostras vitrificadas foram reaquecidas. Inicialmente os tubos
criogénicos foram expostos ao ar por 30 s em temperatura ambiente e depois mergulhados em
banho-maria a 39°C por 3 min. Para remocdo do crioprotetor, os fragmentos foram
submetidos a trés lavagens consecutivas por 5min em MEM suplementado com 10% SFB e
concentracOes de sacarose decrescentes (0,50, 0,25 e OM). Finalmente, as amostras de ovario
foram alocadas paras as andlises histologica, morfométrica, cultivo in vitro e resposta ao

estresse oxidativo.

Cultivo de foliculos pré-antrais apds aquecimento

Ap6s o0 aquecimento os fragmentos vitrificados foram cultivados
individualmente sobre suporte de gel de agarose em aliquotas de 1 mL de meio de cultivo em
placas de cultivo de 24 pocos em estufa a 38,5°C, numa atmosfera de 5 % de CO2 em ar e
umidade saturada durante 10 dias. O meio de cultivo controle foi MEM (Sigma M7278,
Spruce Street, St. Louis, MO; osmolaridade 300 mOsm/l, pH 7,2) suplementado (MEM+)
com ITS (insulina 6,25 ug/mL, transferrina 6,25 ug/mL, e selénio 6,25 ug/mL), 0,23 mM de
piruvato , 2 mM glutamina, 2 mM hipoxantina, 1,25 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA
Gibco BRL, Rockville, MD, USA), 20 Ul/mL de penicilina e 200 mg/mL de estreptomicina,
este meio foi determinado MEM+. Para confec¢édo do gel de agarose, a solucédo utilizada para
a formacdo de gel foi preparada por dissolugdo de Agarose (Agarose Molecular Biology
Grade; Kasvi, Brasil) em agua deionizada (MilliQ) estéril para se obtencdo de uma solucéo a
1,5% de Agarose (p/v). ApOs a obtencdo do gel, os suportes foram confeccionados com
dimensdes de 1 cm? (Silva, et al., 2017). O gel foi trocado completamente no sexto dia de

cultivo. A cada intervalo de dois dias 0 meio de cultivo foi substituido por meio fresco em
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temperatura controlada (38,5°C). O periodo de cultivo utilizado foi baseado em estudos
publicados sobre o curso em tempo de ativacdo de foliculos primordiais da espécie bovina
(Yang; Fortune, 2008).

Processamento histologico

Para a analise histolégica da morfologia dos foliculos ovarianos, o0s
fragmentos do controle (ndo vitrificado), vitrificados/aquecidos (1M, 1,5M e 3M de DMSO) e
cultivados in vitro apds criopreservacao foram fixados por imersdo em Bouin durante 24h e
mantidos em alcool 70%. Apoés a fixacdo, os tecidos foram desidratados numa série graduada
de solucgdes crescente de etanol e diafanizadas em xilol, embebidos em parafina e incluidos
em blocos de parafina para cortes histoldgicos. Subsequentemente, cada peca foi seccionada a
5 pum com intervalo de 5 sec¢Bes do tecido em microtomo rotativo (Leica®, Wetzlar-
Alemanha) para montagem de Iaminas para microscopia. As laminas foram coradas com
Acido Periddico de Schiff (PAS) e Hematoxilina. Para a coloracdo de PAS e Hematoxilina,
resumidamente as laminas de tecido foram inicialmente desparafinadas com xileno e em
seguida, reidratadas utilizando etanol a 70% antes de serem coradas com &acido periodico

durante 5 min e o reagente de Schiff durante 10 min, e contracoradas com hematoxilina.

Analise da morfologia e crescimento folicular

Todas as sec¢des foram examinadas usando microscopia dptica (10x e 40x; Nikon, Tokyo,
Japan). Os foliculos pré-antrais foram classificados segundo o0s seguintes variaveis
morfoldgicos: (1) integridade das células da granulosa e o6cito ; (2) organizagdo de células da
granulosa; (3) retracdo ooplasmica; (4) presenca ou auséncia de corpos picnéticos; e (5)
presenca de membrana basal ndo ondulada, firmemente aderida as células da granulosa. Com
base neste critério, os foliculos foram considerados morfologicamente integros, quando o
odcito apresentasse morfologicamente integro com um nacleo ndo picnético e cercado por
células da granulosa organizadas em camadas discretas; ou foliculo degenerado, o odcito
estava encolhido com um ndcleo picnotica e cercado por células da granulosa desorganizadas
isoladas a partir da membrana basal (Bufalo et al., 2016). E de acordo com o desenvolvimento
folicular em: (i) primordial (contendo uma camada de células somaéticas, conhecidas como
células da granulosa, planas ou achatadas ao redor do 06cito), ou em desenvolvimento, como:
(i) primario (uma Unica camada de células da granulosa cuboides em torno do od6cito), ou (iii)

secundario (duas ou mais camadas de células granulosas cubicas; Bizarro-Silva et al., 2018).
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Para evitar a contagem em duplicidade, os foliculos pré-antrais foram contados apenas na
seccdo em que o nucleo do odcito fora observado.

Morfometria dos foliculos pré-antrais cultivados in vitro

Para a andlise dos didmetros dos foliculos e odcitos vitrificados, foram
observados 150 foliculos pré-antrais por tratamento e as imagens capturadas. Foram avaliados
150 foliculos pré-antrais nos tratamentos vitrificados com 1,0M DMSO (n=50), 1,5M DMSO
(n=50) e 3,0M DMSO (n=50). As medidas dos foliculos e odcitos foram realizadas conforme
as citadas por Silva-Buttkus et al. (2008), sendo que o didmetro oocitéario e folicular foi
calculado a partir da média aritmética de duas medidas perpendiculares, através do
microscopio Opticam OPT HD 0400s (Sao Paulo, Brasil).

Analise de espécie reativa de oxigénio (EROs)

Amostras de tecido ovariano criopreservadas foram aquecidas e retirado o
crioprotetor para a realizacdo dos ensaios cinético-colorimétricos para determinacdo dos
niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS) e producdo de anion superoxido (NBT). A
capacidade da amostra em resistir aos danos oxidativos foi determinada pela habilidade da
reducdo do ferro (FRAP), e a habilidade de neutralizacdo de radicais livres (ABTYS),

posteriormente descritos e adaptados conforme Pinho-Ribeiro et al (2016).

Ensaio das substancias reativas ao acido tiobarbiturico

A peroxidacéo lipidica foi medida pelo ensaio TBARS (Thiobarbituric Acid
Reactive Substances). Amostras do tecido ovariano foram recolhidas 3h apds a injec¢éo i.pl.
estimulo com LPS e homogeneizado em tampao KCl gelado a 1,15% (500uL). Os niveis de
malondialdeido (MDA), um produto intermediario de peroxidacdo lipidica, foram
determinados em amostras pela diferenca entre a absorbancia em 535 e 572 nm (Multiskan

GO, Thermo Scientific). Os resultados séo relatados como nmol de MDA por mg de proteina.
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Producdo de anion superoxido

A mensuracdo de producao de anion superéxido em homogenatos de tecidos
em 1,15% de tampédo KCI (500 uL) foi realizada utilizando o ensaio de nitroazul de tetrazolio
(NBT) adaptado a uma microplaca. A redugéo do NBT foi medida a 600 nm (Multiskan GO,
Thermo Scientific). Os resultados sdo apresentados como DO por mg de proteina.

Ensaio da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre e do poder

antioxidante pela redugdo férrica

A capacidade das amostras para resistir ao dano oxidativo foi determinada
pela sua eliminacdo de radicais livres (ensaio ABTS [acido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina
6-sulfénico]) e propriedades de reducdo férrica (ensaio FRAP). Os testes foram adaptados
para um formato de microplaca de 96 pocos, as amostras do tecido ovariano foram recolhidas
3 h apds estimulo com LPS e homogeneizado em tampdo KCI gelado a 1,15% (500uL). A
absorbancia dos ensaios ABTS e FRAP foi medida a 730 e 595 nm (Multiskan GO Thermo
Scientific), respectivamente, e os resultados foram equacionados contra uma curva Trolox
padréo (0,02-20 nmol).

Andlise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos aos testes de normalidade de
residuos (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (Bartlett). Para a analise do teste de
toxicidade dos foliculos degenerados e dos graus de degeneragéo, os dados foram submetidos
a ANOVA e teste de Tukey. A morfologia e morfometria dos foliculos vitrificados foram
submetidos a analise de Kruskal Wallis. Para os ensaios de estresse oxidativo os dados foram
submetidos a ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas com o
pelo software Action 3.1 verséo do R 3.0.2 (Campinas, SP, Brasil). Os valores foram

considerados estatisticamente significantes quando p<0,05.
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Resultados

Analise da morfologia de foliculos pré-antrais degenerados apos teste de toxicidade

A anélise histologica do tecido ovariano revelou a presenca de todas as
categorias foliculares, com predominéancia de foliculo primordiais, além da observagdo de
foliculos integros e degenerados em fragmentos submetidos ao teste de toxicidade. A
porcentagem de foliculos pré-antrais degenerados no controle foi de 18,7% (80/428), nos
fragmentos submetidos ao teste de toxicidade na concentracdo de 1M foi de 28,3% (210/741),
1,5M 49,8% (252/506) e 65,7% (349/531) para 3M de DMSO (Figura 2).
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Figura 2. Foliculos pré-antrais degenerados e integros (%) em fragmentos ovarianos nao
vitrificados (controle) ou criopreservados a diferentes concentragdes de DMSO (1M, 1,5M e
3M) em fragmentos ovarianos apds o teste de toxicidade como determinado pela avaliacdo
histologica

Valores seguidos de letras maitsculas (A, B) diferem estatisticamente entre tratamentos (P <0,05).
Valores seguidos de letras mindsculas (a, b) diferem estatisticamente entre tratamentos (p <0,05).

Valores seguidos de letras (o, B) diferem estatisticamente os foliculos degenerados e integros de um mesmo
tratamento (p <0,05).
* Comparado com o controle

Foram encontrados trés graus de degeneracdo: grau 1 quando as células da

granulosa e/ou o citoplasma oocitario foram danificados, grau 2 quando o o6citos apresentava
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sinais de degeneracdo e grau 3 quando ambas as estruturas foram degeneradas. As
porcentagens de foliculos pré-antrais degenerados de grau 1, 2 e 3 nos fragmentos do teste de
toxicidade estdo representados na figura 3.

Uma predominancia significativa dos foliculos degenerados de grau 1 em
relagcdo aos do grau 2 e 3 foi observada nos fragmentos vitrificados com 1M, 1,5M e 3M de
DMSO (P < 0,05). Apds o teste de toxicidade, ndo foi observada diferenga significativa entre
os foliculos degenerados do grau 1 e 2, quando os crioprotetores foram utilizados a 1M e
1,5M e 3M de DMSO (P> 0,05). Entretanto, observou-se uma maior porcentagem de foliculos

degenerados de grau 3 apés a exposi¢do dos fragmentos a 3M de DMSO (P < 0,05).
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Figura 3. Porcentagem de foliculos pré-antrais de bovinos degenerados Grau 1, 2 e 3 na
concentracdo de 1M, 1,5M e 3M de DMSO ap0s o teste de toxicidade

Valores seguidos de letras minusculas (o, B, y) diferem estatisticamente entre as concentragdes do
agente crioprotetor (p <0,05).

Valores seguidos de letras minasculas (a, b) diferem estatisticamente entre os graus de degeneracéao (p
<0,05).

Ao avaliar as concentracOes de crioprotetores, o tratamento com 1M e 1,5M
de DMSO resultaram em percentagens mais altas de foliculos do grau 1 do que os demais
graus de degeneracdo (grau 2 e 3; P < 0,05). No entanto, na concentracdo de 3M de DMSO as
porcentagens de foliculos degenerados foram semelhantes para o grau 1 e 2 (P > 0,05)

diferindo apenas para o grau 3 (P < 0,05).

Analise da morfologia e integridade folicular dos foliculos pré-antrais vitrificados
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Foram avaliados 1842 foliculos pré-antrais, sendo 1086 integros e 756
degenerados (Figura 4). Devido ao baixo numero de foliculos encontrados nas classes de
foliculos priméarios e secundarios, eles foram agrupados e nomeados como foliculos em

desenvolvimento para fins de analise estatistica descritiva.

2 T cad g Lol i ‘élﬁl‘ ‘-J) X h\‘?&\ ‘.M.‘ 5_
Figura 4. llustracdo histolégica da morfologia dos foliculos pré-antrais vitrificados. A:
Foliculo primordial integro; B: Foliculo priméario integro; C Foliculo secundario integro; D:
Foliculos primordiais degenerados (vacuolos citoplasmaticos); E: Foliculos primordiais
degenerados (desorganizacdo das células da granulosa); F: Foliculo primordial degenerado
(retracdo nuclear). Acido periddico - Schiff (PAS) e hematoxilina, 100X.

Em geral, ap6s o processo de vitrificacdo, a proporcdo de foliculos
primordiais foi mantida entre os diferentes tratamentos; portanto, a porcentagem dessa classe
folicular se aproximou a 90-95% (Figura 5). Ao combinar os dados de todos os tratamentos, a
porcentagem de foliculos pré-antrais integros foi de 81,3% nos fragmentos ovarianos frescos
(controle), 57,6% nos fragmentos submetidos ao teste de toxicidade e 51,2% nos fragmentos
criopreservados, respectivamente.

A porcentagem de foliculos pré-antrais (primordiais e em desenvolvimento)
morfologicamente integros e degenerados sdo mostrados na figura 6. Apbés a

vitrificagdo/aquecimento, os fragmentos ovarianos criopreservados em 1M, 1,5M e 3M de
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DMSO mostraram porcentagens semelhantes de foliculos integros (P > 0,05), entretanto, ao
comparé-los ao controle, apenas a concentracdo de 3M de DMSO diferiu (P<0,05). Assim, a
concentracdo de 3M de DMSO foi significativamente mais toxica para os foliculos pré-antrais
(P <0,05).

Apos a criopreservacéo, a porcentagem de foliculos degenerados também néo
demonstrou diferenca entre as concentracbes de DMSO (1M, 1,5M e 3M; P > 0,05).
Entretanto, a concentracdo de 1M de DMSO resultou em porcentagens de foliculos

degenerados equivalente estatisticamente ao tecido fresco (P < 0,05).

CONTROLE 1M
10% 6%
90% 94%
Primordial Desenvolvimento Primordial Desenvolvimento
3M
94% 98%
Primordial = Desenvolvimento Primordial = Desenvolvimento

Figura 5. Porcentagem de foliculos primordiais e em desenvolvimento em tecido ovariano
fresco (controle) e vitrificacdo/aquecimento com diferentes concentracdes (1M, 1,5M e 3M)
de DMSO
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Figura 6. Porcentagem de foliculos integros e degenerados em tecido ovariano fresco
(controle, dia 0) e apos vitrificagdo com diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido
(DMSO)

Valores seguidos de letras minasculas (a, b) diferem estatisticamente entre os graus de degeneracéo (p <0,05).
Valores seguidos de letras mindsculas (o, B, y) diferem estatisticamente entre as concentra¢des do agente
crioprotetor (p <0,05).

Morfometria dos foliculos pré-antrais vitrificados

Para a analise morfométrica dos foliculos vitrificados, as dimensdes do
foliculo e do odcito foram medidas em tecido ovariano em diferentes concentracdes de
DMSO. O diametro médio dos foliculos e o6citos observados podem ser encontrados na
Figura 7.

ApoOs a criopreservagdo, o didmetro médio dos foliculos pré-antrais
apresentou resultados semelhantes entre os trés grupos vitrificados com DMSO (1M: 32,5+8,9
um, 1,5M: 32,6£6,1 um e 3M: 32,3+8,0 um; p>0,05). Em relacdo ao didametro dos oocitos
presentes nos foliculos, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos
utilizando 1M e 1,5M de DMSO (8,9+2,4 e 9,7+2,1 um, respectivamente, P> 0,05). Ja, o
didmetro dos odcitos dos foliculos identificados na concentragdo de 3M de DMSO obtiveram
dimensdes menores (7,6+£1,7 um) estatisticamente quando comparados com as demais

concentragdes (P < 0,05).
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Figura 7. Média do diametro folicular e oocitario em micrometros (um) de foliculos pré-
antrais bovinos vitrificados com diferentes concentracdes de dimetilsulfoxido (1M, 1,5M e
3M de DMSO)

Valores seguidos de letras mindsculas (a, b) diferem estatisticamente entre o diametro do foliculo (p <0,05).
Valores seguidos de letras (o, B) diferem estatisticamente entre o didmetro do odcito (p <0,05).

Analise da morfologia de foliculos pré-antrais cultivados in vitro

Foram avaliados 930 foliculos pré-antrais, sendo 465 primordiais e 465 em
desenvolvimento (primario e secundario); e 56% (522/930) de foliculos integros. Apo6s o
inicio do cultivo foi possivel identificar a presenca de todas as categorias foliculares, com
predominéancia de foliculos priméarios. A porcentagem de foliculos pré-antrais integros estdo
descritos na tabela 1. O controle ndo cultivado (DO) continha principalmente foliculos
integros (81,3%), assegurando a presenca de foliculos pré-antrais integros das amostras

ovarianas.

Tabela 1. Porcentagem de foliculos pré-antrais morfologicamente integros e degenerados nédo
cultivados (controle) e cultivados in vitro apds a vitrificacdo com diferentes concentracdes de
DMSO (1M, 1,5M e 3M)

Foliculos Controle 1M 1,5M 3M
Integros 81,3%2 A47,7% 2 35,7%"° 7,1%"
(348/428) (124/260) (41/115) (9/127)
Degenerados 18,7% 52,3% 64,3% 92,9%

(80/428) (136/260) (74/115) (118/127)
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Valores seguidos de letras mindsculas (a, b) diferem estatisticamente (p <0,05).

Os efeitos dos tratamentos (1M, 1,5M e 3M) para vitrificagdo durante o
cultivo in vitro ndo apresentou diferenca significativa entre os foliculos frescos (controle) e o
cultivado por 10 dias apo6s a vitrificagdo com 1M de DMSO (p>0,05). No entanto, a
porcentagem de foliculos integros vitrificados com 1,5M e 3M assemelharam-se (p>0,05),
diferindo da concentragédo de 1M (p<0,05).

Considerando as categorias foliculares, as porcentagens de foliculos
primordiais e em desenvolvimento estdo representadas na figura 8. Sendo assim, pode-se
observar a porcentagem de foliculos em desenvolvimento dos fragmentos cultivados in vitro
sob as condicdes de vitrificacdo a 1M e 1,5M de DMSO obtiverem resultados convergentes
entre si (p>0,05), quando comparados ao controle. Mas também foram capazes de estimular a
ativacdo de foliculos primordiais e o crescimento de foliculos ativados. Além disso, as
condicdes de vitrificacdo com 3M de DMSO pareceram ser prejudiciais ao desenvolvimento
folicular durante o cultivo in vitro.
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Figura 8. Porcentagem de foliculos pre-antrais em desenvolvimento folicular classificados em
primordiais e desenvolvimento (primarios + secundarios) em tecido ovariano nao vitrificado
(controle) e ap6s cultivo in vitro apos a vitrificacdo com diferentes concentracbes de DMSO
(1M, 1,5M e 3M) por 10 dias

Valores seguidos de letras maitsculas (A, B) diferem estatisticamente (p <0,05).
Valores seguidos de letras mindsculas (a, b) diferem estatisticamente (p <0,05).

Valores seguidos de letras (a, B) diferem estatisticamente os foliculos primordiais e desenvolvimento de um
mesmo tratamento (p <0,05).
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Anélise de espécie reativa de oxigénio (EROs)

As amostras de tecido ovariano vitrificados analisadas para identificacdo de
espécies reativas de oxigénio apresentaram reducdo dos niveis de anion superdxido e da
capacidade antioxidante na concentra¢do de 1M e 1,5M de DMSO quando comparadas a 3M
(P < 0,05). Os resultados encontrados pelos ensaios estdo representados na figura 9.

Ap0s a vitrificacdo/aquecimento observou-se que a concentracdo de 3M de
DMSO como solucdo crioprotetora induziu uma maior quantidade de radicais livres (ABTS;
média £ EPM) comparado as demais concentraces de DMSO (1M: 151,0+14,8; 1,5M:
184,3+17,9 e 3M: 246,9+15,3 nmol de Equivalente TROLOX/mg proteina; P < 0,05). O
mesmo foi observado no ensaio de poder antioxidante pela reducao férrica (FRAP; média £
EPM), com niveis maiores para a concentracdo de 3M de DMSO (190,2+22,9 nmol de
TROLOX Eg/mg proteina) quando comparada a concentracdo de 1M (134,1+17,0 nmol de
TROLOX Eg/mg proteina; P < 0,05). Para o ensaio colorimétricos do anion superdxido
(NBT; média £ EPM), a concentracdo de 3M de DMSO apresentou uma maior reducdo do
nitroazul tetrazélio apenas quando comparado a concentra¢do de 1M (26,2+5,3 e 12,0+2,7
OD/mg proteina, respectivamente; P < 0,05). Por outro lado, ndo foi observado diferenca
significativa na peroxidacao lipidica (TBARS) entre as concentracdes de DMSO (P > 0,05).
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Figura 9. Efeitos das concentragdes de 1M, 1,5M e 3M de DMSO no estresse oxidativo sobre
o tecido ovariano vitrificado. (A) A capacidade de eliminacdo de radicais livres (ensaio
ABTS) e (B) o poder antioxidante redutor férrico (ensaio FRAP) foram comparados com uma
curva Trolox. A producdo de &nion superdxido (C) e a peroxidagdo lipidica (D) foram
determinadas pelos testes NBT e TBARS, respectivamente. Os resultados sdo medias £ SEM,
(ANOVA seguido pelo teste de Tukey).

Valores seguidos de letras minusculas (a, b) diferem estatisticamente (p <0,05).
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Discussao

Este é o primeiro estudo que comparou os efeitos da vitrificacdo de foliculos
pré-antrais inclusos em tecido ovariano bovino utilizando o DMSO como crioprotetor em trés
concentragbes 1M, 1,5M e 3M. Avaliou-se a toxicidade do crioprotetor sobre o tecido
ovariano, a integridade folicular, os aspectos morfoldgicos e morfométricos, a resposta ao
estresse oxidativo e a retomada do desenvolvimento folicular dos foliculos pré-antrais apds
criopreservacao.

Com base no teste de toxicidade, as alteracbes morfologicas decorrente da
atresia causada pela exposicdo ao DMSO foram encontradas principalmente nas células da
granulosa e/ou no citoplasma dos odécitos. Diferentemente do encontrado na literatura, na qual
as alteracdes observadas em foliculos pré-antrais iniciam com a retragcdo da cromatina nuclear
e a fragmentacdo oocitaria (Morita; Tilly, 1999). As concentracdes testadas de 1,5 e 3M de
DMSO sugeriram um efeito prejudicial sobre os foliculos pré-antrais. Ambas as
concentracbes apresentaram baixa porcentagem de foliculos pré-antrais integros em
fragmentos ovarianos de bovinos. 1sso possivelmente ocorre devido ao dano celular causado
pela toxicidade quimica ou ao estresse osmdtico, principalmente em altas concentracdes,
quando o poder de protecdo do crioprotetor é reduzido (Rodrigues et al., 2004; Santos et al.,
2006). Assim, a interagdo dos crioprotetores com tecidos in vivo ou com biomoléculas podem
exercer efeitos toxicos devido as concentrac6es inadequadas (Gosden et al. 2002).

A toxicidade aos foliculos testados parece mais pronunciada quando se utiliza
0 DMSO na concentracdo de 3M (65,7% dos foliculos pré-antrais degenerados). 1sso pode ser
evidenciado pelos sinais de atresia grau 3 identificados nessa concentracdo de DMSO, sendo a
principal caracteristica de degeneracdo nos foliculos a picnose em odcitos e as células da
granulosa e/ou o citoplasma folicular danificados pela presenca de vacuolos ou retragdo. Os
danos tdxicos causados por esta concentracdo de DMSO estdo de acordo com o relatado em
experimento com foliculos in situ da espécie ovina (54,4%; Santos et al., 2006). Ainda, nossos
resultados corroboram com o estudo prévio em que o efeito citotoxico do DMSO em odcitos
bovinos foi observado quando usado em concentra¢des acima de 1,5 M (Lim et al., 1999).

Estudos anteriores avaliaram o nivel toxico de diferentes crioprotetores no
processo de vitrificacdo, tendo sido observado que o etilenoglicol (EG) apresenta maior
toxicidade para foliculos pré-antrais bovinos quando comparado ao DMSO ou propilenoglicol
(PROH; Lucci et al., 2004). Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou que o percentual de

foliculos morfologicamente normais foi reduzido de 96,9% (controle) para 49,2% (teste de
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toxicidade), e ainda, mantido sem diferenca significativa apds a criopreservagdo com DMSO
(52,5%; Lucci et al., 2004). Ainda, estudos que avaliaram a genotoxicidade do DMSO o
caracterizaram como uma molécula com excelentes propriedades solventes ndo toxico, visto
que altas concentracdes de DMSO néo induziram quebras na fita de DNA (Aye et al., 2010;
Castro et al., 2011). Contraditoriamente a isto, nosso estudo demonstrou uma maior taxa de
degeneracéo folicular apos exposi¢do a 3M de DMSO por 30 min.

A vitrificacdo do tecido ovariano € uma técnica nova e promissora para o
armazenamento de linhagem germinativa. Apesar da otimizacdo dos protocolos de
criopreservacao, ainda sdo necessarios estudos que esclarecam os processos relacionados a
vitrificacdo devido a estrutura complexa e aos diferentes tipos de células presentes no tecido
ovariano (Bagchi; Woods; Critser, 2008). Além dos processos de resfriamento e aguecimento
poderem causar danos irreversiveis ao tecido ovariano criopreservado (Campos et al., 2015).
Neste estudo com DMSO, apds o aquecimento a integridade folicular ndo foi preservada na
concentracdo de 3M. Ainda a concentracdo de 1,5M de DMSO apresentar alta porcentagem
de foliculos degenerados assim como 3M ap0s a vitrificacdo.

As respostas morfométricas mostraram diminuicdo no tamanho dos o6citos
ap6s a criopreservagdo com 3M de DMSO. As dimensdes médias dos foliculos
criopreservados em diferentes concentracbes de DMSO foram semelhantes. Mensuragdo dos
foliculos pré-antrais similares foram encontrados na mesma espécie apos o cultivo por 2 dias
na presenca de FSH (32,9 um; Bizarro-Silva et al., 2018). Em relagéo a radicais livres ou
especies reativas de oxigénio o DMSO mostrou ter um efeito tdxico para a concentracdo de
3M. As informacdes sobre a tolerancia criogénica e o estresse causados aos foliculos pre-
antrais sejam foliculos isolados ou incorporadas no tecido cortical sdo escassas (Langbeen et
al., 2015).

A producdo de espécies reativas de oxigénio no tecido ovariano vitrificado foi
evidente para a concentragdo de 3M de DMSO. Entretanto, as diferentes concentragdes de
DMOS reduziram os efeitos deletérios da peroxidacdo lipidica causada pelo estresse oxidativo
e pelo processo de criopreservacdo. Semelhantes resultados foram encontrados na vitrificagcdo
de tecido ovariano de fetos bovinos utilizando o resveratrol (Rocha et al., 2018).

A vitrificacdo pode ser aliada ao cultivo in vitro apds o aquecimento com a
finalidade de verificar a qualidade das células do estroma e dos foliculos vitrificados. O
cultivo in situ em meio MEM+ resulta em melhores condi¢Ges para o desenvolvimento,
preservacdo da morfologia e integridade dos foliculos cultivados (Jimenez et al., 2016).

Nossos resultados confirmam os dados sobre a eficacia do meio de cultivo para o
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desenvolvimento de foliculos pré-antrais apds a criopreservagdo com DMSO (1M e 1,5M).
Assim, podemos utilizar a taxa de viabilidade pds aquecimento como indicativo da possivel
restauracdo da funcéo reprodutiva. De tal modo, a criopreservacao aliada ao cultivo eficiente
representaria um bom modelo para estudos e testes de possiveis aplicacdes na reproducédo
assistida.

Assim, a criopreservacao dos tecidos ovarianos é o principal passo para o
estabelecimento de um banco de tecido ovariano ou a preservacdo do tecido ovariano para
pacientes programados para terapias com cancer gonadotdxico, visando a restauracdo da
fertilidade mais tarde. Contudo, a criopreservacao do tecido ovariano é mais proficua para
pacientes com cancer do que a criopreservacao do odcito (Coticchio et al., 2006) e embrido
(Ali; Shelton, 1993), pois pode salvar um grande namero de foliculos (Asgari et al., 2015).

Em conclusdo, demonstramos que 0s ovarios bovinos representam um 6timo
modelo para as questdes inerentes a infertilidade e estudos de aspectos fisioldgicos néo
esclarecidos. Além disso, sugerimos que a vitrificacdo do tecido ovariano deve utilizar 1M

DMSO como crioprotetor para a conservacao efetiva de gametas femininos.
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6 CONCLUSOES

0 Foliculos pré-antrais bovinos sdo capazes de manter a sobrevivéncia e o crescimento in
vitro até o estagios avancados de desenvolvimento ao meio de cultivo a base de meio
essencial minimo durante 14 dias.

¢ O sistema de cultivo com agarose imerso ao meio apresentou maiores niveis de espécies
reativas de oxigénio e uma menor capaxidade atioxidadente. Engquanto, o sistema de
cultivo sobre suporte de agarose possibilitou uma maior porcentagem de foliculos
integros e maiores diametros foliculares.

0 O cultivo in situ através do método com suporte de agarose demonstrou atingir 0s
requisitos necessarios para obtencdo de um maior nimero de foliculos pré-antrais,
fornece informacgdes para elucidacdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento
folicular, além de futuramente torna-se uma estratégia importante para a preservacao da
fertilidade.

¢ O DMSO a 1M preserva as caracteristicas morfologicas e morfométrica de foliculos pre-
antrais in situ, apos a vitrificacdo se comparado com as demais concentragdes.

0 ApOs a criopreservacao a concentracdo de 3M pareceu apresentar um efeito toxico para
os foliculos pré-antrais depois do aquecimento e do cultivo in vitro.

0 Foliculos pré-antrais in situ, cultivados em MEM+ por 10 dias ap6s vitrificacdo
demonstraram a possibilidade de retomada do desenvolvimento folicular em
concentracfes menores de DMSO.

Como perspectivas deste trabalho tem-se a possibilidade de estudos
complementares visando a utilizagdo desta biotécnicas sobre o desenvolvimento e a
criopreservacao in vitro de foliculos pré-antrais in situ em estadios iniciais ou tardios. Além
disso, sdo grandes as possibilidades de se estudar a influéncia de tais técnicas sobre a
expressao génica durante o desenvolvimento folicular. Para assim, promover um sistema de
cultivo capaz de desenvolver foliculos primordiais de uma fase inicial até os estagios
foliculares em que os oocitos podem ser maturados e fecundados in vitro. Também,
desenvolver um protocolo eficiente para a criopreservacdo in situ dos foliculos pré-antrais
bovinos.

No entanto, mais testes devem ser realizados para tais biotecnologias,
apresentando distintos métodos e intervalos de tempo e, células de diferentes fontes para um
melhor entendimento dos processos envolvidos na foliculogénese e condigcdes para o
desempenho reprodutivo.
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