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VITRIFICAGAO DE TECIDO OVARIANO DE CERVOS BRASILEIROS:
AVALIAGOES HISTOLOGICAS E DAS TAXAS DE APOPTOSE TECIDUAL

RESUMO - Existem diversas espécies selvagens que estdo ameacgados
de extingdo devido a cacga, a perda do habitat natural ou variabilidade genética,
nesse contexto, as biotecnologias da reprodugdo ganham importancia na
tentativa de preservacgao das espécies por meio da criopreservagao de gametas
ou tecidos gonadais, para uso futuro desses materiais em biotecnias como
inseminacgao artificial, producéo in vitro de embrides xenotransplastes, entre
outras. Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar se o processo de vitrificagéo
influéncia ou ndo na resisténcia do tecido ovariano dos cervos brasileiros através
de avaliagbes histologicas e de taxas de apoptose tecidual. Assim, foram
analisados fragmentos de ovarios (n=6) de cervideos: o cervo-do-pantanal (n=2)
(Blastocerus dichotomus); veado-catingueiro (n=2) (Mazana gouazoubira); e
veado-mateiro (Mazana americana citétipo Juina), os quais permaneceram
vitrificados por um periodo de quatro, trés e um ano respectivamente. Através da
coloragédo de HE foram encontrados diferentes graus de degeneragbes dos
ovécitos no grupo fresco e vitrificado, como também foliculos em diferentes fases
de desenvolvimento. Pela imuno-histoquimica foi possivel identificar diferentes
graus de marcacgao das proteinas ligadas a cascata de apoptose nas amostras
frescas. Conclui-se que a vitrificagdo € uma técnica promissora na preservagao

de tecido ovariano de cervos brasileiros.

Palavras-chave: Criopreservacao, Caspase-7, Caspase-3, Bax.



VITRIFICATION OF OVARIAN TISSUE OF BRAZILIAN DEER:
HISTOLOGICAL AND TISSUE APOPTOSIS EVALUATIONS

ABSTRACT - There are several wild species that are threatened with extinction
due to hunting, loss of natural habitat or genetic variability, in this context,
reproductive biotechnologies gain importance in the attempt to preserve species
through cryopreservation of gametes or gonadal tissues, for future use. of these
materials in biotechnology such as artificial insemination, in vitro production of
xenotransplast embryos, among others. Thus, the objective of the study was to
evaluate whether the vitrification process influences or not the resistance of the
ovarian tissue of Brazilian deer through histological evaluations and tissue
apoptosis rates. Thus, fragments of ovaries (n=6) of deer were analyzed: the
marsh deer (n=2) (Blastocerus dichotomus); brocket deer (n=2) (Mazana
gouazoubira); and red deer (Mazana americana cytotype Juina), which remained
vitrified for a period of four, three and one year, respectively. Through HE
staining, different degrees of oocyte degeneration were found in the fresh and
vitrified group, as well as follicles at different stages of development. By
immunohistochemistry it was possible to identify different degrees of labeling of
proteins linked to the apoptosis cascade in fresh samples. It is concluded that
vitrification is a promising technique for the preservation of ovarian tissue in
Brazilian deer.

keywords: Cryopreservation, Caspase-7, Caspase-3, Bax.



1. INTRODUGAO

Os Neotropicos conttm uma enorme gama de biomas e
consequentemente uma vasta biodiversidade, sendo considerada a mais rica do
mundo em diversidade de cervos (Myers et al., 200), pois abrigam cerda de 30%
do total dessas espécies, as quais sao divididas em duas formas morfolégicas, as
especies pequenas adaptadas para se desenvolverem em florestas fechadas, dos
géneros dos géneros Mazama e Pudu, e as de médio a grande porte,
caracterizadas pela presenca de chifres ramificados e por habitarem areas
abertas, representadas pelos géneros Blastocerus, Hippocamelus, Odocoileus e
Ozotoceros (Duarte et al., 2008).

No entanto, a caca, a perda do habitat natural e variabilidade genética sao
ameacas a biodiversidade fazendo com que diversas espécies selvagens sejam
ameacadas ou extintas (Wildt et al., 2010), sendo que 50% dos cervideos
neotropicais estao classificados na IUCN Red List (2021) como em perigo de

extingdo.

Exemplo disso € o cervo-do-pantanal, Blastocerus dichotomus, que
representa a maior espécie de cervideo da América Latina, e apresenta risco
elevado de extingdo em um futuro préximo (IUCN 2021) devido ao declinio

populacional (Duarte et al., 2001).

O veado-mateiro, Mazama americana, € um cervideo de médio porte,
classificado como dados insuficientes (IUCN 2021), em razdo do
desconhecimento da sua biologia, numero e distribuicdo. Além disso, esse
cervideo apresenta alta complexidade do taxon, o que possibilita a existéncia de
outras espécies no que hoje é considerada unica; ha evidéncias citogenéticas e
filogenéticas (Jorge & Benirschke, 1977; Neitzel, 1987; Duarte & Jorge, 1996;

Duarte et al., 2008; Abril et al., 2010) que corroboram com essa teoria.

Mesmo espécies como o veado-catingueiro, Mazama gouazoubira, que
apresentam uma flexibilidade ecolégica e capacidade de adaptagdo em areas
antropofizadas, estdo listadas na IUCN Red List (2021).

Segundo a IUCN (2021) mais de 38.500 espécies estdo ameacadas de
extingdo, o que representa 28% do total de espécies avaliadas. Mesmo as
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iniciativas de leis que visam a ampliagcdo de areas protegidas néo sao suficientes
para conservar todos os habitats e espécies de interesse, ratificando a

necessidade de alternativas de preservacgao.

Diante desse cenario, a formagao de bancos de germoplasma tornou-se
uma valiosa opgao para a preservacado de material genético viavel, capaz de se

desenvolver apos a descongelagdo (Mazur, 1980).

Assim, vale ressaltar que a reprodug¢do humana e animal vem sendo
estudada ha anos com o objetivo de entender as alteragbes fisiologicas,
hormonais, celulares e moleculares causadas pela senescéncia (Comizzoli et al.,

2012), a qual é uma das responsaveis pela perda da fertilidade (Wu et al., 2010).

Tal fato impulsionou diversas pesquisas relacionadas a vitrificacdo de
tecidos ovarianos, a qual se tornou uma das técnicas consagradas de preservacao
de material genético e fertilidade, e que possibilita futuras estratégias de

reproducgao assistida (Comizzoli et al., 2021).

No entanto, a criopreservagao de tal estrutura € algo complexo devido a
presenca de diferentes tipos celulares, os quais apresentam uma sensibilidade e
resposta variada ao processo induzido pelo frio, que pode ocasionar danos
celulares (Gorricho et al., 2018) identificados histologicamente pela presenca de
sinais de apoptose celular, como lise estromal e celular, picnose, caridlise,
vacuolizacao citoplasma e atrofia do tecido (Reed et al., 2000; Taatjes et al.,
2018).

Tais danos também podem ser observados precocemente, antes mesmo
do aparecimento de alteragdes visuais (Fabbri et al., 2003; Gorricho et al., 2018)
pela presenga de proteinas da via de apoptose, como as caspases (Boatright at
al., 2003), Bax (Schuler et al., 2003) e Bcl-2 (Borner et al., 2003) através de
técnicas como a imuno-histoquimica, o que demonstra a importancia da utilizacao

de diferentes técnicas na avaliacao da integridade celular (Gorricho et al., 2018).

Existem diversos estudos que avaliam as alteragdes causas nos tecidos
pos vitrificagdo em diferentes espécies como: felinos domésticos (Gorricho et al.,

2018), equino (Haag et al., 2013), caprino (Carvalho et al., 2013), cervideos

13



(Gastal et al., 2018), entre outras, devido a sua importancia e beneficios futuros

proporcionados por ela.

No contexto da preservagao de animais selvagens, a combinagao entre a
criopreservagao e a aplicagcéo de outras biotécnicas, surge como uma estratégia
potencial para auxiliar na redugao e na formacgao de bancos de germoplasma de
espécies em risco de extingdo (Bosch et al., 2004), a exemplo do ja reportado em

felideos e canideos (Carrijo, 2009).

Diante da importancia da conservacado da biodiversidade de espécies
neotropicas, dentre elas os cervideos, em que 50% da espécie esta classificada
em algum grau de risco de ameaca de extingdo pela IUCN Red List (2021), far-
se-a necessario a utilizagao de estratégias de conservagao, como a formagao de
bancos de germoplasma, visando a utilizagdo desses materiais futuramente em

biotecnologias reprodutivas.

Assim, o conhecimento dos possiveis danos ou ndo causados pela
criopreservagdo nos tecidos germinativos, pelo exame histolégico e
imunohistoquimico, sao essenciais para a avaliacao do potencial desta técnica na

preservacao de espécies selvagens ameacas de extingao.

2. OBJETIVO

2.1 Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do processo de
vitrificagdo sobre o tecido ovariano de veado-catingueiro (Mazama gouazoubira),
veado-mateiro (Mazama americana) e cervo-do-pantanal (Blastocerus

dichotomus).

2.2 Especifico

- I[dentificar a presenca de alteragbes morfoldgicas ligadas a dano celular,
através da avaliacdo histologica das amostras antes e apds o processo

de criopreservacgao.
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- |dentificar a presenga das proteinas Bax, Caspase — 3 e 7 ligadas a
cascata de apoptose, por meio da técnica de imuno-histoquimica nas

amostras frescas dos cervos brasileiros.

3. REVISAO DE LITERATURA

Mundialmente, a biodiversidade tem sido um tema de extrema importancia
a ser discutido, tanto pela sociedade quanto para os governos que visam, atraves
de acordos internacionais, a sua conservacao. A perda da biodiversidade faz com
que diversas espécies sejam ameagadas ou extintas. Diante desta problematica,
a Uniado Internacional para a Conservagao da Natureza (UICN) desenvolve um

trabalho de identificacdo do estado de conservacao de algumas espécies.

Em 1964, foi disponibilizada a chamada Lista Vermelha de Espécies
Ameacadas (“IUCN Red List”), a qual contém informagdes do estado de
conservagao de espécies de plantas, animais, fungos e protozoarios do mundo.
Através de dados cientificos essas espécies sao classificadas como: ndo avaliada
(NE), dados insuficientes (DD), menos preocupante (LC), quase ameagados (NT),
vulneravel (VU), em perigo (EN), em perigo critico (CR), extinta da natureza (EW)
e extinto (EX), ou seja, seguindo um grau do menor ao maior nivel de

preocupacao.

A familia Cervidae é formada por animais ungulados, artiodactilos e
ruminantes, a qual apresenta cerca de 55 espécies no mundo. Destas,
aproximadamente 17 habitam o Neotrépico, dividindo-se em duas formas
morfolégicas, as espécies pequenas, adaptadas para se desenvolverem em
florestas fechadas, dos géneros Mazama e Pudu, e as de médio a grande porte,
caracterizadas pela presenca de chifres ramificados e por habitarem areas
abertas, representadas pelos géneros Blastocerus, Hippocamelus, Odocoileus e
Ozotoceros (Duarte et al., 2008).

Mais de 50% dos cervideos neotropicais estéo classificadas na IUCN Red
List (2021) como EN. No Brasil existem pelo menos oito espécies desta familia,
sendo elas: Blastocerus dichotomus (cervo-do-pantanal), Odocoileus virginianus
(veado-galheiro), Ozotocerus bezoarticus (veado-campeiro), Mazama americana
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(veado-mateiro), Mazama gouazoubira (veado-catingueiro), Mazama nana
(veado-borord), Mazama rondoni (veado-roxo) e Mazama bororo (borord-do-sul)
(DUARTE, 1996).

O veado-catingueiro, Mazama gouazoubira, € uma espécie de pequeno
porte, com ampla distribuicdo geografica no territorio brasileiro, seu status de
conservagao e considerado como LC (categoria de risco mais baixo), devido a sua

flexibilidade ecoldgica e capacidade de adaptacdo em areas antropofizadas.

No entanto, tal status sofre alteragcdo quando analisados em alguns
Estados. No Parana é considerada DD, no Rio Grande do Sul é VU e no Rio de
Janeiro, EN (Bergallo et al., 2000; Fontana et al., 2003; Mikich & Bérnils, 2004).

O vedado-mateiro, Mazama americana, € um cervideo de médio porte,
poliéstrico ndo sazonal com ampla distribuigdo geografica na América Latina,
podendo ser encontrado do sul do México, em toda a América Central, até o norte
da América do Sul (Emmons & Feer 1997, Varela et al. 2010). No Brasil esta

presente desde o rio Amazonas até o Rio Grande do Sul (Duarte et al., 2012).

Tal espécie é classificada como DD (IUCN 2021), em razdo do
desconhecimento da sua biologia, numero e distribuicdo. Além disso, esse
cervideo apresenta alta complexidade do taxon o que possibilita a existéncia de
outras espécies no que hoje é considerada unica; ha evidéncias citogenéticas e
filogenéticas (Jorge & Benirschke, 1977; Neitzel, 1987; Duarte & Jorge, 1996;

Duarte et al., 2008; Abril et al., 2010) que corroboram com essa teoria.

Abril e colaboradores (2010) propuseram a classificagdo desta espécie a
partir de uma arvore filogenética, baseando-se na biologia molecular e
citogenética. Dessa forma, foram descritas duas linhagens de cariétipos que
divergem em um ancestral comum: uma caracterizada pelo baixo numero de
diploides, classificadas como citétipo Juina e Rondbnia, e a outra com elevado
numero de dipldides, representada pelos citétipos Parana, Santarém, Jari e

Carajas.

O Blastocerus dichotomus, cervo-do-pantanal, € a maior espécie de
cervideo da América Latina, chegando a pesar 130 Kg. Habitam regides de

varzeas das planicies de inundagdo dos grandes rios e originalmente eram
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encontrados em algumas regides do Peru, Bolivia, Paraguai, Argentina, Uruguai
e em grande extensao no Brasil (Azara, 1902; Ribeiro, 1919; Cabrera, 1961;
Nogueira-Neto, 1973; Jungius, 1976; Hofmann et al., 1976).

Esta espécie de cervideo esta categorizada como VU, ou seja, apresenta
um risco elevado de extingdo na natureza em um futuro préximo (IUCN 2021),
devido ao declinio populacional que varia entre 30 a 50%, dependendo do estado.
No Parana, por exemplo, as constru¢des das hidrelétricas causaram extingao da
espécie, ja o Pantanal possui mais de 80% do total da populagdo dessa espécie
(Duarte el. al, 2001) provavelmente pelas caracteristicas climaticas do local e

menos agdes predatorias.

Segundo a IUCN (2021) mais de 38.500 espécies estdo ameacadas de
extingdo, o que representa 28% do total de espécies avaliadas. Mesmo as
iniciativas de leis que visam a ampliagdo de areas protegidas ndo sao suficientes
para conservar todos os habitats e espécies de interesse, ratificando a

necessidade de alternativas de preservagao.

Atualmente, com os avangos das biotecnologias, a preservagéo in vitro de
células germinativas surge como opg¢ao de conservagao de espécies tanto animal
como vegetal, através da criagao de bancos de germoplasma, os quais tem como
objetivo o resgate de populagdes extintas ou com importancia bioldgica a ser
preservada (Hiemstra et al., 2005), além de espécies em risco de extingdo (Ramos
et al., 2011).

Os bancos de germoplasma nada mais sao do que células somaticas ou
gametas armazenados em botijao criogénico contendo nitrogénio liquido a -196°C
(Domingues et al., 2011). A baixa temperatura leva a uma reducéo significativa do
metabolismo do material biolégico a ponto de manté-lo viavel, a fim de continuar

o seu desenvolvimento apds a descongelacao (MAZUR, 1980).

Esta alternativa se torna ainda mais valiosa por possibilitar a aplicagao
das biotécnicas reprodutivas, como a criopreservacao de gametas e tecidos
gonadais tanto masculino como feminino, produgédo in vitro de embrides,

transferéncia de embrides, inseminacéo artificial (Galli et al., 2003).
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Estas técnicas sdao amplamente utilizadas em animais de alto valor
zootécnico, através dos programas de melhoramento genético. o interesse
econdmico nas espécies de producao fez com que aumentasse o numero de
estudos na area de criobiologia, resultando em alguns avangos em relagao a
metodologia, e possibilitando a extrapolagao de protocolos para a conservagao de

germoplasma de diferentes espécies animais.

No entanto, a criopreservacédo deve ser realizada de forma criteriosa de
modo a garantir que o material recuperado exerca a mesma funcédo pos-
descongelacao (Silvestre et al., 2004), pois a capacidade de sobrevivéncia do
material biolégico depende de algumas variaveis, tais como a sua tolerancia aos
crioprotetores, o processo de desidratacdo, a velocidade de reducdo da
temperatura e ao método, seja ele congelagao lenta ou vitrificagdo (Santos et al.,
2010a).

Na congelagao lenta as células s&o submetidas a um resfriamento e, em
seguida, a uma queda gradual e controlada de temperatura até serem congeladas,

utilizando baixas concentragdes de crioprotetores (Del Valle, 2008).

Na vitrificacdo a congelacao é ultrarrapida, havendo uma passagem direta
do meio em estado liquido para amorfo. Para tanto, sdo necessarias solugdes de
crioprotetores mais concentradas e viscosas (Gongalves et al., 2008), sendo que
ambas as técnicas podem ser utilizadas na preservagéo tanto de gametas como

de células somaticas.

Dentro das op¢des de material biolégico a ser criopreservado, os tecidos
gonadais ganham destaque pela preservacao de foliculos primordias, os quais
sdo mais resistentes que os odcitos aos efeitos dos crioprotetores (Hovatta, 2005),
sendo capazes de se desenvolverem até os estagios mais avangados. Ademais,
possibilitam manter as fungdes do tecido (Carrijo, 2009), que retornam facilmente
a sua atividade apds xeno ou alotransplante (Donnez et al., 2006), podendo se
manter ativos por periodos superiores a 6 meses (Gosden et al., 1994; Oktay et
al., 1998).

No contexto da preservagao de animais selvagens, a combinagao entre a

criopreservacgao e a aplicacdo de outras biotécnicas, como o xenotransplante, &
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uma abordagem potencial para reduzir as espécies em risco de extingao (Bosch

et al., 2004), a exemplo do ja reportado em felideos e canideos (Carrijo, 2009).

O desenvolvimento folicular apds a realizagdo do xenotransplante ja foi
relatado em ovinos, felinos (Gosden et al., 1994), humanos (Oktay et al., 1998),
elefantes (Gunasena et al., 1998), marsupiais (Mattiske et al. 2002) e caes (Neto
et al., 2012).

No entanto, a criopreservagdo de tecido ovariano enfrenta algumas
limitagbes em relagcdo a técnica, devido a dificuldade dos crioprotetores em
penetrarem o tecido, podendo causar isquemia ou problemas de revascularizacéo
tecidual levando a apoptose celular (Newton et al.,, 1996). Isto ocorre pela
diversidade de tipos celulares presentes na amostra, os quais apresentam

temperaturas distintas de congelamento (Castro et al., 2011).

A criopreservacao de tecido ovarino de diferentes espécies selvagens
ameacadas de extingdo € complexa devido a estrutura do tecido e a
heterogeneidade celular, dessa forma, o conhecimento dos efeitos da
criopreservagao na proliferagao e apoptose das células gonadais € essencial para
o desenvolvimento folicular e producdo de gametas viaveis apds a cultura in vitro

ou o transplante do tecido ovariano (Gastal et al., 2018).

Nos tecidos, a apoptose pode ser identificada pelo exame histoldgico e
analise da morfologia, caracterizando-se pela presenca de lise estromal e celular,

picnose, cariolise, vacuolizacao citoplasmatica e atrofia celular (Hussein, 2005).

Luvoni e colaboradores (2012) relataram que a integridade morfolégica do
tecido ovariano felino foi preservada apds a vitrificacdo, independentemente do
tipo folicular. Nesta mesma espécie, o tecido ovariano foi criopreservado,
descongelado, submetido a técnica de xenotransplante e, apds mais de 60 dias,
foi avaliado por histologia, na qual se constatou a presenca de foliculos capazes
de se desenvolverem até estagios avancados e também evidéncias de necrose e
fibrose (Bosch et al., 2004).

Fragmentos de tecido ovariano de ovinos foram avaliados

histologicamente, apds o processo de criopreservagcao, € notou-se manutengao
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da integridade morfologica e celular (Bandeira et al., 2015) comprovando a

eficacia da técnica na preservagao da viabilidade do tecido.

Em caprinos foi observado uma queda nas taxas de foliculos pré-antrais
morfologicamente normais apés a vitrificagao (Carvalho et al.,2013). Assim como
em bovinos, houve uma queda na porcentagem de foliculos primordiais e
primarios morfologicamente normais logo ap6s o aquecimento dos fragmentos,
contudo, essas amostras descongeladas foram submetidas a cultura in vitro, e
apo6s 4 horas foi observado uma recuperagao folicular dos danos causados pelo
processo de preservagao, indicando que um curto periodo de cultura pds-
descongelamento pode aumentar a recuperagdo de foliculos (Paynter et al.,
1999).

No entanto, as alteragbes morfolégicas que caracterizam o processo de
apoptose nos tecidos sao consequéncia de uma cascata de eventos moleculares
e bioquimicos especificos (Saraste et al., 2000), os quais podem ser observados
através de técnicas de imuno-histoquimica, antes mesmo do aparecimento das
alteragdes estruturais, permitindo uma identificacdo precoce e precisa do

processo de morte celular.

Alguns dos sinalizadores desta cascata de eventos sdo as caspases, as
quais sao divididas em caspases iniciadoras (8 e 9) e efetoras (3, 6 e 7) (Hussein,
2005). Estas proteases agem através da clivagem dos substratos de aspartato
(Nicholson et al., 1997) levando a condensacao e fragmentacédo nuclear, como
também a externalizacao de fosfolipidios de membrana que irdo comunicar para
a célula ser fagocitada por macrofagos (Nicholson et al., 1997, Boatright et al.,
2003).

Além dessa protease, existe também a Bcl-2, enzima anti-apoptoética, que
participa ativamente da regulacéo da apoptose, inibindo a geragédo de espécies
reativas de oxigénio, a acidificacdo celular e estabilizagdo do potencial de
membrana mitocondrial (Schuler et al., 2003), mantendo uma homeostase entre
as enzimas anti-apoptéticas e pro- apoptéticas como a Bax, proteina mais
estudada desta familia (Hussein et al.,, 2003) e que juntamente com as Bcl-2,

formam homodimeros e heterodimeros, definindo assim o balanco apoptético.
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Entretanto, a agdo das caspases na membrana mitocondrial leva a um
desequilibrio, fazendo com que as Bcl-2 ndo sejam capazes de impedir o
desencadeamento da cascata da apoptose, seja pela competicdo por sitios na
membrana externa da mitocondria, ou pelo sequestro das proprias Bax (Petros et
al., 2004).

Em humanos, a imuno-histoquimica revelou coloragcdo positiva para a
proteina Bcl-2 nas células da granulosa, tanto nas amostras frescas como nas
criopreservadas, mesmo que a avaliagdo morfolégica tenha demonstrado uma

boa integridade estromal e folicular (Fabbri et al., 2003).

Assim como em felinos, foi observado que foliculos classificados como
morfologicamente normais foram positivos para caspase-3, indicando a
importancia da utilizagdo de diferentes técnicas na avaliagdo da integridade
celular (Gorricho et al., 2018).

Em veado-de-cauda-branca a criopreservagao do tecido ovariano através
da vitrificagdo ou congelacdo lenta demonstrou que nao houve interrupgcéo dos
marcadores de apoptose, como a Bax e a Bcl-2, visto que os fragmentos
submetidos a criopreservacao lenta apresentaram menor viabilidade durante a
cultura in vitro, sofrendo apoptose mais cedo do que os vitrificados. (Gastal et al.,
2018).

Diversos estudos em diferentes espécies demonstram que a vitrificagao
do tecido ovariano nao causou aumento dos danos ao DNA (Fabbri et al., 2003;
Faustino et al., 2015), mesmo em tecido criopreservacédo ha quase 20 anos
(Fabbri et al., 2016).

Dos métodos de criopreservacdo a vitrificagdo apresenta algumas
vantagens em relagdo ao congelamento lento: menor tempo, custo e praticidade
na execugao da técnica, ja que no congelamento lento € necessario um oneroso
freezer programavel, o que dificulta a sua aplicagdo a campo (Santos et al.,
2010b), sendo essa ultima um dos maiores diferencias para a preservagao de
germoplasma, principalmente de espécies selvagens que vieram a 6&bito
inesperadamente ou em outras situacdes a campo em que ha a oportunidade de

colher material biolégico para a formagao de banco de germoplasma.
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Portanto, os estudos da criopreservacao de tecidos gonadais de espécies
selvagens ameacgadas de extingdo, como os cervideos, € de suma importancia
para o conhecimento da viabilidade e dos danos causados pela técnica, através
de analises morfolégicas aliadas a imuno-histoquimica, a fim de identificar
alteragdes iniciais que sinalizam o desencadeamento da cascata de apoptoses,
permitindo assim, o aprimoramento da técnica para posterior formacédo bem-

sucedida de bancos de germoplasma.

4. MATERIAL E METODO
Todos os produtos quimicos utilizados no experimento foram obtidos da Sigma
Aldrich (St Louis, MO, USA), salvo quando citado outra empresa. Este estudo foi

aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da instituigao (n° 3750/21).

4.1 Colheita e Processamento do Tecido Ovariano

Foram colhidos os ovarios (n=6) de trés diferentes espécies de cervideos,
apds o procedimento de necrdpsia dos animais, do Nucleo de Pesquisa e
Conservacado de Cervideos (NUPECCE). Os animais foram eutanasiados por
razdes médicas, sendo que nenhum foi eutanasiado para o propodsito deste
estudo. Os ovarios foram transportados até o laboratério imersos em solugao de
PBS-PVA suplementada com antibidtico (1001 U/mL de penicilina sodica e
0,1mg/mL de sulfato de estreptomicina) e antimicético (0,25 pg/mL de anfotericina

B) e refrigerada a 4°C dentro de 1 a 4 horas.

No laboratério os ovarios foram transferidos para placa de Petri, onde foram
lavados em solucdo de PBS-PVA e seccionados ao meio, a fim de separar o cortex
da medula, com o auxilio de um bisturi. O cértex ovarino foi seccionado em
fragmentos (3mm?3) e divididos aleatoriamente entre grupo controle (fresco) e grupo

vitrificado.
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4.2 Deleniamento Experimental

O experimento foi desenvolvido em trés replicatas, contendo o grupo
controle — amostras frescas (G01, G02, G03) e o vitrificado (GV1, GV2, GV3) com
o objetivo de avaliar os efeitos da vitrificagdo sobre a, integridade do tecido

ovariano. Para isso, foram utilizadas as seguintes espécies de animais:

e Cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) de 16 anos de idade
e criopreservado por quatro anos;
GO01: amostra controle (fresca);

GV1: amostra vitrificada.

e Veado-catingueiro (Mazana gouazoubira) de quatro anos de
idade e criopreservado por trés anos;
GO02: amostra controle (fresca);

GV2: amostra vitrificada.

e Veado-mateiro (Mazana americana citétipo Juina) (Abril, 2010) de
guatro anos de idade e criopreservado por um ano
GO03: amostra controle (fresca);

GV3: amostra vitrificada.

Os fragmentos do grupo controle foram fixados em solu¢cdo de formol
salina a 10%, por 24 horas, e mantido em alcool 70%, enquanto os demais
fragmentos foram vitrificados e mantidos em botijao criogénico até avaliagao.

Ambos os grupos foram avaliados por histologia e imuno-histoquimica.

4.3 Vitrificacdao e Aquecimento

O protocolo de vitrificacao realizada foi baseado no estudo desenvolvido
por Ishijima et al. (2006) com modificagbes. Os fragmentos foram imersos em
gotas de 200 ul de tampao salina de fosfato de Dulbecco modificado (mDPBS)
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com 1M de DMSO a temperatura ambiente por 60 seg, e depois foram transferidas
para criotubos contento 10 yL de mDPBS-DMSO, os quais foram mantidos por 5
min no gelo. Ato continuo, foi adicionado no criotubo solu¢cdo de DAP 123 (1M de
acetaminada, 2M DMSO e 3 M propilenoglicol), sendo mantidos a 0°C por mais 5
min. Por fim, foram mergulhados em nitrogénio liquido e mantidos em botijao

criogénico até avaliagao.

No processo de aquecimento dos fragmentos criopreservados, o0s
criotubos foram mantidos em temperatura ambiente por 60 seg, e entdo foi
adicionado mDPBS contendo 0,25 M de sacarose a 37°C. Os fragmentos foram
entdo transferidos para placas de Petri onde foram lavados repetidas vezes em

solucdo mDPBS e por fim em HTF-BSA, por 3 min.

4.4 Processo Histolégico

Os fragmentos foram fixados em solugéo de formalina tamponada a 10%,
por 24 horas e entdo foram submetidos ao processo de desidratagao por
diferentes gradientes de alcool (70%, 80%, 95%, 100%), seguida pela clarificagao
com xilol e inclusao em parafina, os blocos de parafina foram cortados em seccdes
de 7 um, para a imuno-histoquimica e para a coloragdo em hematoxilina e eosina
(HE).

4.5 Morfologia e Classificagao dos Foliculos

As amostras de tecido ovariano foram analisadas e classificadas
morfologicamente (Gorricho et al., 2018) como foliculos primordiais, em que os
oocitos estdo rodeados por uma camada de células granulosas achatadas; foliculo
primario, ou seja, os oocitos estdo circundados por uma camada de células
granulosas cuboidais; foliculos secundarios, os odcitos rodeados por duas ou
mais camadas de células da granulosa em formato cuboidais; e foliculos

terciarios, quando ha a presenca de um antro com foliculo multilaminar.
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Com base nas alteragbes morfoldgicas, as amostras foram classificadas

conforme consta na tabela 1.

Tabela 1. Escore morfolégico utilizado para a classificagdo das amostras de tecido ovariano de cervideos

brasileiros.
Escore Descrigcao Caracteristica histologica
0 Sem alteracdes Foliculos intactos
Degeneracéo Foliculos apresentando destacamento das células
1 discreta da membrana basal
Foliculos com ligeiro descolamento das células da
Degeneragao membrana basal, com até 30% de odcitos
2 moderada degenerados
Degeneracéo Foliculos apresentando mais de 30% de odcitos
3 acentuda degenerados.

4.6 Imuno-histoquimica

Através da imunocoloracdo o grupo controle foi avaliado para a
identificacdo das proteinas caspase-3, caspase-7 e Bax. Para isso, os cortes
histolégicos previamente preparados foram desparafinadas em xilol e hidratados

em banhos decrescentes de etanol (100, 95, 80, 70%).

A recuperagao dos antigenos especificos foi através do tampao citrato (pH
6,0) em panela de vapor (Pascal®, Dako, EUA) por 30 min. Apds esse processo,
as amostram foram resfriadas em banho-maria e lavadas com agua desionizada,
e entdo bloqueadas para a peroxidase exogena (Envision ™ Flex Peroxidase-
Blocking reagent, Dako, Carpinteria, CA, EUA), e em seguido do bloqueio de
proteinas (ScyTek Laboratories, Logan, UT, EUA) a 27°C por 30 min.

As laminas foram permeabilizadas em 1% Triton™ X-100, por 30 min a
temperatura ambiente, as proteinas nao especificas foram bloqueadas em

solucdo de BSA a 1%, por 60 min em temperatura ambiente, e incubadas com
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100 pL da solugdo de anticorpo monoclonal anti-Bax (1mg/mL anticorpo
monoclonal de rato, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), anticorpo
primario anti-caspase-3 clivado (1: 300, anticorpo monoclonal, feito em coelho,
Cell signaling, Massachusetts, EUA), e anti-caspase-7 (1:300, anti-humano, feito

em coelho, Sigma-Aldrich, EUA), por 60 min a temperatura ambiente.

Na etapa seguinte, as amostras foram lavadas com solugé&o tampéao Tris
(pH 7,4), e com o anticorpo secundario (Envision, Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi
aplicado como anticorpo secundario e incubado novamente a 27°C por 1 h em
uma camara escura. As laminas foram entao lavadas novamente com solucéo
tampdao Tris e a reagao ocorreu com substrato cromogeno de diaminobenzidina
(DAB, Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 5 min.

A contracoloragao foi realizada com hematoxilina de Harris por 1 min. O
controle positivo foi realizado com um linfonodo equino normal e o controle
negativo com um ensaio de bloqueio de peptideo, usando um Cleaved Caspase-
3 Blocking Peptide (Asp175, Cell signaling, Massachusetts, EUA) de acordo com

as recomendagdes do fabricante.

As laminas foram avaliadas em microscoépio 6ptico (Leica DM 2500) com
objetiva de 20x e 40x. A extensdo da caspase-3 a reacdo nas amostras foi
semiquantificada usando uma versdo modificada do que foi descrito por Walker
(2006). As amostras foram classificadas como: 0 = negativo, 1 = <10% de células

coradas, 2 = 10-50% de células coradas ou 3 => 50% células coradas

5. RESULTADOS

5.1 Analises Histolbégicas

As amostras frescas e vitrificadas dos cervos brasileiros foram analisadas
morfologicamente a partir das diferentes fases foliculares, ou seja, foliculos
primordiais, em que os oocitos estdo rodeados por uma camada de células
granulosas achatadas, foliculo primario em que os odcitos estao circundados por

uma camada de células granulosas cuboidais; e foliculos maduros pela presenga
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de liquido folicular indicando antro e classificadas de acordo com as alteragdes
(Tabela 2).

Ao analisar os resultados encontrados nas amostras frescas o cervo-do-
pantanal apresentou maior proporg¢ao de estruturas foliculares com alto grau de

degeneragao.

No veado-catingueiro foram identificados somente foliculos primordiais
destacados da membrana basal com até 30% dos odécitos em degeneragao nas
amostras frescas, e no veado-mateiro foi identificada foliculo primario sem
alteracdo e degeneragdo moderada em foliculos primarios, como também

degeneracgao acentuada e moderada nos foliculos primordiais avaliados.

O cervo-do-pantanal foi o unico modelo experimental em que nao foi
detectado foliculos nos fragmentos ovarianos apos o processo de vitrificagao, ja
nas amostras frescas foram observados foliculos primordiais, primarios e maduros
(Tabela 2).

No veado-catingueiro foram observados a presenga de foliculos
primordiais e primarios com degeneracdo acentuada e foliculos maduros

destacados da membrana basal e com degeneracdo moderada apés a vitrificagao.
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Tabela 2. Classificagdo morfolégica das estruturas analisadas nos cortes histoldgicos, em que 0 - foliculos
intactos; 1 - foliculos apresentando destacamento das células da membrana basal (degeneragao discreta);
2- foliculos com ligeiro descolamento das células da membrana basal com até 30% de odcitos degeneragéo
(degeneracdo moderada); e 3 — foliculos apresentando mais de 30% odcitos em degeneragéo acentuada.

Amostra Animal Fol.Primordial Fol.primario  Fol. maduro
Fresco Cervo-do-pantanal - - -
Fresco Cervo-do-pantanal 3 - -
Fresco Cervo-do-pantanal 3 - -
Fresco Cervo-do-pantanal 0 3 3
Fresco Cervo-do-pantanal 3 - -
Fresco Cervo-do-pantanal 3 - -

Vitrificado Cervo-do-pantanal - - -

Vitrificado Cervo-do-pantanal - - -

Fresco Veado-catingueiro 1 - -
Fresco Veado-catingueiro - - -
Vitrificado Veado-catingueiro - 3 2
Vitrificado Veado-catingueiro 3 - -
Vitrificado Veado-catingueiro 3 3 1
Vitrificado Veado-catingueiro 3 3 1
Fresco Veado-mateiro - - -
Fresco Veado-mateiro - - -
Fresco Veado-mateiro 3 2 3
Fresco Veado-mateiro 3 2 2
Vitrificado Veado-mateiro 2 0 2
Vitrificado Veado-mateiro 2 2 3
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Nas amostras vitrificadas de veado-mateiro foram observados a presenga
de foliculos primordiais e maduros com degeneragao acentuada, e foliculos
primarios e maduros com degeneracdo moderada, assim como nas amostras

frescas. No entanto, foi observado a presenca de foliculo primarios sem alteracao.

Através da coloracao de HE foi possivel identificar o estroma ovariano
com acentuada quantidade de fibrose e auséncia de foliculos em uma amostra
fresca do cervo-do-pantanal (Fig.1.A), como também foliculo primario com
destacamento de membrana basal e apoptose do ovécito (Fig.1.C); foliculo
maduro com poucas altera¢gdes morfolégicas em amostras virtrificadas de veado-
mateiro (Fig.1.B); e foliculos primordias em apoptose (Fig.1.D).

Fig. 1. Fotomicrografia de tecido ovariano, HE, aumento de 400x (20 um) de cervos brasileiros frescos (A,
C, D) e criopreservado (B). A: parénquima ovariano de cervo-do-pantanal com acentuada quantidade de
fibrose (cabecga de seta branca); B: foliculo terciario em desenvolvimento com poucas alteragdes morfoldgicas
de veado-mateiro, nucléolo (cabecga de seta preta), nicleo (seta preta) e células foliculares esféricas (seta
branca contorno preto) C: foliculo primario (*) de veado-catingueiro com destacamento de membrana basal
(seta amarela) e apoptose de ovdcito (seta branca), células foliculares (seta branca contorno preto), nicleo
(seta preta) D: foliculos primordiais (*) em apoptose.
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5.2 Analises Imuno-histoquimicas

Através da imunocoloragcado das amostras frescas, dos cervos brasileiros,

foram observadas diferentes porcentagens de marcagao citoplasmatica ou

nuclear das proteinas de interesse pesquisadas no presente estudo (Tabela 3).

Tabela 3 Porcentagem da marcagao das proteinas Bax, caspase-3 e 7 das amostras frescas dos cervos

brasileiros.
Espécie Bax Caspase-3 Caspase-7
Cervo-do-pantanal 35% 1% citoplasmatica 15%
Veadg_catingueirg 50% 1% nuclear 15%
Veado-mateiro 100% 5% citoplasmatica 15%

Marcacao

Citoplasmatica

Nuclear e Citoplasmatica

Citoplasmatica

Nas amostras de cervo-do-pantanal foi identificado uma marcagao

citoplasmatica de 30% de Bax, no estroma do cértex ovariano, de 1% de

caspase-3 e de 15% de caspase-7, sendo possivel também observar a presenca

de um foliculo em transicdo de primordial para primario devido a presenca de

células da granuloso fusiformes e cubdides (Fig. 2, G01).

No veado-catingueiro foi observado uma marcagao citoplasmatica de

15% de Bax ,1% de nuclear de Caspase-3 e 15% de citoplasmatica de caspase-

7 (Fig. 2, G02).

No veado mateiro foi identificado uma marcagéao citoplasmatica de 100%
de Bax, 5% de caspase-3 e 15% de caspase-7 (Fig. 2, G03).
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Fig. 2. Fotomicrografia de imuno-histoquimica de amostras frescas de cervos brasileiros, em que G01: cervo-
do pantanal, G02: veado-catingueiro; GO3: veado-mateiro, cabeca de seta indicando a imunomarcagao de
Bax; caspase-3 indicada pela seta preta e seta preta contorno branco caspase-7, e (*) indicando a presenca
de foliculos.

6. DISCUSSAO

A criopreservagao de tecidos gonadais, para a utilizagdo futura nas
diferentes biotécnicas reprodutivas, surge como uma alternativa na preservagao
de animais selvagens, entretanto, ha ainda um numero reduzido pesquisas que
envolvam a criopreservagao de tecido ovarino nessas espécies, sendo este o
segundo estudos de vitrificagao de tecido ovariano em cervideo, e o primeiro em
cervo-do-pantanal, veado-mateiro e veado-catingueiro.

Os principais achados morfolégicos das amostras frescas do cervo-do-
pantanal foram alto grau de degeneragdo das estruturas foliculares,
principalmente dos foliculos primordiais; o que pode estar relacionado a idade

avangada do animal de 16 anos e 9 meses, por ser um dos fatores associados a
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reducao do numero de foliculos ovarianos (Peixoto et al., 2006), mesmo porque
sdo animais que atingem a maturidade sexual em torno dos 14 meses (Duarte et
al., 2014).

A auséncia de foliculos nos fragmentos ovarianos do cervo-do-pantanal
apo6s o processo de vitrificagdo; pode estar relacionado a distribuicdo aleatéria
aplicada na analise dos campos histolégicos, ja que as amostras frescas

apresentavam foliculos primordiais.

O veado-catingueiro as estruturas foliculares das amostras vitrificadas
apresentaram diferentes graus de degeneragéo, assim como também no veado-
mateiro podem estar associadas a criotolerancia dos diferentes tipos celulares
(Santos et al., 2010; Castro et al., 2011).

As degeneracdes das amostras vitrificadas de veado-mateiro foram as
mesmas encontradas nas frescas, no entanto, foi observado a presenca de
foliculo primarios sem alteracao, portanto, pode-se concluir que o processo de
criopreservagao foi capaz de manter a viabilidade morfolégica do tecido ovariano

nessa espécie.

Sabe-se que as anadlises histologicas possuem certa limitacdo na
identificacdo de pequenas alteragdes que possam comprometer a viabilidade do
tecido ovariano, em vista disso, a utilizagdo da imuno-histoquimica como uma
técnica de detecgao da apoptose, antes mesmo das alteragdes morfolégicas é
fundamental para a identificacdo da viabilidade do tecido tanto antes como apés

criopreservagao (Gorricho et al., 2018).

Sendo assim, foi realizada a imunocoloracdo das amostras frescas dos
cervos brasileiros, as quais demonstraram marcacgao citoplasmatica de Bax, de
35% em cervo-do-pantanal, 50% em veado-catingueiro e 100% da amostra de
veado-mateiro; caspase-7 em 15% da amostra de todas as espécies analisadas
e caspase-3 em 1% no citoplasma de cervo-do-pantanal e 5% no veado-mateiro,
ja no veado-catingueiro foi observado 1% de marcagao dessa ultima proteina no
nuclear (Fig. 04, Fig. 05).

O sucesso na manutengao da integridade estrutural do tecido apés o
método de congelacao (Jewgwnow et al., 1998; Carvalho et al., 2013; Bandeira et
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al., 2015), bem como a possibilidade da obtencdo de odcitos maduros apds o
cultivo de foliculos pré-antrais de tecido ovariano criopreservado tem sido
destacados na literatura (Amorin et al., 2016), tais dados demonstram que a
congelagao de tecido ovariano € uma alternativa para a formagéo de bancos de
germoplasma de espécies amacadas de extingao, por isso, estudos que envolvam
analises da viabilidade tecidual antes e apds a criopreservagao dessas espécies
e das demais sdo de extrema importancia para o conhecimento dos efeitos e

avanco dos estudos relacionados a criopreservacgao.

7. CONCLUSAO

Conclui-se que a vitrificagdo de tecidos ovariano de cervos brasileiros
demonstrou ser uma técnica promissora na preservaciao de tecido ovariano de

cervos brasileiros.
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