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CAPITULO 1



MANIPULACAO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS (FOPAs) EM CARNIVOROS
DOMESTICOS: REVISAO DE LITERATURA

INTRODUCAO

A expressao Antropoceno, popularizada pelo quimico holandés e ganhador
do Prémio Nobel de Quimica de 1995, Paul Crutzen, denota a chegada de uma
nova era geoldgica ao planeta Terra. Esta nova era comegou oficialmente em
2010 com cientistas reunidos em um encontro na Sociedade Geoldgica de
Londres, mas o mundo ja estava diante de um cenario de mudancgas climaticas,
exaustao dos recursos naturais e superpopulacdo humana produzindo um evento
de extingdo em massa causado pela “ldade do Homem”. Embora as estimativas
prevejam diferentes extensées do impacto sobre o ambiente natural, todas sao
extremamente preocupantes. Algumas projeg¢des indicam o risco de extingdo de
cerca de 58% de todas as formas de vida nos préximos 80 anos (DIRZO et al.,
2014).

Em termos de sensibilidade das espécies as mudangas ambientais, uns dos
grupos mais vulneraveis sao os dos predadores. Felideos e canideos selvagens
ocorrem em baixa densidade populacional, pois necessitam de grandes areas
para sobreviver e, adicionalmente, estdo mais expostos a conflitos com humanos,
como atropelamentos, cacadores e fazendeiros (BALLOU,1992; WILDT et al.,
1992).

Todas as 36 espécies de felideos, a excegdo do gato doméstico, e 9
espécies de canideos, sao citadas na lista vermelha da IUCN (2009) em diferentes
graus de ameaca e vulnerabilidade. Com o aumento da populacdo humana, novas
areas sado degradadas para a ocupagao e produgao de alimentos, o que tem
agravado continuamente a situagdo. O nivel de urgéncia evidente esta tornando
as Técnicas de Reprodugdo Assistida (ART), uma importante ferramenta para
proteger a variabilidade genética de espécies e populagdes. Neste contexto, a
recuperacao e a preservagao de gametas e gbnadas sao importantes, por permitir
o uso futuro de material genético proveniente de animais doentes ou mortos,

tornando possivel a reproducao independente do tempo e da distancia.



Muitas espécies de carnivoros estdo reduzidas a poucos individuos em
cativeiro ou vida livre. Esta situacdo promove a erosdo genética e conduz as
espécies para a extingdo (BALLOU, 1984; WILDT et al.,1995). Atualmente,
independente do habitat, cativeiro ou vida livre, cada individuo vivo representa
parte do pool genético remanescente da espécie. No caso das fémeas, os ovarios
contém uma importante reserva genética, os foliculos primarios e primordiais, os
quais contém odcitos imaturos, mas passiveis de serem utilizados para ARTs. Os
oocitos de mamiferos desenvolvem-se a partir de poucas células germinativas
primordiais. Estas células multiplicam-se em varios milhdes de células durante a
vida fetal, as quais, posteriormente, migram para as gbnadas primitivas e mantém-
se em estado quiescente até o recrutamento folicular, ovulagao e fertilizagao, para
se tornarem um novo individuo (THIBAULT, 1977; DOWNS,1993).

A maioria dos odcitos ovarianos permanece quiescente durante toda a vida
reprodutiva da fémea. Uma fémea adulta de gato doméstico produz em média, um
a quatro descendentes por gestacdo, e se reproduz duas vezes no ano, com
numero elevado de descendentes durante toda a vida. Nestas fémeas, o inicio da
reproducdo pode coincidir com o primeiro cio, que pode ser tdo precoce quanto 4
meses, embora normalmente ocorra entre 8 e 10 meses, ou quando o animal
atinge 2,5 kg (JEMMETS e EVANS, 1977; POVEY, 1978). Ja os grandes felideos
selvagens o numero de descendentes por fémea é reduzido, sendo que a
reproducdo ocorre a cada dois anos (HAYSEEN et al., 1993), na maioria da
espécies. Exemplo disto € a Panthera onca, na qual o numero de descendentes
por gestacdo € em média dois (EIZIRIK et al.,, 2002; PILGRIM et al., 2005;
RODRIGUEZ et al., 2009; CARRILLO et al., 2014) e a idade quando as fémeas
comecgam a se reproduzir € quatro anos, com a probabilidade de um filhote a cada
ano (DESBIEZ et al., 2010). A sobrevida maxima desta espécie em vida livre é de
15 anos estimados por Ronaldo Morato (informagéo pessoal), assim a fémea pode
produzir, na melhor das hipoéteses, durante toda sua vida, em média 10 filhotes.

Por outro lado, o pool de odcitos de uma fémea jovem de felideo selvagem,
€ composto por, aproximadamente, 12.500 foliculos pré-antrais (JEWGENOW e

STOLTE, 1996) e este numero decresce a medida que a idade avancga. Telfer e



Gosden (1987) estimaram uma quantidade proxima de 200.000 foliculos
primordiais no ovario de cadelas jovens entre um e dois anos, e cerca de 6.000 de
foliculos primordiais em cadelas idosas. Foliculos pré-antrais (FOPAs) de gatas e
cadelas representam por volta de 90 a 95% da populacao folicular (TELFER e
GOSDEN, 1987; JEWGENOW e GORITZ,1995; JEWGENOW et al.,1997;
MACHADO et al., 2002). Os foliculos primordiais podem ser colhidos e isolados
dos ovarios de felideos e canideos em grandes quantidades, sendo uma valiosa
fonte de recursos para aplicagdo das ARTs. O desafio cientifico atual é o
desenvolvimento de protocolos de ativagao, desenvolvimento in vitro e maturagao
de foliculos primordiais e primarios (JEWGENOW, 1998). Outro aspecto
importante que necessita ser aperfeicoado € o transporte refrigerado seguro e a
preservacdao a longo prazo através da congelacédo lenta (JEWGENOW et al.,
1998a; JEWGENOW et al., 2011) e da vitrificacdo de FOPAs isolados ou inclusos
em tecido cortical ovariano (LUVONI et al., 2012).

A implementacao de crio-bancos de tecido cortical ovariano e a maturagao
in vivo de FOPAs foi desenvolvida com sucesso para aplicacdo em mulheres com
cancer, em idade fértil, que prescindiam de tratamento com radioterapia ou
quimioterapia. A criopreservacao do tecido cortical, seguida de transplante tecidual
ortotdpico ou heterotopico pds tratamento oncoldgico, ja permitiu o nascimento de
algumas criancas na ultima década (ANDERSEN et al.,, 2008; KEROS et al.,
2009).

Estudos em cées e gatos domeésticos também tém permitido a utilizagdo
dessas técnicas, usando modelos experimentais intermediarios, que sdo espeécies
pertencentes a mesma ordem (Carnivora) e familias (Canidae e Felidae) de
muitos animais ameacados de extingdo (WILDT, 1992; POPE et al.,, 1993;
SWANSON e WILDT, 1997; BROWN, 2006; PUKAZHENTHI et al., 2006).

Em vista da escassez e da fragmentagdo de dados sobre foliculos pré
antrais de carnivoros, o objetivo desta revisdo foi discutir o desenvolvimento
folicular, técnicas utilizadas na colheita, criopreservacao e maturagao de foliculos
pré-antrais em carnivoros domésticos. Foram ressaltados exemplos em espécies

selvagens de carnivoros mamiferos a fim de ilustrar que é possivel a aplicagao



destas técnicas no manejo genético de espécies e populagdes ameagadas de

extingéo.

REVISAO DE LITERATURA
Oogénese e Foliculogénese

A oogénese é o processo de desenvolvimento e diferenciagéo das células
germinativas primordiais femininas, o qual culmina na formacgéo do odcito haploide
(RUSSEL, 1983), que pode ser fertilizado apés maturacdo. O desenvolvimento e
diferenciagcado do odcito também dependem das células somaticas que circundam
0 oocito (Luvoni et al., 2006).

Em mamiferos a oogénese inicia-se quando as células germinativas
primordiais migram do saco vitelino para a gbnada primitiva. Apds a colonizagao
da gbnada, as células germinativas multiplicam-se rapidamente por mitose e se
diferenciam em oogénias (ABIR et al., 2006). A formac¢do do odcito primario tem
inicio durante um periodo bem definido na gata doméstica, ocorrendo
aproximadamente entre 40-50 dias de desenvolvimento fetal e, possivelmente,
completa-se ao redor do 8" dia apos o nascimento. A morfologia ovariana tipica,
em regido cortical e medular primitiva € totalmente estabelecida em torno de 40
dias de desenvolvimento fetal (BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006).

ApoOs o0 nascimento muitos foliculos entram em apoptose. Nos foliculos
restantes, os odcitos primarios sao circundados por uma unica camada de células
escamosas planas (pré-granulosa) as quais sdo originarias do mesonefro, ou
epitélio ovariano (MCNATTY et al., 2000; JUENGEL et al., 2002). Estes foliculos
sdo denominados primordiais (KEZELE et al., 2002; SENGER, 2003), sao
considerados reservatorios quiescentes dos oocitos e representam a maioria
(95%) da populagao folicular ovariana de mamiferos adultos (MCLAUGHLIN e
MCLVER, 2009). A transicado entre foliculo primordial e primario pode ser
prolongada, e neste periodo os foliculos sdo denominados transicionais (SILVA et
al., 2004). Esta fase é caracterizada pelo crescimento do odcito, proliferacéo e
alteracdo da morfologia das células da granulosa, de escamosas para forma



cuboide (SKINNER, 2005). Neste periodo € comum encontrar foliculos com
células da granulosa com ambos os formatos, o que € caracteristico de foliculo
transicional (SKINNER, 2005). O proximo estagio de desenvolvimento é o foliculo
primario, que corresponde ao odcito circundado por uma monocamada de células
da granulosa em formato cuboide (VAN DEN HURK et al., 1997; KEZELE e
SKINNER, 2003). Este desenvolvimento € irreversivel e ndo depende da secrecao
de gonadotrofinas (KEZELE e SKINNER, 2003).

Apos a puberdade, os foliculos primarios comegam a se diferenciar em
secundarios, os quais possuem duas ou mais camadas de células da granulosa.
Neste estado, o odcito é circundado por uma fina camada translucida denominada
zona pelucida e, externamente, a membrana basal folicular e as camadas da teca
sao distinguiveis (SENGER, 2003; VAN der HURK e ZHAO, 2005).

Seguindo o desenvolvimento folicular, forma-se uma cavidade interna, o
antro, preenchido por liquido folicular. Nesta fase o foliculo passa a ser
denominado antral ou foliculo terciario. A denominacao de foliculo de Graaf, ou
pré-ovulatério, € usada para foliculos terciarios, que se tornam dominantes
(SENGER, 2003). No grande foliculo antral é possivel identificar células da
granulosa diferenciadas em células do cumulus e células murais, muitas camadas
de células da teca, um grande espaco contendo fluido folicular e o oécito envolto
na zona pelucida (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). A formacgao dos foliculos pré-
ovulatérios € um pré-requisito para a ovulagdo e formagao do corpo luteo, bem
como a manutengao da fertilidade e gestagdo (DRUMMOND, 2006).

Durante a vida fértii do animal, havera um constante crescimento de
foliculos dos estagios primordiais, passando pelos estagios primarios, secundarios
e terciarios, até o foliculo pré-ovulatério ou de Graaf. Este processo continuo de
ativagdo do crescimento e maturagao € definido como foliculogénese. De acordo
com o estagio de desenvolvimento, os foliculos podem ser classificados em pré-
antral (sem cavidade antral) compreendendo primordial, transicional, primario e
secundario; e foliculos antrais (com cavidade antral) compreendendo os
secundarios tardios, terciarios ou foliculos pré-ovulatérios (SILVA et al., 2004).

Nos caes domésticos, 5 a 14% dos foliculos podem ser multi-oocitarios, contendo



até 17 odcitos (TELFER e GOSDEN, 1987; MCDOUGALL et al., 1997; REYNAUD
et al., 2009).

Ja nas gatas, aproximadamente, 10% dos foliculos contém dois odcitos
(JEWGENOW e GORITZ, 1995). A atresia folicular ocorre na maioria dos foliculos
(99,9% dos foliculos em humanos), sendo caracterizada pela morte do foliculo
primario durante a meiose, por um processo de apoptose ou necrose degenerativa
(VAN CRUCHTEN e VAN DEN BROECK, 2002).

Em gatos, durante a primeira divisdo meidtica, o odcito permanece no
estadio de dipléteno (SUH et al., 2002). Os FOPAs sao constantemente
recrutados para crescimento folicular, independente da fase do ciclo estral, idade
ou gestacdo (PETERS et al.,, 1975). Os fatores responsaveis pela ativagao e
crescimento folicular sao incertos (MCLAUGHLIN e MCIVER, 2009). Estudos
morfométricos sugerem que estes foliculos iniciam o crescimento baseado na
ordem de sua formagdo (HIRSHFIELD, 1991) e os mecanismos de nutrigdo, como
a proximidade com terminagdes nervosas, vasos, grandes foliculos ou corpos
luteos sao importantes neste recrutamento (GREENWALD e TERRANOVA, 1988).

O periodo de crescimento do estadio primordial até o antral pode durar trés
semanas em camundongos, mas requer mais de dois meses em outros
mamiferos. Diariamente, um grupo de foliculos primordiais é recrutado. As células
da granulosa influenciam a maturagdo do odcito durante o desenvolvimento
folicular. O contato fisico e a comunicagdo entre as células germinativas e as
células somaticas sdo imprescindiveis para sobrevivéncia e desenvolvimento do
odcito. Juncgdes do tipo GAP entre odcitos e células da granulosa transferem
nutrientes e precursores metabdlicos que contribuem para o desenvolvimento do
gameta (GOUGEON, 1998).

O desenvolvimento folicular inicial & estimulado por interagdes entre fatores
intra e extra ovarianos, mas nao gonadotrofinas (EPPIG et al., 1996). O
crescimento folicular comeca a ser dependente da condicdo hormonal a partir do
estagio de foliculo pré-antral secundario tardio. Interagdes especificas entre
gonadotrofinas, estrégenos e fatores de crescimento no compartimento celular de

foliculos em crescimento induzem a rapida proliferagéo das células da granulosa e



da teca, bem como a formagdo do antro, conduzindo a ovulagédo (FRITZ e
SPEROFF, 1982; BARBIERI et al., 1983; KIM e GREENWALD, 1984; ROY e
GREENWALD, 1990). Em canideos, os odcitos sao ovulados no estagio primario e
terminam sua maturacdo apds a ovulagdo, no ambiente especifico de oviduto
(REYNAUD et al., 2012). Determinar todos os fatores que contribuem para este
prolongado periodo de crescimento e maturagdo permanece um desafio, mas é
necessario para o estabelecimento de um sistema de desenvolvimento e

maturagéo in vitro para FOPAs de carnivoros.

Caracterizacdo de Foliculos Pré-antrais

Em gatas domésticas foi possivel recuperar entre 300 a 24.650 foliculos
primordiais e primarios de cada ovario. Estes resultados nao foram influenciados
pela estacéo do ano, fase do ciclo estral ou gestagdo, apesar de ser considerada
espécie de ciclo reprodutivo sazonal no hemisfério norte (JEWGENOW e GORITZ,
1995). Os foliculos primordiais e primarios (40 a 50 um de diametro)
representaram 80 a 90% do pool e 10 a 20% foram considerados foliculos
secundarios (60 a 100 um de diametro) (JEWGENOW e GORITZ, 1995). Atraves
da microscopia eletrbnica, Carrijo et al. (2010) encontraram proporgoes
semelhantes de tipos foliculares nesta mesma espécie. A populagao folicular
ovariana da gata foi de 37.853 + 6.118 por ovario, dos quais 87% foram
primordiais, 10,4% primarios e 2,3% foliculos secundarios.

A morfologia dos odcitos de felideos € similar a maioria das espécies de
mamiferos (WASSERMANN, 1988). Em relacao a foliculos pré-antrais, quando se
compara gatas domésticas e fémeas de tigre e puma em nivel ultraestrutural as
semelhancas aumentam (JEWGENOW e STOLTE, 1996). Esta constatagao
confirmou o gato como um valioso modelo experimental para o desenvolvimento
de ARTs voltadas para estudos de foliculos pre-antrais de espécies selvagens de
felideos.

Assim como nas gatas domésticas, um numero e propor¢des semelhantes
de FOPAs recuperados foram descritos para fémeas de felideos ndo domésticos

(puma, jaguar, tigre, cheetah e ledo). Foi possivel colher, em média, 12.500



FOPAs por ovario. Nestas espécies, a populacéo folicular também era composta
de 80 a 90% de foliculos primordiais e primarios (40 a 50 um) e 10 a 20% (60 a
100 um) de foliculos secundarios. Apesar dessas semelhangas ha uma influéncia
da idade e da espécie sobre o numero de FOPAs, sendo observado um menor
numero de foliculos/ovario em individuos de espécies grandes em idade mais
avangada (JEWGENOW e STOLTE, 1996).

A morfologia folicular nas cadelas é variavel de acordo com o estadio de
desenvolvimento. Foliculos primordiais apresentam diametro inferior (25,0 + 0,8
pgm), seguidos pelos primarios (59,0 £ 3,8 pm), secundarios (131,2 + 6,0 ym),
antrais iniciais (229,8 + 11,1 ym) e antrais (492,0 £ 42,0 ym) (SONGSASEN et al.,
2009). Os foliculos pré-antrais representam 90 a 95% da populagdo total de
foliculos nesta espécie (MACHADO et al., 2002). Em cadelas jovens (dois anos de
idade) estima-se que existam 200.000 foliculos primordiais e este numero €&
reduzido para 6.000 em cadelas idosas, (TELFER e GOSDEN, 1987), embora
cadelas pré-puberes também possam apresentar numero reduzido de foliculos
viaveis (DURRANT et al., 1998; MACHADO et al., 2002).

Recuperacédo de Foliculos Pré-antrais

O primeiro artigo a reportar a recuperacao de FOPAs foi publicado nos anos
60 por Grob (1964) em camundongos. Somente 30 anos depois os foliculos pré-
antrais foram isolados e caracterizados nos ovarios de animais domeésticos, como
bovino (JEWGENOW e PITRA, 1991, FIGUEIREDO et al., 1993), suinos
(GREENWALD e MOOR, 1989) e carnivoros (JEWGENOW e PITRA, 1993,
DURRANT et al., 1998).

O isolamento de FOPAs intactos do cértex ovariano ¢ dificultado pelo denso
tecido intersticial que envolve o foliculo. Em ratos, o isolamento é realizado de
forma mecanica com ou sem adi¢cao de enzimas proteoliticas, porém em animais
de maior porte é necessario utilizar diferentes estratégias. A colheita por aspiragcao
também pode ser uma alternativa (DURRANT et al., 1998). Dependendo do

tamanho do ovario, densidade do tecido e relacdo entre células germinativas e



células somaticas, métodos mecanicos e enzimaticos podem ser necessarios
(TELFER et al., 2008).

A digestdo enzimatica é realizada utilizando enzimas como colagenase,
tripisina, DNAse e pronase. Embora esta técnica viabilize um adequado
isolamento dos FOPAs, a membrana basal folicular pode ser danificada e, desta
maneira, o desenvolvimento in vitro de foliculos isolados pode ser comprometido
(ROSSETO et al. 2011). Em canideos, o isolamento e a caracterizagdo de
foliculos obtidos pela digestdo enzimatica (DNAse e colagenase) € capaz de
recuperar maior numero de FOPAs e antrais iniciais, quando comparada a colheita
por aspiragcao, e quando associada ao isolamento mecanico pode proporcionar
resultados ainda melhores (DURRANT et al.,, 1998). Bolamba et al. (1998)
verificaram um reinicio da divisdo meidtica in vitro de odcitos colhidos por digestao
enzimatica. J& Demeestere et al. (2000) observaram a ruptura de todos os
foliculos isolados apds a colheita por digestdo enzimatica. Para contornar os
danos causados pela atividade enzimatica na membrana basal nos FOPAs alguns
estudos tém indicado o cultivo dos foliculos isolados em gel de agar ou colageno
para tentar preservar a estrutura tridimensional das células. (TORRANCE et al.,
1989; HIRAO et al.,, 1994). Utilizando digestdo com colagenase, Durrant et al.
(1998) recuperaram em torno de 348,7 + 376,8 foliculos pré-antrais e foliculos
antrais iniciais em cadelas, sendo 25% viaveis € 20% com vesicula germinativa
intacta.

Os métodos mecanicos incluem a colheita de FOPAs isolados ou inclusos
no cortex ovariano. Para se recolher os FOPAs isolados, a filtragem em peneira
metalica € o método mais utilizado. Porém, o fatiamento com lamina de bisturi,
tissue choper ou tesouras cirurgicas, ou a trituragdo com mixers ou pequenas
pingas podem ser indicados (ROSSETO et al., 2011).

A técnica de filtragem em peneira foi desenvolvida por Jewgenow e Pitra
(1993) para colheita de FOPAs de gatas domésticas e, posteriormente aplicado
para colheita de espécies selvagens (JEWGENOW e STOLTE, 1996). Esta
técnica permite colher foliculos primordiais, primarios e secundarios apods a

dissecgdo e isolamento. Com esta técnica, os FOPAs isolados permanecem
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circundados por uma membrana basal intacta (JEWGENOW e GORITZ, 1995;
JEWGENOW, 1998; JEWGENOW et al., 1998). A porcentagem de foliculos
saudaveis medindo 40 a 90 um, recuperaveis pelo sistema de filtragem em
peneiras, corresponde em média a 32,5% do total de foliculos primordiais e
primarios, 13,1% sé&o foliculos com alteragdes morfolégicas e 50% sé&o foliculos
atrésicos (JEWGENOW e GORITZ, 1995; JEWGENOW et al., 1998).

A técnica de filtragem em peneira consiste em pressionar cuidadosamente
0 ovario sobre uma peneira metalica em tampao fosfato salina de Dulbecco
(DPBS), o que resulta numa suspensao de células que deve ser filtrada através de
uma série de peneiras de nylon. Primeiramente, a suspensao é filtrada em peneira
com poros de 90 um, sobre uma placa de Petri. A suspenséo filtrada é recuperada
e os foliculos maiores que 90 um podem ser utilizados ou descartados
(JEWGENOW et al., 1998). Posteriormente a suspenséo é filtrada em peneira de
40 uym, e os FOPAs, entre 40 e 90 um (foliculos primordiais, transicionais,
primarios e secundarios iniciais) retidos na peneira sado recuperados
(JEWGENOW et al.,, 1998; JEWGENOW AND GORITZ, 1995). A suspenséo,
contendo os FOPAs deve ser centrifugada a 200G durante 10 minutos e o pellet
ressuspendido em meio adequado. Os foliculos recuperados podem ser utilizados
para maturacao, caracterizagao, criopreservagao ou outros estudos e aplicagdes.

O tissue choper, ou fatiador de tecido, também tem sido usado em alguns
experimentos. A porcentagem de foliculos viaveis coletados nesta técnica pode
estar relacionada ao método de preparagao do tecido ovariano. Lopes et al. (2009)
reportaram 79% a 83% de viabilidade para os foliculos pré-antrais de cadelas.
Alves (2010) usando a mesma técnica (tissue chopper), encontraram 37,86% e
60,31% de FOPAs recobertos por células da granulosa, e 48,72% e 74,55%
FOPAs viaveis, nos intervalos de 250 e 500 pm, respectivamente. Foram contados
25.200 £ 6.676 foliculos pré-antrais por ovario no intervalo de corte de 250 um, e
11.000 £ 2.727 no intervalo de 500 ym. Ademais, também existiu uma maior
viabilidade e cobertura por células da granulosa no intervalo de corte de 500um
(Alves, 2010).
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Outra técnica bastante difundida para recuperacédo de FOPAs inclusos na
matriz cortical do ovario é a dissecgdo do tecido cortical (WIEDEMANN et al.
2013). O processo consiste em dividir o ovario em duas metades, no sentido
longitudinal. Em seguida, utilizando pingas e bisturi, suavemente remove-se a
por¢do medular por raspagem, até que reste uma fina por¢ao cortical transparente
(200 ym). O tamanho dos fragmentos varia de acordo com o tipo de procedimento
a ser realizado. Se o material for utilizado para cultivo, criopreservagao lenta ou
coloragéo, o cortex pode ser seccionado com o punch, em fragmentos de 2 mm de
diametro. Se o material for utilizado para vitrificagdo, a peca do cortex deve ser

seccionada em fragmentos de 2 cm? usando uma lamina de bisturi.

Criopreservacéo de Foliculos Pré-antrais

Bancos genéticos ou “zooldgicos congelados” foram recomendados como
parte crucial da estratégia de conservagao de espécies (WILDT et al., 1992). Além
de congelar gametas masculinos, novas técnicas tém permitido a criopreservacgao
de FOPAs isolados ou inclusos no tecido cortical ovariano de espécies
ameacadas. A conservacdo desse material objetiva manter por longo prazo a
diversidade genética, especialmente a manutencao de individuos geneticamente
importantes que foram esterilizados, eutanasiados (JEWGENOW, 1998) ou de
animais convalescentes ou mortos prematuramente (LUVONI et al., 2006).

As técnicas de criopreservagdo aplicadas a conservagao de gametas e
tecidos gonadais de fémeas incluem refrigeracdo (colheita e transporte),
congelagcao lenta (curva de congelagao programada) e vitrificacdo (congelagao
ultra-rapida).

A refrigeragdo a 4°C, com vistas a preservagcao e transporte, € uma
ferramenta de conservagao muito importante para transpor a distancia entre os
locais de coleta da gbnada e os laboratérios de reprodugao assistida. Embora seja
uma técnica muito positiva pode ter impactos negativos sobre o tecido. Em gatas,
a conservagao dos ovarios inteiros em solugao fisiolégica manteve a morfologia
oocitaria, quando o tecido foi preservado por até 48 horas a 4°C (WOOD et al.,

1997). Além disso, a integridade dos foliculos pré-antrais cultivados in vitro
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durante uma semana, depende basicamente de como foi do periodo de
estocagem a 4°C até 12 horas; entre 12 e 24 horas de refrigeragdo, ndo foram
observadas alteragbes na viabilidade dos FOPAs. Nesta espécie, o numero de
foliculos isolados saudaveis estimados que podem ser recuperados apos a
refrigeragdo a 4°C por <12h, foi de 150 FOPAs (JEWGENOW et al., 1998).

O fator que mais influencia o sucesso da congelagdo dos FOPAs é a razao
entre area de superficie celular e volume. Embrides e odcitos maduros sao
formados por células grandes e requerem periodos longos de tempo para
estabelecer um balango osmoético com as solugdes crioprotetoras (CRISTER et
al.,1997). FOPAs séo células muito pequenas, porém muito mais resistentes aos
danos causados pelo frio, por apresentarem membrana basal fina, facilitando a
entrada dos crioprotetores, metabolismo basal baixo, auséncia de eixo metafasico
e granulos corticais (HOVATTA, 2005).

A criopreservagao do tecido ovariano contendo FOPAs oferece vantagens
sobre a congelagdo de oocitos maduros ou embrides. Aléem disso, o tecido
ovariano poder ser colhido de animais de todas as idades (idosos, adultos, pré-
puberes e fetos) ou status (vivo ou morto). Porém, é importante enfatizar que a
criopreservagao de tecidos é tecnicamente mais complexa e depende nao
somente da criotolerancia e sensibilidade dos gametas, mas também das
caracteristicas das células somaticas ovarianas (CLEARY et al., 2001). Neste
sentido, as interagbes entre as células somaticas e os gametas devem ser
preservadas de modo a manter a integridade funcional do foliculo apds a
descongelacao (LUVONI, 2006).

Os métodos de congelacdo lenta sdo baseados nos protocolos ja
desenvolvidos para embrides, ajustados com base na metodologia previamente
descrita por Willadsen (1978). Desde entdo, amostras biolégicas de humanos e
animais tém sido congeladas com sucesso com equipamentos pré-programados,
com diferentes velocidades de queda controlada da temperatura, durante o
processo de congelacdo. Utilizando este processo evita-se, ou minimiza-se, a

formacgao de cristais de gelo. A curva de congelagdo deve ser lenta o suficiente
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para favorecer a saida de toda a agua das células durante o processo de
congelagéo.

A taxa 6tima de congelacao difere de acordo com o tipo celular, o que é
influenciado pelo tamanho da célula e esta relacionada a permeabilidade a agua.
A velocidade de congelagdo mais apropriada para a maioria das células de
mamiferos oscila entre -0,2 a -0,5°C por minuto, embora a taxa 6tima para cada
tipo celular e espécie animal necessite ser estabelecida (JEWGENOW et al.,
2011).

Em gatas, a congelacdo de FOPAs, em meio contendo 3M de dimetil
sulfoxido (DMSO), observou-se uma preservagdao da viabilidade de 40% das
estruturas, quando comparada a viabilidade anterior a congelagao (12,1% + 14,7
versus 29,1% + 14,2, respectivamente) (JEWGENOW e GORITZ, 1995).

Em amostras pré-expostas ao glicerol, embora a queda imediata tenha sido
maior, a perda de viabilidade foi menor (15%) apdés uma semana de cultivo,
quando comparado ao DMSO, propadiol ou etilenoglicol. A qualidade dos FOPAs
também influencia a qualidade pds-criopreservagao, sendo que quanto melhor a
qualidade folicular, maior a resisténcia a criopreservagdo (JEWGENOW et al.,
1998).

A congelacao lenta de FOPAs de gatas com propanodiol e DMSO como
crioprotetores, preservou 10% dos FOPAs intactos e metabolicamente ativos,
mesmo apos uma semana de cultivo (JEWGENOW et al., 1998). Quando o tecido
cortical de gatas foi congelado lentamente, utilizando-se 1,5M de etilenoglicol
como crioprotetor, seguido de xenotransplante em ratas receptoras
imunossuprimidas, a viabilidade manteve-se em 10%, mesmo apds 62 dias pos-
enxerto. A baixa taxa de sobrevivéncia foi associada aos efeitos isquémicos
durante a fase inicial de implantagao no tecido hospedeiro (BOSCH et al., 2004).

A criopreservagao de tecido ovariano de gatas, utilizando-se a congelacao
lenta e dois crioprotetores demonstraram que 58% dos FOPAs, apdés a
descongelacado, estavam viaveis, sendo que os resultados foram superiores
quando 1,5M de etilenoglicol foi utilizado, comparado ao glicerol (LIMA et al.,

2006). Resultados semelhantes foram obtidos em leoas, tigresas e em mais sete
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diferentes espécies de felideos selvagens, utilizando-se a mesma concentragéo de
etilenoglicol e curva de congelagao (WIEDEMANN et al., 2012; 2013).

O método de congelacéo lenta de tecido ovariano de felideos parece ja
estar bem estabelecido, baseado nos recentes resultados obtidos por Jewgenow
et al., (2011) e Wiedemann et al. (2013). Os protocolos base de preparagdo para
criopreservacao de cortex ovariano de felideos domésticos e selvagens aplicam o
método previamente descrito por Bosch et al., (2004) e replicado e discutidos por
Smitz et al., (2010) ou adaptados de métodos aplicados para ovarios humanos,
Andersen et al., (2008).

A vitrificagdo, outro método de criopreservagao, € considerada uma técnica
mais simples e barata, na qual as amostras s&o imersas diretamente no nitrogénio
liquido e a preservacdo da amostra se da de modo ultra-rapido (JEWGENOW et
al., 2011). Nestas condicbes a formacédo de cristais de gelo é inibida pela
producdo de um estado vitreo sodlido, tanto no meio extracelular, quanto no
intracelular (RALL e FAHY, 1985). A vitrificacdo do tecido ovariano ja foi aplicada
com sucesso em ovinos (SANTOS et al., 2007), bovinos (CELLESTINO et al.,
2010), bem como em ratos (WANG et al., 2008), humanos (HUANG et al., 2008;
KEROS et al. 2009), gatas (LUVONI et al.,, 2012) e cadelas (ISHIJIMA et al.,
2006).

Evidéncias morfolégicas, determinadas por exame histolégico, indicam que
a técnica de vitrificagdo pode ser aplicada para congelagéo de tecido ovariano de
gatas. Num estudo recente, foliculos pré-antrais de gatas foram vitrificados. A
solugao crioprotetora era composta por 2M de DMSO, 1M de acetamida e 3M de
propilenoglicol (denominada solucdo DAP 213). Apesar de algum sucesso, 0S
autores sugerem que a técnica de vitrificagdo necessita ser aperfeicoada, para
que ela um dia possa ser aplicada na rotina de criopreservagcao de cortex de
felideos (LUVONI et al., 2012) para formar crio-bancos de tecidos.

Recentemente, Martins et al. (2015) combinaram diferentes tempos de
estocagem ovariana a 4°C (0 a 6 horas, 24 horas e 72 horas) em DPBS, com o
protocolo de vitrificacdo descrito por Keros et al. (2009), que utilizaram

etilenoglicol, propanodiol, DMSO e polivinilpivvolidona (PVP) numa concentragao
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final de 40% de crioprotetores. Estes autores encontraram FOPAs viaveis,
marcados pelo vermelho neutro e corados para analise morfologica, apds 72 horas
de refrigeragdo seguida de vitrificagdo. Nao foram observados impactos da
vitrificagdo na sobrevivéncia de FOPAs, independente do tempo de estocagem.

A viabilidade dos FOPAs em cadelas apds a criopreservacado varia de
acordo com o método de congelagdo e o crioprotetor utilizados. Os principais
crioprotetores utilizados sao o dimetil-sulfoxido (DMSO), o etilenoglicol e o glicerol.
Um estudo avaliou o efeito da pré-exposicdo de glicerol e etilenoglicol sobre o
sucesso da criopreservagcdo de FOPAs de cadelas. Na pré-congelagédo foi
observada uma maior citotoxicidade do glicerol a 3M (28,5% de FOPAs viaveis) e
menor de etilenoglicol a 1,5M (51,2% de FOPAs viaveis), contudo estes valores
sdo significativamente inferiores a viabilidade das amostras antes da pré-
exposicao aos crioprotetores (63,2%). O etilenoglicol 3M apresentou os melhores
resultados pos-descongelacéo (28% de FOPAs viaveis). Este experimento usou
iodeto de propidio para analisar a viabilidade celular (ALVES, 2010).

Em céaes, a vitrificagdo preserva a integridade tecidual avaliada por
histologia, quando comparada as amostras frescas e pode ser utilizada para a
criopreservacgao de tecido ovariano em solugdo DAP 213. Foi observada uma taxa
de 85% de sucesso dos enxertos teciduais. Porém, também foram observados
efeitos da hipoxia tecidual apds o xenotransplante. Apesar de nao ter sido
observado nenhum foliculo antral, foi observada a proliferagdo das células da
granulosa, o que é indicativo de preservacao de fungdes enddcrinas e do potencial
de ovulagao destes foliculos (ISHIJIMA et al., 2006).

Ativacado e Maturacao de Foliculos Pré-antrais

A ativacdo e maturagdo de FOPAs in vitro requerem um prévio
entendimento de como isto ocorre na escala intra-ovariana, especialmente no que
diz respeito a fisiologia e as particularidades da foliculogénese das espécies
(LILLY et al., 2009; COMMIZOLI et al., 2011, 2014).

Ap6s a colheita e a criopreservacao de coértex ovariano ou de FOPAs

isolados, é necessaria a maturacao e ativagao folicular para induzir o crescimento
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de foliculos pré-antrais até os estagios mais avangados de maturidade, para que
possa ser possivel integra-los a outras estratégias de reproducado assistida. Até o
momento a ativagao e total maturagao in vitro de FOPA seguida do nascimento de
filhotes saudaveis foi descrita apenas em camundongos (EPPIG et al.,1996;
MOTOHASHI et al., 2011). Contudo, este fato pode ser justificado pelo longo
periodo requerido de desenvolvimento dos FOPAs até os estadios finais de
maturagdo, que na maioria dos mamiferos envolve mais de dois meses, e que é
necessario simular in vitro. Durante este periodo prolongado, seria necessario
simular todas as condicdes fisioldgicas in vitro. Apesar disto, o xenotransplante de
tecido cortical ovariano (desenvolvimento in vivo) em animais imunossuprimidos,
pode ser uma opcao para promover a maturacdo folicular, a qual ja foi
demonstrada em algumas espécies, como elefantes, ovelhas, cadelas e felideos
(GUNASENA et al, 1998; OKTAY et al, 1998, BOSCH et al.,, 2004;
FASSBENDER et al., 2007; WIEDEMANN et al., 2013).

Técnicas para Monitoramento de Viabilidade de Foliculos Pré-antrais

Durante e apds o cultivo folicular € possivel avaliar a integridade das
células, baseando-se nas suas caracteristicas morfolégicas (FIGUEIREDO et al.,
1994), viabilidade folicular (JEWGENOW e PITRA, 1996), bem como no aumento
do didmetro e conteudo de DNA dos foliculos cultivados (NUTTINGK et al., 1993).
Em pequenos FOPAs, a sobrevivéncia das células da granulosa e dos odcitos
(JEWGENOW e PITRA, 1993; VAN DER HURK et al.,1997) sao uteis para
monitorar condi¢gdes de cultura. Adicionalmente, a coloragéo destas células com
marcadores de viabilidade como Tripan Blue, Hoechst 33258 e a incorporagao de
BrdU durante a cultura, pode refletir a atividade de proliferacdo das células da
granulosa e viabilidade do odcito. Usando a hematoxilina/eosina €& possivel
observar em detalhes a morfologia celular. O uso de imunohistoquimica para
monitorar expressédo de PCNA foi utilizado por Bosch et al (2004) e Caspase 3 e
integridade de DNA por Martins et al (dados nao publicados). A microscopia
eletrdbnica auxilia nas analises ultra-estruturais e avaliacbes sub-celulares
(JEWGENOW, 1998; CARRIJO et al., 2010). O iodeto de propidio, um corante
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supra-vital, auxilia na observagdo da integridade da membrana celular (Alves
(2010) e o corante vermelho neutro é capaz de marcar as células corticais

ovarianas vivas, sem alterar a viabilidade celular (MARTINS et al., 2014).

Desenvolvimento folicular/oocitario in vitro

O crescimento in vitro de FOPAs tem sido mais estudado em camundongos
(EPPIG, 1977), ramster e ratos (DANIEL et al., 1989; ROY e GREEWALD, 1990).
Apesar disto, pouco se conhece a respeito dos fatores envolvidos na ativagao
inicial e crescimento dos foliculos primordiais, principalmente as questdes
relacionadas as diferengas entre as espécies quanto ao requerimento hormonal in
vitro. Em diferentes espécies de mamiferos, diferentes protocolos e conceitos
podem ser necessarios para que seja possivel o desenvolvimento folicular de
longo prazo. Para isto € necessario conhecer os requerimentos dos foliculos e
oocitos durante o crescimento (TELFER et al.,, 2008). Enzimas e fatores de
crescimento desempenham um papel importante na ativacdo e maturagcao dos
FOPAs, entre estes a proteina morfogenética 6ssea (BMP-15), o knockout serum
replacement (KSR), o kit ligante (KL) e o fator de crescimento fibroblastico (FGFs)
(HORII et al., 2003; JUENGEL et al., 2004; SONGSASEN et al., 2009), contudo
ainda é escasso o conhecimento bioquimico especifico nas diferentes espécies,
inclusive felinos.

Recentemente Luz et al. (2012) reportaram a produgdo de um embrido de
oito células a partir de FOPAs (secundarios iniciais) de ovelhas. Os foliculos foram
cultivados separadamente num sistema 3D e apds trés semanas o odcito foi
isolado, maturado e fertilizado.

Apesar desta descricdo, Jewgenow e Pitra, em 1993 ja mencionavam o
desenvolvimento in vitro de odcitos secundarios de gatas, em meio de cultivo
suplementado com horménios, embora nenhum sucesso foi obtido na produgao de
embrides. Neste estudo, foram encontrados padroes meidticos intactos em cerca
de 65% da populacao de odcitos investigados; quebra de vesicula germinativa em

15%, com extrusdo do primeiro corpusculo polar. A adi¢cao de hipoxantina ao meio



18

de cultivo preveniu a quebra da vesicula germinativa, o que foi util para preservar
o estadio nuclear dos odcitos em crescimento.

O meio de cultivo e a adi¢gado de fatores de crescimento podem auxiliar na
maturacdo in vitro de FOPAs. Jewgenow e Goritz (1995) estudaram o
desenvolvimento de FOPAs in vitro por curtos periodos, utilizando diferentes
meios de cultivo. A viabilidade folicular, imediatamente apds o isolamento, foi de
32,5%. Ap6s uma semana de cultivo, a viabilidade folicular variou dependendo do
meio de cultura. Em monocamada a viabilidade foi de 37,5%, em gel de colageno
30,8%, em meio condicionado 9,3% e em agarose foi de 17,9%. Crescimento de
mais de 10 um foi observado em aproximadamente 65% dos foliculos (variando de
61,3% a 68,6%) dependendo das condi¢cdes de cultivo. Apdés uma semana de
cultivo, mais de 48% dos foliculos estavam parcialmente ou completamente
desprovidos das células da granulosa. A perda de células da granulosa
circundando os odcitos e o indice de atresia folicular foram parcialmente
controlados utilizando meios com a adi¢ao de fatores de crescimento como EGF
(epidermal growth factor) e ITS (insulin-transferrin-selenite). No grupo controle,
apdés uma semana de cultivo, somente 22% dos odcitos intra-foliculares
apresentaram vesicula germinativa intacta, enquanto que os cultivados com
adicdo de EGF tinham 33% e os cultivados com ITS, 57%.

Em cultivos por periodos prolongados, meios menos complexos devem ser
utilizados, apesar da necessidade de suplementacdo com fatores de crescimento.
Jewgenow (1998) encontrou cerca de 30% de foliculos de gatas morfologicamente
integros apos cultivo de 10 dias, porém demonstrou o efeito supressivo do
piruvato e lactato de sddio sobre a sintese de DNA em FOPAs. Também foram
observados efeitos positivos do meio Dubelco MEM (DMEM), contendo albumina
sérica bovina para sustentar a integridade estrutural dos FOPAs durante o periodo
de maturagao.

Efeitos positivos sobre o desenvolvimento e esteroidogénese de foliculos
secundarios de gatas cultivados in vitro sdo observados quando o meio de cultivo
€ elaborado com fibras de hidroalginato (coldide), com formagado de cavidade

antral em 50% das estruturas (COMIZZOLI et al., 2011). Meios contendo proteinas
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ou aminoacidos nao sdo essenciais para o cultivo e maturacao in vitro de FOPAs
desta espécie e sistemas contendo gel de agarose sao promotores de
sobrevivéncia folicular, provavelmente devido a melhor performance na absorgéo
de oxigénio (FUJIHARA et al., 2012). Weidmann et al (2013) observaram um efeito
negativo da Vitamina C e um efeito positivo do BSA em meios de cultivo, sobre a
viabilidade de foliculos pre-antrais de gata doméstica e leopardo.

O desenvolvimento oocitario in vitro de FOPAs de cédes permanece sendo
um desafio, em vista das diferengas do ciclo estral e maturagao folicular in vivo.
Apesar disto, Bolamba et al. (1998) concluiram que todo foliculo pré-antral tardio e
antral inicial (didametro entre 152 a 886 um) sdo competentes para reiniciar a
meiose até o estadio de metafase | e Il. Ademais, observaram a maturacéo dos
foliculos até o estadio secundario (com multicamadas de células da granulosa
intactas) com 11,5 % em metafase | e || apds 48 horas de cultivo. Neste estudo, o
meio utilizado foi gel de agarose 3D, acrescido de FSH e estradiol.

Em cadelas, meio contendo fibras de hidroalginato e FSH também
apresenta efeitos positivos sobre o incremento da esteroidogénese in vitro
(SONGSASEN et al., 2012). A incorporagado de LH ao meio de cultivo também
acelerou o crescimento e a producgao de esteroides in vitro em foliculos cultivados
na auséncia de FSH (NAGASHIMA et al., 2010) nesta espécie. Pelos resultados
destes diferentes estudos, parece nao haver beneficios na combinacdo de ambas
gonadotrofinas in vitro em sistemas de cultivo. Em espécies nao domésticas de
canideos (lobo Guara, Chrysocyon brachyurus), o cultivo de FOPAs utilizando
meios descritos para caes domésticos preservou a Vviabilidade de
aproximadamente 30% das estruturas apos nove dias de cultura (SONGANSEM et
al., 2012).

FOPAs inclusos em tecido cortical ovariano de cadelas sdo mais
susceptiveis a degeneragcdo do que os das gatas. Contudo, também n&o sao
necessarios meios suplementados com proteinas para o cultivo de foliculos de
cadelas (FUJIHARA et al., 2012). Os efeitos adversos da alta concentragdo de
soro homologo (10%), o qual é considerado uma fonte de suplementagéao proteica,

sobre a sobrevivéncia dos FOPAs e antrais iniciais pode estar associada com a
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presenca de fatores inibidores de proliferagdo no soro. No entanto, FOPAs tardios
cultivados com 1% e 3% de soro canino foram competentes na preservacado das
caracteristicas morfoldgicas consideradas normais para a espécie apos oito dias
de cultivo in vitro. Trinta dias apo6s o inicio do cultivo folicular, todos os odcitos
recuperados apresentavam-se palidos e desnudos de células do cumulus
(SONGSANSEN et al. 2012).

Desenvolvimento folicular/oocitario in vivo

Para se criar as condi¢gdes de crescimento de FOPAs inclusos no cortex
ovariano in vivo, € necessario o uso de hospedeiros imunossuprimidos para o
enxerto tecidual. Camundongos SCID e NOD/SCID sao os modelos mais usados
para o xenotransplante ovariano. No xenotransplante o tecido cortical ovariano é
enxertado sob a capsula renal ou no tecido subcutaneo da pele do camundongo
(BOSCH et al., 2004; WIEDEMANN et al., 2013).

O camundongo SCID tem uma mutagdo no cromossomo 16, a qual é
responsavel por uma imunodeficiéncia severa, marcada pela agamaglobulinemia e
auséncia de linfécitos B e T maduros, proporcionando tolerancia ao
xenotransplante tecidual (BOSMA et al.,, 1983; 1989). Os camundongos SCID
podem permanecer saudaveis por mais de dois anos caso sejam criados em
condi¢cbes adequadas com as barreiras sanitarias recomendadas. Este periodo é
suficientemente longo para o pleno desenvolvimento folicular em todas as
espécies. Apesar da imunossupressao destes animais, os enxertos podem induzir
a producao de IgG detectavel e a destruicado tecidual (SANDHU et al.,1996).

O crescimento folicular é induzido por gonadotrofinas endégenas ou
suplementado com FSH e LH exdgeno em receptores castrados. Camundongos
machos, n&o obesos, diabéticos e com severa imunodeficiéncia (NOD/SCID),
tratados com gonadotrofinas podem ser outra opgéo de hospedeiro para favorecer
o desenvolvimento folicular apés o xenotransplante (WEISSMAN et al., 1999).
Este modelo pode ser mais sustentavel para xenotransplante por ter um bloqueio
imunolégico mais completo, em vista da deficiéncia de linfocitos T e B, auséncia

da atividade de macréfagos e do sistema complemento (ISHIJIMA et al., 2006).
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A sobrevivéncia dos odcitos em hospedeiros, bem como a indugao do seu
crescimento ja foi reportada numa grande variedade de espécies, incluindo cabras
(GOSDEN et al., 1994), saguis (CANDY et al., 1995), elefantes (GUNASENA et
al., 1998), marsupiais (WOLKEKAMP et al, 2001; MATTISKE et al., 2002), vacas
(SENBON et al., 2003; HERNANDEY-FONSECA et al., 2005), gatas (GOSDEN et
al., 1994; BOSCH et al., 2004; FASSBENDER et al., 2007;), leoas (WIEDEMANN
et al., 2012), cadelas (METCALFE et al, 2001; ISHIJIMA et al, 2006) e mulheres
(OKTAY et al, 1998).

Os foliculos encontrados em xeno-enxertos representam uma porcentagem
limitada do total de foliculos, em torno de 30%. Aparentemente, a maioria dos
foliculos falha em sobreviver nas primeiras 48 horas apds o enxerto, em fungéo da
hipdxia ocorrida antes que se estabeleca a revascularizagao, causando perda de
aproximadamente 50% dos FOPAs do tecido cortical transplantado (DISSEN et
al.,1994). Este problema pode ser minimizado utilizando técnicas de anastomose
de vasos sanguineos, a fim de reduzir o periodo de isquemia de um ou mais dias
para alguns minutos. Contudo este procedimento €& inviavel para técnicos
inexperientes e menos versatii que um simples implante. Desta maneira a
sobrevivéncia dos foliculos depende da velocidade da angiogénese do tecido
transplantado (WEISSMAN et al., 1999).

Durante o xenotransplante, a sobrevivéncia dos foliculos também pode ser
prejudicada pelas condigbes corporais do receptor (temperatura, pH e reagdes
imunoldgicas). Assim, o hospedeiro deve estar no minimo saudavel, sem
alteragdes clinicas evidentes, a fim de diminuir as chances de rejeicdo e
destruicao do tecido (BRITT, 1991).

A criopreservacido € uma pratica normalmente utilizada em combinagao
com o transplante de tecido ovariano, e é responsavel por uma adicional reducao
do numero de foliculos do enxerto (CANDY et al., 1995). Apesar disto, tanto tecido
ovariano fresco de gatas (GOSDEN et al.,, 1994), assim como o descongelado
(BOSCH et al., 2004) foram transplantados para camundongos imunossuprimidos
com evidéncias de desenvolvimento folicular de estadios inicial ao avangado.

Adicionalmente, foliculos antrais presentes no xeno-enxerto permaneceram aptos
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a responder a administracdo exdgena de gonadotrofina com luteinizagdo das
células da granulosa e da teca.

Fassbender et al. (2007) monitoraram o crescimento folicular de tecido
transplantado de gatas em hospedeiros imunodeficientes com repetidas analises
de ultrassonografia transcutanea. Eles conseguiram puncionar foliculos antrais e
obter oo0citos de gatas totalmente desenvolvidos, 19 semanas apds o
xenotransplante. Wiedemann et al. (2012) transplantaram cértex ovariano de leoas
em camundongos imunodeficientes e observaram a sobrevivéncia do tecido e o
crescimento folicular inicial, quatro semanas apos o xenotransplante.

Em caes, a primeira citacdo data de 1899, por McCone o qual realizou um
alo transplante de tecido ovariano canino para o ligamento largo de outra cadela,
resultando em gestacdo. Posteriormente, Metcalfe et al. (2001) realizaram
xenoenxerto de tecido ovariano de cadela na capsula renal de camundongos
SCID. Cinquenta e seis dias apds o transplante, o tecido foi removido e embora
houvesse foliculos primordiais integros e viaveis, ndo observaram formacéao antral
nos foliculos. Resultados semelhantes foram obtidos por Ishijima et al. (2006)
ap6s o xenotransplante para a bursa ovariana de camundongos NOD/SCID de
tecido ovariano vitrificado de cadelas. Neste estudo, quatro semanas apds o
transplante, o tecido foi recuperado de todos os camundongos, porém nao havia a
formagao de foliculos antrais, apenas a proliferacdo de células da granulosa,
indicando o restabelecimento da fungao enddcrina.

A revascularizacado do tecido transplantado ocorre num prazo de 48 horas
(DISSEN et al.,, 1994), o que pode ser considerado tardio para manter a
viabilidade da maioria dos foliculos. Com o objetivo de acelerar o processo de
angiogénese, Commin et al. (2012) utilizaram eritropoietina no tecido ovariano de
cadelas xenotransplantado para camundongos SCID, apds a descongelagéo de
fragmentos ovarianos. Apesar dos efeitos da eritropoietina sobre a angiogénese,

nao houve reducao da perda folicular apds o transplante no grupo tratado.
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Consideracéao Final

Tendo como base as informagdes disponiveis na presente reviséo,
podemos inferir que ainda hoje, a despeito dos conhecimentos adquiridos, existem
muitas dificuldades, principalmente no que tange as estratégias de conservagao
de germoplasma feminino. A necessidade de um protocolo de criopreservagao de
tecido ovariano em condi¢gdes de campo com resultados satisfatorios ainda néo é
uma realidade. As técnicas de monitoramento de viabilidade folicular apesar de
descritas carecem de resultados seguros e fidedignos, portanto, € necessario
avancar nos estudos in vitro de modo que os protocolos sejam eficientes em
recrutar, ativar e maturar foliculos pré-antrais, a partir da reserva oocitaria de
FOPAs primordiais e primarios. SO desta maneira viabilizariamos o uso dos
recursos genéticos para o manejo reprodutivo de espécies e populagdes

ameacadas de extingao.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho é avaliar o impacto da refrigeragéo seguida
da vitrificagdo de tecido ovariano sobre a viabilidade dos foliculos pré-antrais

(FOPASs) de felinos domésticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Avaliar os efeitos da refrigeragdo a 5°C nos tempos de 0, 24 e 72 horas
sobre a viabilidade de foliculos pre-antrais isolados e inclusos de gatas
domésticas usando o corante supra vital vermelho neutro (VN) e trypan blue
(TB).

2. Avaliar a viabilidade de foliculos pre-antrais inclusos no cortex ovariano de
gatas domésticas apos refrigeracédo prolongada (0, 24 e 72 horas) seguida

de vitrificagao.
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Trabalho a ser enviado para a revista Theriogenology

ESTUDO DO EFEITO DA REFRIGERACAO SOBRE A VIABILIDADE DE
FOLICULOS PRE-ANTRAIS DE GATAS DOMESTICAS USANDO O CORANTE

VERMELHO NEUTRO

RESUMO

Foliculo pré-antral (FOPA) é um material valioso e deve ser preservado quando se
institui um programa de banco genético para espécies ameacadas de extingdo. O
Vermelho Neutro (VN) € um biomarcador barato e foi usado durante décadas em
células para estudos toxicoldgicos na industria e pesquisa. No entanto o VN ainda
nao é validado para acessar a viabilidade de FOPAs de gata. O corante TB em
contraste foi ja estabelecido para a avaliagao da viabilidade dos FOPAs isolados
de gata. O objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade de FOPAS de gatas
isolados e/ou inseridos no cortex ovariano em diferentes momentos apés
refrigeracao por intermédio da coloracdo com VN e TB. A coleta de FOPAs
isolados foi realizada através de filtragem em peneiras e as amostras de FOPAs
inclusos no cortex ovariano foram coletadas pela dissecgao ovariana. Ambas as
metodologias foram realizadas conforme protocolos previamente estabelecidos
para a espécie por Jewgenow e Goritz (1995) e Jewgenow et al. (2011). Os
FOPAs isolados foram corados em DPBS e VN (40:1 v/v) e DPBS com TB(10:1
v/v); os FOPAs incluso por meio de lavagem e VN (40:1 v/v). Para FOPAs isolados
resultados indicam resultados semelhantes para ambos os corantes VN e TB. Foi

observada diferenga significativa entre controle e 72h e entre 24h. Observou-se
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uma correlagédo moderada (r2=0,53, P=0,0073) entre os resultados das coloragdes
TB e V N nos grupos isolados. Nao houve diferenga significativa sobre a
viabilidade de FOPAs inserido no cortex em nenhum dos tempos de refrigeragao.
Os resultados de viabilidade de FOPAs incluidos mostram uma variabilidade
grande entre os grupos examinados, o que pode ser decorrente de uma grande
variagao individual. Os resultados demonstram que o VN pode ser utilizado como
um biomarcador de viabilidade de FOPAs de gatas domésticas.

Palavras Chave: foliculo pré-antral, gata, vermelho neutro, viabilidade,

refrigeracao

ABSTRACT

Pre-antral follicle (PAF) is a valuable material and should be preserved when
introducing a gene bank program for endangered species. The Neutral Red (VN) is
an cheap biomarker and has been used for decades in cells for toxicology studies
in industry and research. However, the VN is not validated to access the feasibility
of cat PAFs. The dye BD in contrast already was established for assessing the
viability of the isolated cat PAF s. The aim of this study was evaluated the viability
of isolated and / or inserted into the ovarian cortex cats PAF s at different times
after cooling through the VN and TB staining. The collection of isolated PAF s was
performed by sieves filtering and PAF s samples included in the ovarian cortex
were collected by ovarian dissection. Both methods were performed according to
previously established protocols for the species by Jewgenow and Goritz (1995)
and Jewgenow et al. (2011). The isolated PAF s were stained with DPBS and VN

(40: 1 v/v) DPBS with TB (10: 1 v/ v); the PAF s included by washing and VN (40:
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1 v/v). To isolated PAF s results indicate similar results for both VN and TB dyes.
Significant difference between control and 72h and between 24h and 72h. There
was a moderate correlation (r? = 0.53, P = 0.0073) between the results of staining
TB and VN in isolated groups. There was no significant difference on the viability of
PAFs inserted into the cortex in either cooling times. Included PAFs viability
results show great variability among the examined groups, which may be due to a
large individual variation. The results demonstrate that the VN can be used as a

biomarker feasibility PAF s domestic cats.

Keywords: pré-antral follicle, cats, neutral red, viability, frozen.
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1. Introducéo

Foliculos pré-antrais (FOPAS) inclusos no cortex ovariano sédo estruturas
importantes e devem ser preservados em bancos genéticos de espécies
zootecnicamente superiores ou espécies ameacgadas de extingao [1]. Para a
utilizacdo dessas estruturas, entretanto € necessario o desenvolvimento de
técnicas de reproducgao assistida (ART) como a maturagao oocitaria e a
fertilizacao in vitro.

Atualmente para a avaliagcdo de FOPAs inclusos ou isolados do cértex
ovariano é utilizada a histologia, a microscopia eletrénica e ou marcadores
fluorescentes, sendo todos parametros morfolégicos [2, 3, 4]. Os corantes
fluorescentes utilizados para avaliagao de viabilidade de gametas apresentam
muitas limitagdes no monitoramento de células vivas. Esses métodos nao
permitem repetidas avaliagdes dos foliculos, sao invasivos ou requerem solventes
como o etanol e o DMSO os quais podem ser danosos para as células [5].

O corante trypan blue (TB) é usado normalmente na coloragéo de células
nao viaveis e esta bem padronizado para a analise da viabilidade de FOPAs
isolados de gatas e de outras espécies, mas nao € utilizado para corar FOPAs
incluso em tecido, ndo permitindo uma diferenciagao entre células vivas e mortas.

Até o momento, somente FOPA de camundongo foram manipulados in vitro
para iniciarem a ativagao e o desenvolvimento de foliculos primordiais até o
estagio pré-ovulatorio gerando embrides e filhotes viaveis [6]. Os fatores
responsaveis pela ativacéo e crescimento folicular inicial em carnivoros

permanecem desconhecidos [7]. Estudo in vitro usando analise morfométrica
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sugere que os foliculos primordiais, iniciam seu crescimento baseados na ordem
em que eles foram formados [8]. Entretanto mecanismos de nutrigdo, como a
proximidade de terminagdes nervosas, vasos, grandes foliculos e corpos luteos
também s&o importantes nesse recrutamento [9].

O vermelho neutro (VN) € um corante acessivel e tem sido utilizado nos
estudos de toxicidade celular na industria e pesquisa, mas 0 seu uso como um
biomarcador para monitorar a viabilidade de FOPA permanece ainda n&o
padronizado. O VN é soluvel em agua, facilitando cultivos in vitro de foliculos
isolados ou fragmentos corticais ovarianos. Quando células viaveis sdo expostas
ao VN, o corante é estocado nos lisossomos corando também a membrana celular
e nuclear [10,11]. O VN tem valor biolégico pois néo é téxico, € extremamente
sensivel as mudancgas de pH e pode auxiliar no monitoramento da mesma célula
em coloragdes sequenciais [5]. As células vivas e metabolicamente ativas se
coram em vermelho quando expostas ao VN.

De acordo com o exposto o objetivo do presente estudo foi testar o uso do
corante supravital VN para avaliacdo da viabilidade de FOPAs isolados € inclusos
no cortex ovariano de gatas domésticas em diferentes tempos de refrigeragao a

4°C: (0-6h) controle, 24horas e 72horas.

2. Material e métodos

2.1. Reagentes

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
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EUA), Callbiochem (EMD Chemical Inc., San Diego, CA, EUA). Em caso de

excecgdes as empresas foram citadas.

2.1. Aspectos Eticos

Essa pesquisa foi realizada de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal e aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP de Botucatu

sob o numero de protocolo n° 80/2012-CEUA.

2.2. Obtencéo e transporte dos ovarios

Durante os meses de maio a junho de 2013, foram obtidos 45 ovarios de
gatas domésticas adultas (acima de 2 anos de idade) submetidas a castragao
eletiva em clinicas particulares de Berlin, Alemanha. Os ovarios apresentavam-se
em interestro ou em fase folicular. Apds a cirurgia os ovarios foram
acondicionados em tubos plasticos contendo solugéo salina tamponada -
Dubelcco (DPBS), transportados refrigerados, em caixa térmica de poliestireno
expandido e no laboratoério os ovarios foram transferidos para um refrigerador

previamente estabilizado a 4°C.

2.3. Grupos experimentais e refrigeracéo

Cada ovario correspondeu a uma amostra. Os 45 ovarios foram separados
em 3 grupos experimentais: grupo Trypan Blue Isolado (TBI, n=12), grupo
Vermelho Neutro Isolado (VNI, n=15) e o grupo vermelho neutro incluso no cortex

ovariano (VNC, n=18). Cada grupo foi mantido sob refrigeracédo a 4°C por trés
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periodos de tempo: controle (0-6 horas), 24 e 72 horas.

2.4. Isolamento folicular e coloragdes por TB e VN

Nos grupos TBI e VNI os foliculos ovarianos foram isolados segundo a
técnica de Jewgenow e Pitra (1991)[12]. Os ovarios foram divididos ao meio
seguindo a linha longitudinal. As metades foram pressionadas através de um filtro
de acgo de dissociagao (malha 100um, Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA), sob
placa de petri contendo DPBS a temperatura ambiente. A suspensao de células
obtida foi pressionada em filtro de nylon (malha 90 um, Cell Strainer, BD Falcon™,
Franklin Lakes, NJ, EUA) sob placa de petri. A solugdo com FOPAs com tamanho
inferior a 90 uym foi novamente filtrada (malha 40 um, Cell Strainer, BD Falcon™,
Franklin Lakes, NJ, EUA). A suspensao resultante foi descartada e o filtro de 40
pum foi lavado em placa de petri com 10 mL de DPBS para recuperagao dos
foliculos com diametro entre 40 e 90 ym, medida que corresponde ao espectro de
tamanho dos foliculos primordiais, transicionais, primarios e secundarios inicias
em gatas.

A suspenséo resultante foi centrifugada (200xg, 10 minutos) e
ressuspendidas em 1 mL de MEM-Hepes (HMEM Sigma Chemical Co., St Louis
EUA) acrescido de (10ug/mL) albumina sérica bovina (BSA).

Uma aliquota de 0,5 mL foi usada para avaliar a viabilidade e quantificar o
numero de FOPAs utilizando o TB 0,05% 0,05 mL (Serva, Heidelberg, Alemanha),
na (proporgao 1:10). A aliquota foi mantida em repouso por 2 minutos e avaliada
em microscopio invertido (Axiovert, Karll-Zeiss, Colonia, Alemanha) em aumento

400X. Foram contados 100 FOPAs diferenciando os FOPAs vivos (ndo corados) e
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mortos (corados em azul). O 0,5 mL restante foi utilizado para avaliar a viabilidade
e quantificar o numero de FOPAs com VN. Essa aliquota foi acrescida da solugao
de vermelho neutro (Sigma Chemical Co., St. Louis EUA) na proporgao de 1:40
mantida por 2 minutos em repouso. Foram quantificados 100 FOPAs, distinguindo-

0s em vivos para os corados em vermelho (Fig. 1A) e mortos, os n&o corados.

2.5. Coleta de tecido cortical e coloragéo por VN

Os ovarios pertencentes ao grupo VNC (n=18) foram cortados ao meio no
sentido longitudinal e lavados em placas de petri de 60 a 15 (Thermo Fischer
Scientific, Braunschweig, Alemanha) contendo meio de lavagem M199 (Sigma-
Aldrrich. Taufkirchen, Alemanha) acrescidos de 0,1 mg/mL de cisteina, 3 mg/mL
de BSA, 4ng/mL de lactato de sodio, 2,3 mM de piruvato de sédio, 6 mM de
Hepes, 55 ug/mL de gentamicina e 3mM de L-glutamina). Usando um bisturi a
medula ovariana foi removida até que somente permanecesse uma fina camada
do cortex ovariano (aproximadamente 200 um de espessura).

As camadas de cortex ovariano foram submetidas a biopsias colhidas com
um punch de 2 mm (Fig. 2A) (GFP, Colbnia, Alemanha) para obtengéo de
amostras teciduais de tamanho semelhante. Os fragmentos foram acondicionados
em placas de petri com quatro pogos (Termo Scientific Nucleon, Rochester NY,
EUA). Em cada poco foi colocado um maximo de 4 fragmentos de tecido ovariano
em 400 pL de meio de lavagem acrescido com 10 pyL de VN. Apds a preparagéo,
as placas foram transferidas para uma incubadora a 37,5°C e 5% de CO, por um
periodo de 16 horas. Em seguida as amostras foram transferidas para laminas

recobertas por laminulas e avaliadas em microscopio invertido. Os foliculos
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178 contados por fragmento de 2 mm e corados em vermelho foram considerados

179  viaveis.

180

181  Fig. 1. Fotomicrografia de foliculos pré-antrais (FOPAS) isolados de ovarios de
182 gatas domésticas corados com vermelho neutro. A. FOPA do grupo controle

183 (seta), aumento 400X. B. Detalhe de um FOPA (seta) isolado apds refrigeragao de
184  24h, aumento 400X. C. Detalhe de um FOPA (seta) isolado apés 72h de

185 refrigeragcao, aumento 400X.
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Fig. 2. Fotomicrografia do tecido cortical contendo foliculos pré-antrais (FOPAs)
do ovario de gatas domésticas corados com o vermelho neutro. A. FOPAs (seta)
do grupo controle em pe¢a de 2 mm, aumento 100X. B. Detalhe do tecido cortical
contendo FOPA (seta) apos 24h de refrigeragao, aumento 600X. C. Detalhe de

tecido cortical contendo FOPA (seta) apos 72h de refrigeragao, aumento 400X.
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2.6 Analises Estatisticas

O efeito do tempo de refrigeragao (controle, 24 e 72 horas) sobre a
viabilidade de FOPAs isolados e inclusos no cértex ovariano foram analisados
aplicando-se modelos lineares generalizados com resposta binomial negativa
utilizando funcéo de ligagao logaritmica e considerando medidas repetidas [13,
14]. O modelo foi ajustado considerando como efeitos principais (tempo e técnica)
e a interagdo. Dentro de cada técnica, foram comparados os tempos pelo LS
Means (ajustado por Bonferroni) do procedimento Proc Genmod do programa SAS
(Statistical Analysis System, versao 9.3, licenciado para a Universidade Estadual
Paulista, UNESP). A qualidade do ajuste foi verificada através dos desvios por
grau de liberdade (scaled deviance). Valores préximos a unidade denotam um
bom ajuste do modelo. Foi obtida a correlacao de Spearman entre o numero de
foliculos viaveis isolados analisados com TB e VN. A correlagao foi considerada
fraca para r entre 0,10 a 0,30, moderado para r entre 0,40 a 0,60 e forte parar

entre 0,70 a 1,0.

3. Resultados

Os resultados de viabilidade de FOPAs isolados (TBI e VNI) e inclusos no
cortex ovariano (VNC) estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

O resultado do estudo de correlacdo dos valores obtidos de FOPAs viaveis

isolados corados pelas técnicas de TB e VN esta representado na Fig. 3.
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Tabela 1.Porcentagem de FOPAs isolados de ovarios de gatas domésticas,
viaveis, corados com pelas técnicas trypan blue (TBI) e vermelho neutro (VNI),
mantidos sob refrigeragao prolongada (Controle, 24h e 72h). O valor obtido para
scaled deviance foi de 2,11, o que denota um bom ajuste do modelo. Média e

desvio padrao (xDP) (n=36, p<0,05).

Grupos Tempo (h) Ovérios (n) Media (xDP)%
Controle 5 68 (+x15,46)?
VNI 24 5 50 (+10,62)?
72 5 18 (£12,32)°
Controle 4 75 (+5,57)?
TBI 24 4 68 (+5,92)*
72 4 38 (+13,74)°

Letras diferentes entre linhas (?°) quando os tempos diferem estatisticamente dentro dos
grupos VNI e TBI (P<0,001).

Tabela 2. Numero total de FOPAs viaveis inclusos em pecas de 2 mm de cortex
de ovarios de gatas domésticas, corados com vermelho neutro mantidos sob
refrigeracao prolongada (Controle, 24h e 72h). O valor obtido para scaled

deviance foi de 1,25, o que denota um bom ajuste do modelo. Media(xDesvio

padrio).
Grupo Tempo Ovarios (n) Fragmentos Meédia e (xDesvio
2 mm (n) padréo)
Controle 6 23 87 (£52)?
VNC 24 6 27 83(£55)
72 6 33 48(+58)°

Letras diferentes nas linhas (*®) quando os tempos diferem estatisticamente (p<0,01)
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Observou-se uma correlagao positiva forte entre a porcentagem de foliculos

pré-antrais isolados viaveis (r = 0,73, p= 0,0073) e corados com VN e TB.
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Fig. 3. Correlagdo de Spearman entre os resultados de viabilidade de FOPAs
isolados, corados pelos corantes tripan blue e vermelho neutro (r = 0,73, p=

0,0073).

4. Discusséo

Foram selecionados dois corantes supravitais, TB e VN para avaliar e
quantificar os FOPAs isolados de ovarios de gatas domésticas. O TB é um corante
normalmente utilizado para tal finalidade com resultados satisfatérios, entretanto, o
VN nao é utilizado na rotina de avaliacdo de FOPAs. De acordo com a literatura
[22] o VN € um corante de baixo custo, ndo invasivo apresentando vantagens

consideraveis.
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Outros métodos usados na avaliagcao da viabilidade de FOPAs sao os
marcadores fluorescentes. No entanto, os corantes fluorescentes apresentam
limitacbes no monitoramento de células vivas, incluindo os FOPAs. Esses
métodos nao permitem repetidos monitoramentos de um mesmo foliculo, séo
invasivos, e/ou requerem solventes como o etanol e o DMSO, os quais podem ser
danosos para o funcionamento normal das células, conduzindo-as para a morte
celular [5].

Uma revisao publicada em 1971 [17] reuniu informacgdes sobre os efeitos
negativos do VN no metabolismo celular. Foram observadas interferéncias na
atividade enzimatica das células, quebra de glicose e aumento da atividade dos
lisossomas. Outros autores [18] reportaram que na exposi¢ao a luz visivel, o VN
poderia atuar como um fotossensibilizador e estudos relataram efeitos negativos
relacionados ao aumento da producgao de substancias oxigénio reativas (ROS).
Foi relatado também que o VN tende a precipitar e pode aderir-se ao DNA em sua
forma catibnica [19-21].

Recentemente, o VN foi usado para avaliar a viabilidade para FOPAs de
ruminantes inclusos em cortex ovariano e isolados [5,22,24]. Langbeen et al. [23]
confirmaram que VN cora foliculos isolados de maneira reversivel, bastando
transferir, por poucas horas, a amostra para um meio livre de VN. Em cultivo in
vitro, aproximadamente 70% dos FOPAs de ruminantes sobreviveram a duas
coloragdes subsequentes com VN por um periodo de seis dias, mostrando
crescimento e desenvolvimento. Isto indica a possibilidade de monitorar a
viabilidade das células de um FOPA, sequencialmente, em sistemas de cultura in

vitro. Estudos precisam ser realizados para observar se esta mesma tendéncia
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pode ser observada em carnivoros.

O protocolo de VN utilizado neste experimento foi diferente dos outros
estudos [5,24] em termos de tempo de exposi¢ao, concentragao de VN e
condicdes de incubagao. Essas diferengas sdo consideradas normais, uma vez
que se trata de espécies diferentes. Recentemente pesquisadores [21] sugeriram
que as condigdes de cultura in vitro e a concentracédo de VN para FOPAs
necessitam ser ajustadas para cada espécie, a fim de que seja possivel acessar
as melhores condi¢des para cultivo in vitro. Em 2010 [23], foi demonstrado que o
corante VN nao € deletério ao tecido e aparentemente ndo compromete a cultura
in vitro; também observaram que um baixo numero de células em apoptose pode
ser identificado pela coloragdo com VN, em tecido cortical ovariano, sugerindo que
o VN apresenta afinidade por foliculos saudaveis.

A analise da tabela 1 mostra que em se considerando os grupos de FOPAS
isolados corados com TB e VN nao foi constatada diferenca significativa entre os
tempos de controle e 24 horas, ou seja, o transporte de ovarios pode ser realizado
refrigerado a 4°C por um periodo relativamente longo. Isto € benéfico nos casos
de transporte de gbnadas entre locais distantes reforcando a possibilidade de éxito
qguando se considera trabalhar com gametas femininos de animais eutanasiados
ou mortos em fazendas ou reservas distantes de centros urbanos.

Ainda analisando a Tabela 1 constatamos uma diferenga significativa entre
os tempos controle e 24 horas em relagao ao tempo maximo de refrigeragao de 72
horas nos dois grupos estudados (TBI e VNI). A porcentagem de FOPAS isolados
e viaveis cai consideravelmente quando os ovarios sao transportados refrigerados

a 4°C por 72 horas. Essa condicao foi observada tanto nos FOPAS corados com
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TB quanto por VB. E evidente a queda de viabilidade dos FOPAS em relac&o ao
tempo e utilizando o corante TB como um controle do VN, houve uma
correspondéncia dos dois corantes na detecg¢ao da perda de viabilidade dos
FOPAs quando acompanhados por 72 horas (r = 0,73, p = 0,0073).

A perda de viabilidade dos FOPAs quanto mais prolongado for o periodo de
refrigeracao, ja foi demonstrada em outras publicagdes [16]. A observagao dos
foliculos pré-antrais corados e a capacidade dos corantes de detectar em a perda
de viabilidade dos foliculos, com o passar do tempo durante a refrigeracao
prolongada, nos mostraram que o Vermelho Neutro foi tdo eficiente quanto o TB
para avaliar a viabilidade de FOPAs de ovarios de gatas domésticas, isolados no
cortex ovariano.

Em relagdo aos FOPAS inclusos no coértex ovariano, apés os diferentes
periodos de estocagem a 4°C, foi detectada uma queda significativa de viabilidade
entre os tempos Controle e 72 horas. Da mesma forma que nos FOPAS isolados,
os FOPAS inclusos em cortex ovariano sofreram uma queda na viabilidade
quando submetidos a uma temperatura de 4°C por 72 horas reforcando a
existéncia de um determinado periodo no qual os FOPAS podem ser utilizados em

técnicas de reproducéio assistida ou serem criopreservados.

Foi observada uma variagao consideravel na contagem dos FOPAs no
grupo VNC Isto fica evidente pelo desvio padrao alto assinalado para cada tempo.
Essa variagcao também foi demonstrada por estudos anteriores [1,2] onde foi
observada uma grande variagdo no numero de FOPAs viaveis entre amostras de

tecido de tamanho padronizado (2 mm) de cértex ovariano Grupo:
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A despeito da queda de viabilidade no tempo de 72 horas ainda existiam
FOPAs viaveis sugerindo que alguns FOPAs mantém sua atividade metabdlica
apo6s 72 horas de refrigeragdo. No entanto, Wood et al. [16] sugeriram que o limite
de tempo para evitar alteragdes tafondmicas e causar a perda de viabilidade de
FOPAs de gatas é de 48 horas. Neste experimento o periodo de 48 horas nao foi
avaliado podendo inclusive reforgar a afirmagao de Wood et al. (16) ja que houve
uma diferenga significativa entre os tempos (controle e 24 horas) e 72 horas nos
FOPAS isolados e entre Controle e 72 horas nos FOPAS inclusos. Além disso,
esses autores usaram a analise morfoldégica como medida de viabilidade dos
FOPAs.

Em outro estudo foi observado [5] que FOPAs classificados como viaveis,
apo6s analise morfoldgica, nao foram corados previamente pelo VN. A ocorréncia
de foliculos ndo corados positivamente com VN in situ, mas classificados como
viaveis na avaliagao histologica, sugere a necessidade de uma combinagao de
métodos funcionais e morfoldgicos para testar a viabilidade de FOPA conforme ja
previamente sugerido por outro estudo [6].

Uma das grandes aplicagdes para o VN é seu uso em culturas in vitro a fim
de monitorar a viabilidade de FOPAs durante cultura. Recentemente
pesquisadores [22] sugeriram que as condigdes de cultura in vitro e a
concentracédo de VN para FOPAs necessitam ser ajustadas para cada espécie, a
fim de que seja possivel acessar as melhores condigdes para cultivo in vitro. Em
2010 [22] foi demonstrado que o corante VN nao é deletério ao tecido e
aparentemente ndo compromete a cultura in vitro; também observaram que um

baixo numero de células em apoptose pode ser identificado pela coloragao com
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VN, em tecido cortical ovariano, sugerindo que o VN apresenta afinidade por
foliculos saudaveis.
5. Concluséo

O VN mostrou-se um corante adequado para a quantificagdo e avaliar a
viabilidade de FOPAs isolados e inclusos no cértex ovariano de gatas domésticas
podendo ser utilizado para esse fim.
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Trabalho a ser enviado para a revista Cryobiology

VIABILIDADE DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS INCLUSOS NO CORTEX

OVARIANO DE GATAS DOMESTICAS APOS CRIOPRESERVACAO.

RESUMO

Os bancos de tecido cortical ovariano apresentam um enorme potencial para
serem aplicados na conservacao das espécies de felinos selvagens ameacgados.
Os ovarios abrigam uma reserva genética, os foliculos pré-antrais (FOPAs), que
correspondem a aproximadamente 90% do pool de odcitos. O objetivo dessa
pesquisa foi avaliar o impacto do transporte de ovarios refrigerados a 4°C seguido
de vitrificagao, sobre a viabilidade de FOPAs. Ovarios de doze gatas foram
mantidos a 4°C durante 0-6 (controle), 24 e 72 horas em um refrigerador pré-
programado. Apds cada tempo de refrigeragao o cortex ovariano foi isolado e
amostras de 2 mm foram coletadas com um punch para padronizar o tamanho das
amostras. As amostras foram submetidas a analise de viabilidade com vermelho
neutro (VN), analise histolégica e ultra-estrutural, e posteriormente vitrificadas. O
procedimento de vitrificagcao foi realizado segundo o preconizado por Keros et
(2009, Hum Reprod, 24, 1670-83). Apos a vitrificagdo as amostras foram
desvitrificadas e analisadas novamente pelas mesmas técnicas. Os resultados
mostraram que nao houve diferenca significativa na viabilidade de FOPAs apds a
desvitrificagao entre os grupos controle e 24 horas; ao contrario, o grupo 72 horas

foi afetado pelo procedimento de vitrificacdo. Estes resultados nos permitem
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combinar estratégias de transporte refrigerado de gbnadas femininas com a
vitrificagdo do cértex ovariano até um periodo de 24 horas, viabilizando a coleta e
armazenamento deste material e manutengcdo em bancos genéticos de tecidos

corticais ovarianos.

ABSTRACT

The ovarian cortical tissue banks have a huge potential to be applied in the
conservation of threatened wild cats. The ovaries are home to a huge gene pool -
the pre-antral follicles (PAF), corresponding to approximately 90% of the oocyte
pool. The purpose of this research is to evaluate the impact of ovary transport
refrigerated at 4 ° C followed by vitrification, on the PAF viability. Ovaries from
twelve cats were kept at 4 ° C for 0-6 (control), 24 and 72 hours at a pre-
programmed refrigerator. After each time cooling the ovarian cortex was isolated
and 2mm samples were collected with a punch to standardize the size of the
samples. The samples were subjected viability analysis with neutral red (NR),
histological, ultrastructural and then vitrified. The vitrification procedure was
performed according to the recommendations by Keros et al. (2009, Hum Reprod,
24, 1670-83). After warm samples were analyzed again with and VN, histology,
and ultrastructure. The results showed no significant difference in the viability of
FOPAs after devitrification between the control groups and 24 hours, on the
contrary, the group 72 hours was affected by vitrification procedure. These results

allow us to combine refrigerated transport strategies to a 24-hour for female
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gonads with vitrification of ovarian cortex, enabling the collection and storage of

this material through a genetic bank of ovarian cortical tissue.
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1. Introducéo

Segundo o Living Report de 2014 recentemente publicado pela WWEF, todas
as espécies de felideos selvagens estdo ameagadas de extingdo, com algumas
especies reduzidas a poucos individuos em cativeiros e em vida livre. Esta
situagao promove uma erosao genética e conduz as espécies a extingao [1,2]. O
gato doméstico € a unica das 36 espécies de felinos que ndo se encontra
ameacada de extincao.

Atualmente, cada individuo vivo representa parte do pool genético
remanescente da espécie. No caso das fémeas, os ovarios contém uma enorme e
importante reserva genética, os foliculos pré-antrais (primordiais, primarios e
secundarios iniciais) FOPAs [3]. Os odcitos de mamiferos se desenvolvem a partir
de poucas células germinativas primordiais, migram para a gbnada primitiva,
multiplicam-se em milhdes durante a vida fetal e se mantém em estagio
quiescente até o recrutamento para crescimento, ovulagao e talvez fertilizacao
para que se tornem embrides iniciais [4,5]. A grande maioria dos o6citos mantém-
se quiescente no cortex ovariano durante toda a vida reprodutiva da fémea,
tornando-se uma valiosa fonte de gametas para serem utilizados.

O desafio para a manutencao e utilizagao desse material necessita do
desenvolvimento de protocolos de transporte e criopreservagao do tecido cortical
ovariano aplicavel mesmo em condi¢gdes de campo. Nesse contexto a refrigeragao
seguida de vitrificagdo € uma opgao de técnicas para se atingir este objetivo.

A vitrificagao consiste numa técnica de criopreservacao ultrarrapida onde as

amostras de tecido sao colocadas diretamente em contato com o nitrogénio liquido
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[3]. Nestas condigbes a formacéao de cristal de gelo € inibida resultando em uma
massa vitrea solida, tanto no meio extracelular quando na intracelular [6]. Em
estudo recente com ovarios de mulheres [7] observou-se melhores resultados de
morfologia de foliculos pré-antrais, apds a vitrificagdo do cértex ovariano em
relagdo a congelacao lenta, principalmente na preservagao das interagdes entre
0s odcitos e células da granulosa. Embora a vitrificagéo ja tenha sido também
utilizada em cortex ovariano de cadelas [9] e de gatas [10] os resultados
permanecem pouco satisfatérios.

O aperfeicoamento de protocolos de transporte e vitrificacdo de cortex
ovariano depende o uso da reserva oocitaria de animais castrados ou
eutanasiados por razdes medicas ou abatidos para controle populacional os quais
podem fornecer material gonadal que auxilie no desenvolvimento dessas
biotecnologias. Nesta condi¢cdo, os gatos domésticos adquirem uma posigao
estratégica porque sao excelentes modelos experimentais para felideos selvagens
[19-23] e podem auxiliar na transferéncia de tecnologia para a preservagao do
material genético de felideos ameacados, para ser utilizado em programas de ART
no futuro.

Deste modo o objetivo desta pesquisa foi o de investigar o impacto da
refrigeracao a 4°C, seguida de vitrificagdo do cértex ovariano, sobre a viabilidade

de foliculos pré-antrais (FOPAS) inclusos no cortex ovariano de gatas domésticas.
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2. Material e métodos
2.1. Reagentes

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
EUA), Callbiochem (EMD Chemical Inc., San Diego, CA, EUA). Em caso de

excecgdes as empresas foram citadas.

2.1. Aspectos éticos

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal e aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP de Botucatu

sob o numero de protocolo n° 80/2012-CEUA

2.3. Obtencéo e transporte e refrigeracdo dos ovarios

Durante os meses de novembro a dezembro de 2013 foram obtidos 12
ovarios de gatas domésticas, em anestro estacional, com idade entre 2 e 6 anos.
Os ovarios foram obtidos de gatas submetidas a ovariohisterectomia realizadas
em clinicas veterinarias locais de Berlin, Alemanha. Os ovarios foram
acondicionados em tubos plasticos de 50 mL (Greiner bio-one, Frickenhausen,
Alemanha) contendo meio minimo essencial (Eagle), HEPES modificado,
suplementado com BSA (3 mg/ml) (Merck, Darmstadt, Alemanha), solugéo
antibidtica e antimicoética, e transferidos para o laboratério a 4°C durante um
periodo maximo de seis horas em caixa térmica de poliestireno expandido. Em

seguida ovarios foram transferidos para tubos plasticos de 20 mL contendo DPBS
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e divididos de acordo com os grupos experimentais: grupo controle refrigeragcao a
4°C por no maximo 6 horas, grupos experimentais 24 horas de refrigeracao e 72
horas de refrigeracdo. Apds esses periodos seguiu-se a preparagao do cortex

ovariano (Fig. 1).

2.4. Preparacao do cortex ovariano

Cada um dos ovarios refrigerados foi dividido em duas metades
longitudinais e posteriormente cada metade foi novamente dividida ao meio
resultando em quatro partes, sendo uma para o grupo controle, e outras duas para
0 grupo 24 horas e 72 horas totalizando trés quartos do ovario. O quarto final foi
mantido como reserva em caso de perda de algum dos quartos anteriormente
citados.

Com o uso de uma lamina de bisturi cada quarto, previamente refrigerado,
foi dissecado da porcdo medular até que restasse apenas uma fina camada de
coértex ovariano (aproximadamente 200 um de espessura) em placa de petri 60x15
mm (Thermo Fischer Scientific, Nunc IVF petri dish, non-treated surface,
Braunschweig, Alemanha). Conforme ilustrado na Fig. 1 cada quarto de ovario foi
dividido novamente gerando amostras de um oitavo cada. Em uma destas pecgas
de um oitavo foram realizadas biopsias, com um punch de 2 mm de didametro
(PFM, Colbnia, Alemanha), para obtengdo de amostras ovarianas de tamanho
similar. Essas amostras foram utilizadas para analise de viabilidade dos foliculos
pré-antrais com vermelho neutro, analise histoldégica e microscopia eletrénica

(TEM). O oitavo (1/8) restante foi vitrificado.
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141  Fig. 1. Desenho experimental ilustrando as etapas de analise inicial, vitrificagao,

142  reaquecimento e analise final de tecido cortical de 12 ovarios de gatas domésticas.

143  2.5. Vitrificacdo
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O procedimento de vitrificagdo das amostras de cortex ovariano foi
realizado conforme o descrito por Keros et al. [7] usando o protocolo de 5 minutos.
O protocolo resumidamente consiste em trés passos de incubagao do tecido
cortical ovariano em solugdes de vitrificagdo (VS) com concentragdes crescentes
de crioprotetores (VS1, VS2 e VS3). A solugéo base consistiu de DPBS (Invitrogen
Corporation, Scotland, UK) suplementado com 10mg/mL de albumina sérica
bovina (BSA, Vitrolife Inc. Englewood, Colorado, EUA). Os crioprotetores utilizados
foram dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich, Suécia), 1,2-propanodiol (PrOH),
etileno glicol (EG) e o polimero polivinilpirrolidona (PVP, Sigma-Aldrich, Suécia).

Os fragmentos de tecido cortical destinados a vitrificagdo obedeceram a
seguinte sequéncia: Os fragmentos foram inicialmente colocados com uma pinga
fina num tubo de 2 mL contendo a VS1 (2,5% de cada crioprotetor DMSO, PrOH e
EG) em uma concentragéao final de 7,5%, onde permaneceram por 5 minutos a
temperatura ambiente; apds este periodo o tecido cortical foi transferido
gentilmente com uma pinga para a VS2 (5% de cada crioprotetores DMSO, PrOH
e EG) para uma concentragao final de 15%, onde também foi mantido pelo
periodo de 5 minutos. Apds esta etapa o fragmento tecidual foi novamente
transferido para um tubo plastico contendo VS3, onde a concentracéo de cada
crioprotetor foi de 10% (DMSO, PrOH e EG) suplementado com (10% p/v) com
PVP, numa concentracéo final de 40%. A imerséo do tecido no VS3 foi realizada
com uma solugao de VS3 a temperatura de 4°C por 5 minutos, apds os quais a
amostra foi cuidadosamente posicionada numa palheta de congelacéo de 0,5 mL,

aberta, cortada em bisel (Fig. 2) numa das extremidades, previamente refrigerada
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a 4°C. Apos esta etapa a palheta foi imersa diretamente no nitrogénio liquido e
posteriormente acondicionada em crio-tubo identificado para armazenamento em

botijao de nitrogénio liquido.

palheta de 0,5 mL cortada na extremidade

\_

S S A .
[ . — —
= ! == — —- :.

cortex ovariano vitrificado

criotubo

Fig. 2. llustracdo do posicionamento do tecido cortical ovariano vitrificado de gatas

domeésticas na palheta francesa e criotubo.

2.6. Reaquecimento

As solugdes de reaquecimento consistiram num conjunto de quatro
solugdes que tinham como base DPBS com BSA na propor¢géo 10mg/mL
acrescida de concentracdes decrescentes de sacarose, acondicionadas em tubo
plastico de 2 mL com tampa. A primeira solugédo de reaquecimento (SA) SA1 com
0,5 M de sacarose (usada a 37°C) e as solugbes SA2, SA3 e SA4 tem a mesma
base (DPBS/BSA) com concentragcdes decrescentes de sacarose 0,25 M, 0,125 e
0 M, respectivamente, as quais foram utilizadas a temperatura ambiente. O
procedimento de reaquecimento das amostras vitrificadas e a remoc¢ao dos
crioprotetores consistiram de quatro passos. O criotubo contendo a palheta foi

removido do botijao criogénico e depositado em uma caixa térmica de poliestireno
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expandido contendo nitrogénio liquido. Posteriormente, a palheta foi imersa
diretamente na primeira solugdo de aquecimento (SA1) a 37°C por 5 minutos. A
remogao cuidadosa do tecido foi feita com uma pinga lisa fina de modo a
salvaguardar a integridade do tecido. A transferéncia foi feita sequencialmente
pelas solugdes de aquecimento SA2, SA3 e SA4 a temperatura ambiente
respeitando o tempo de 5 minutos para cada banho. Cada amostra foi reaquecida
separadamente.

As amostras foram coradas com vermelho neutro segundo o protocolo
Martins, et al (2014). O maximo de trés amostras do cértex de 2 mm foi
acondicionada em placas cultivo celular (Thermo Scientific Nunclon Surface,
Rochester, NY, EUA) com 400 pL de meio de lavagem (25 mL de M199, Sigma
Aldrich, St. Louis, EUA) acrescido de 0,1 mg/mL de cisteina, 3 mg/mL de BSA,
4ug/mL de lactato de sodio, 2,3 mM de piruvato de sédio, 6 mM de Hepes, 55
pg/mL de gentamicina e 3mM de L-glutamina)) com 10ul de vermelho neutro
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) e incubados a 37,5°C em atmosfera contendo 5%
de CO,, por 16 horas. Apods este periodo cada amostra foi avaliada em
microscopio invertido (Axiovert, Karll-Zeiss, Colbnia, Alemanha). Foram contados
todos os FOPAs viaveis (corados em vermelho) presentes em cada amostra de
mesmo tamanho de tecido cortical e o resultado foi expresso em numero total de
foliculos viaveis por mostra de 2 mm.

Em seguida, as mesmas amostras foram transferidas para solucéo de
Bouin para analise histoldgica e mantidas sob refrigeragao a 4°C.

2.7. Andlise histoldgica
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Apbs 24 horas a 4°C em solucéo Bouin, as amostras de 2 mm foram
transferidas para um tubo plastico de 2mL contendo alcool etilico 70% e
armazenados 4°C até processamento histologico. Para analise histolégica foram
utilizadas somente as seis primeiras amostras das 12 que compuseram o
experimento. As amostras foram acondicionadas individualmente na posi¢cao
vertical em bloco de parafina. Apds a desidratacéo e blocagem foram realizados
cortes seriados de 3 um de espessura. Os dois primeiros cortes de cada série de
10 cortes foram montados em laminas mantendo-se a distancia de 30 um entre as
séries. Cada lamina abrigou uma média de quatro séries correspondendo a
aproximadamente 120 ym. Posteriormente as laminas foram coradas segundo

protocolo descrito para Hematoxilina Eosina (HE) (Merck, Darmstadt, Alemanha).

2.8. Contagem de FOPAs em amostra histolégica

A contagem de FOPAs na amostra histolégica (CFN) correspondeu ao total
de foliculos intactos na amostra de 2 mm. Nessas amostras foram considerados
somente FOPAs onde o nucleo do odcito estava presente e as estruturas

preservadas (Fig. 3).
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Fig. 3. Fotomicrografia de amostras de tecido cortical ovariano de gatas

domésticas corados com hematoxilina e eosina. A. Foliculo primordial integro com
nucleo (nc) apos a vitrificagdo do grupo controle, aumento 800x. B. FOPAs com
morfologia normal corados (seta vermelha) ou nao (seta azul) com vermelho
neutro do grupo 24h pés aumento 400X. C. FOPAs (setas pretas) agrupados do
grupo 24h pés, aumento 400X. D. FOPA transicional grupo 72h pés com
membrana nuclear intacta (seta preta pequena) e células da granulosa (seta preta
grande) aumento 600X.

Para cada amostra foi anotado o numero de secc¢des teciduais necessarias
para a contagem de 40 foliculos pré-antrais integros. Estes valores foram usados

para compor a formula do CFN para estimar o numero de foliculos intactos
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presentes em cada amostra tecidual de 2 mm. Os FOPAs foram contados e
classificados quanto a seu estagio de desenvolvimento. Também foi anotado o
numero de foliculos degenerados.

CFN = 11/4 [ (diametro x n FOPASs) /(n x distancia)], onde:

CFN representa o numero total de FOPAs integros em cada amostra tecidual,
diametro da amostra ovariana = 2mm; n € o numero de se¢bes necessarias para
contar 40 FOPAs viaveis; n FOPA = 40, e distancia é o intervalo entre as secdes =
30 pm.

Resultando em

CFN = 3,1415/4 [ (2000 x 40)/(n segdes x 30)]

O numero de seg¢des variou conforme a densidade de FOPAs no tecido cortical de

cada amostra.

2.8. Microscopia eletrénica de transmisséo

Amostras de 2 mm foram transferida para solu¢cao de Karnowsky para
preservacgao e posteriormente processada para ser avaliada em microscopia
eletrénica de transmissao (TEM). Duas amostras foram selecionadas para serem
analisadas, correspondentes ao melhor e ao pior resultado, definidos pelo menor e
maior numero de FOPAs corados com Vermelho Neutro no tempo controle, sendo
selecionadas as amostras 2 e 6, com uma contagem de 0 e 309 de FOPAs,
respectivamente.

Brevemente, apds lavagem em tampao fosfato, foi realizada a pds-fixagéao

com tetroxido de ésmio. As amostras foram desidratadas em concentracdes
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crescentes de etanol e incluidas em Epon 812. A microscopia de luz, foram
realizados cortes finos em segdes de 1 um e corados com azul de toluidina. Novos
cortes ultrafinos (70 nm) foram corados com acetato de uranil, seguido de citrato
de chumbo e examinadas. Os foliculos primordiais presentes nas amostras
selecionadas foram analisados e fotografadas com aumentos entre 12.500X e
30.000X usando Camera Megaview lll.

Em relacdo as modificagdes ultraestruturais nos tecidos foram avaliados
apenas foliculos primordiais. Estes foram avaliados quanto a integridade das
membranas basal e citoplasmatica, presenca e densidade de mitocondrias, outras
organelas e nucléolo. Também foi avaliada a presencga, posi¢cao e morfologia das
células da granulosa bem como a integridade de suas membranas. A integridade
dos FOPAs foi analisada de modo comparativo, para os diferentes grupos

experimentais.

2.9. Analise estatistica

Inicialmente a distribuicdo das variaveis foi analisada. O numero de foliculos
viaveis com VN foi transformado para a escala log para atingir a normalidade.
Uma analise de variancia multivariada para medidas repetidas (PROC MIXED,
SAS Institute, 2011) foi utilizada para comparar o numero médio de foliculos entre
os tratamentos e momentos. Um termo de interac&o entre tratamento e momento
foi incluido em todos os modelos para testar a hipétese de que a diferenca entre
tratamentos foi dependente do momento analisado. Uma estrutura de covariancia

auto-regressiva foi usada para modelar a correlagao entre as medidas obtidas
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dentro do mesmo animal. O teste de Tukey foi usado para ajustar os valores de P
resultantes de comparagdes multiplas.

Para estudo do efeito da vitrificagdo sobre o numero de foliculos primordiais
intactos (CFN) dentro de cada tempo foi ajustado um modelo linear generalizado
com resposta binomial negativa utilizando funcdo de ligagdo logaritmica e
considerando medidas repetidas [13, 14]. As comparagdes foram feitas usando o
LS Means do procedimento Proc Genmod do programa SAS (Statistical Analysis
System, versao 9.3, licenciado para a Universidade Estadual Paulista, UNESP). A
qualidade do ajuste foi verificada através dos desvios por grau de liberdade
(scaled deviance). Para todas as analises o nivel de significancia estatistica foi

definido em P<0,05.

3. Resultados
3.1. Viabilidade de FOPAs avaliados pelo vermelho neutro
Os resultados de viabilidade de FOPAs inclusos em ovarios de gatas
domésticas e corados com vermelho neutro estdo descritos na Tabela 1 e Fig. 4.
Com respeito ao processo de refrigeragao foi evidenciada a seguinte
relacdo entre os grupos: controle = 24h # 72h = controle. Apds a desvitrificagao
das amostras ndo houve diferenga entre os grupos. Nao foi observado efeito
significativo da vitrificacdo dentro de cada tempo quando os grupos foram
analisados isoladamente. Na comparacao entre os grupos (controle x 24 horas x
72 horas) foi observada diferencga significativa entre o controle/pré e 72 horas/pos
(P=0,0143) e grupo 24h/pré com 72h/ pré (P=0,0357) e pés-vitrificagao

(P=0,0092).



64

Tabela 1. Nimero de FOPAs inclusos viaveis corados com vermelho neutro nos

grupos controle, 24 e 72 horas, pré e pos-vitrificagdo, em amostras de mesmo

tamanho (2 mm) de coértex ovariano de gata doméstica. (Médiat Desvio Padrao).

Pré- Vitrificacao

P6s-Vitrificagao

Refrigeracao (4°C) controle 24h 72h controle 24h 72h
Média+DP 83+85%°  56x51* 16219 34£26°° 23+18%° 11+13°
309 Letras diferentes (a, b e c) indicam diferenga estatistica entre Grupos controle e
310 experimentais apos a refrigeragao e vitrificagéo (n 12, p>0,05).
Grupo Controle Grupo 24h Grupo 72h
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311
312  Fig. 4. Box plot representando a viabilidade de foliculos pré-antrais inclusos no
313 tecido cortical ovariano de gatas domésticas, em amostras de 2 mm, antes e apos
314  a vitrificagdo, corados com vermelho neutro (mediana, percentis e out layers),

315

n=12, P<0,05.
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Fig. 5 - Fotomicrografia de amostras de tecido cortical ovariano de gatas

domésticas apds a vitrificagdo (reaquecidos) contendo FOPAs corados com
vermelho neutro. A. Viséo total da pegas de 2mm do grupo controle, aumento
200X. B. Visao parcial da pega de 2mm do grupo 24h, aumento 400X. C. Visao

parcial da pega de 2mm do grupo 72h, aumento 400X.
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Quando os tempos foram agrupados em pré e pos vitrificagao foi observada
diferenca significativa (p=0,0276), sendo evidenciado o efeito da vitrificagdo sobre
a viabilidade folicular média (tabela 2).

Tabela 2. Numero de FOPAs inclusos viaveis marcados com vermelho neutro
agrupados em pré e poés-vitrificagdo em amostras de mesmo tamanho (2mm) de

coértex ovariano de gata doméstica (média + desvio padrao ).

Tempos de refrigeracdo - agrupados

Pré-Vitrificacao Pos-Vitrificacéo
(Controle+24h+72h) (Controle+24h+72h)
Média + DP 52 +63° 23 +21°

Letras diferentes (?°) indicam diferenca estatistica entre Grupos antes e apds a
vitrificagao (n 36, p<0,05).
3.2. CFN - Histologia

Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos e tempos do
CFN das 6 amostras histoldgicas analisadas (Tabela 3 e Fig. 5).

Tabela 3. Efeito da Vitrificagdo sobre o total de FOPAs intactos (CFN) contados
em amostras histoldgicas coradas com hematoxilina eosina em amostras de tecido
cortical do mesmo tamanho (2mm) de cortex ovariano de gata doméstica. (Média

+ Desvio Padrao).

Pré Vitrificagcao Pds Vitrificagao
Tempo de Controle 24h 72h Controle 24h 72h
Refrigeracao
(4°C)
Média (x DP) 138 107 137 201 68 31,5

(£243)% (¥93)7  (£194)® (x273)% (x108)% (¢34)°
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Grupo controle 6 Grupo 24h Grupo 72h

1250

1000

750

antes depois antes depois antes depois

vitrificacao

CFN - Total

Fig. 6. Box plot do total de foliculos pré-antrais integros (CFN) de gatas
domésticas em pecas de 2mm antes e apds a vitrificagdo, corados com
hematoxilina e eosina (mediana, percentis e out layers). n=6, P>0,05. Nao houve

diferenga entre grupos.

3.3. Microscopia eletrénica de transmisséo
3.3.1. Pré-vitrificacéo

No grupo controle foram observados foliculos integros com cromatina
condensada (Fig. 7A). Uma das amostras apresentava-se com reticulo
endoplasmatico rugoso rodeado de mitocéndrias (Fig. 7A1). As mitocdndrias
apresentavam-se em formato lobular e redondo, com cristas claras e dupla
membrana (Fig. 7A1). Células da pré-granulosa apresentavam morfologia normal
e o foliculo com todas as membranas integras (Fig. 8A). No grupo 24h foi
observada a preservacao morfologica das estruturas foliculares estudadas (Fig.

8C). Foram observados odcitos e células da pré-granulosa com morfologia normal,
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com presenga de zona pelucida e microvilosidades (Fig. 7C). Apds 72h de
refrigeragdo as amostras apresentavam membranas de oocitos e células da pré-
granulosa rompidas, com citoplasma desorganizado (Fig. 8E). Observagao de
vacuolizagao das mitocdndrias e dilatagbes do reticulo endoplasmatico liso (Fig.

7B).

3.3.2. Pos-vitrificagcédo

As amostras de microscopia eletrénica descongeladas do grupo controle
mostraram uma boa preservacao de todas as estruturas celulares (Fig. 8B). Foram
observados FOPAs com leve ondulagdo da membrana basal e discreta perda de
estrutura folicular e do arranjo entre células da granulosa e odcito. As mitocondrias
apresentaram perda das cristas e os reticulos endoplasmaticos lisos estavam com
dilatagdo das cisternas. A carioteca apresentou-se ondulada. Observou-se uma
preservacao melhor do oécito do que das células da granulosa (Fig. 8B). Nas
amostras do grupo 24 horas o foliculo apresentava-se com dilatagao do espaco
perivitelineo e dilatagdes do reticulo endoplasmatico liso (Fig. 7D). Observagao de
foliculo com a membrana basal integra, porém, severa desorganizacao do
citoplasma e organelas celulares (Fig. 8D). Amostras do grupo 72h exibiram

completa desorganizacao folicular (Fig. 8F).
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Fig. 7. Fotomicrografia eletrénica de transmissao de foliculos pré-antrais ovarianos
de gatas domésticas. A. Cromatina condensada (seta verde), mitocéndrias
integras com boa morfologia (seta azul) do grupo controle. Al. Reticulo
endoplasmatico rugoso rodeado por mitocondrias (seta vermelha), das amostras
do grupo controle. B. Reticulo endoplasmatico liso dilatado (RELD), mitocéndrias
vacuolizadas (MitVac, setas verdes), das amostras do grupo 72h. C. Zona
pelucida (ZP) entre odcito (OO) e células da granulosa (CG), das amostras do
grupo 24h com presernga de microvilosidades (mv). D. Membrana carioteca
expandida (MCE) Reticulo endoplasmatico liso dilatado (RELD), das amostras do

grupo 24h.
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Fig. 8. Fotomicrografia eletrbnica de transmissao de foliculos primordiais de gatas
domésticas. Visao total da composigao dos foliculos primordiais: OO=0dcito; CG=
Célula da Granulosa; MP=Membrana Plasmatioca do Odcito; MB= Membrana

Basal do Foliculo. A. Grupo controle pré-vitrificagdo. B Grupo controle pés-
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vitrificacdo. C. Grupo 24h preé-vitrificacdo. D. Grupo 24h pés-vitrificagdo. E. Grupo
72h pré-vitrificagdo. F. Grupo 72h pés-vitrificagao.
4. Discusséo

No presente experimento, um conjunto de técnicas foi selecionada para
avaliar os FOPAs inclusos depois da refrigeracao e da vitrificagdo em seus
aspectos morfolégicos e funcionais. A coloragdo com HE, para avaliagéo
histolégica, e a microscopia eletronica de transmissao foram utilizadas com o
propoésito de subsidiar as analises morfolégicas. O vermelho neutro, com base em
estudo preliminar [31], foi usado como bio-indicador de viabilidade dos FOPAs.

Atualmente existem algumas opg¢des para a se avaliar a viabilidade celular
de FOPA em tecido cortical. Técnicas histoldgicas, incluindo a imunohistoquimica,
e técnicas de fluorescéncia, sdo importantes, mas sempre pressupdéem a morte
celular. Estas técnicas sao relevantes, embora ndo permitam um monitoramento
seriado de uma mesma célula, ou conjunto de células, cronologicamente no
tempo, sem que se comprometa sua viabilidade.

Ja foi demonstrado que a técnica de vitrificagdo tem algumas vantagens
sobre os protocolos de congelacao lenta para serem aplicados na criopreservagao
de tecido cortical ovariano. Além do baixo custo, portabilidade e praticidade, a
viabilidade de FOPAs ap6s reaquecimento € melhor em amostras desvitrificadas
do que em amostras descongeladas, principalmente no que tange a preservagao
da interagao entre odcito e células da granulosa [7].

A relacao entre a area e a superficie celular influencia no tempo para se

estabelecer o balango osmético com as solugdes crioprotetoras [24]. Isto significa
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que quanto menor for o tamanho e a area da célula, mais rapido sera o
estabelecimento deste equilibrio. FOPAs sao estruturas formadas por um conjunto
de células pequenas. Estas células estdo em estado de semi- quiescéncia, com
baixo metabolismo. O odécito primario do foliculo primordial ndo apresenta eixo
metafasico [25]. Estas condigdes combinadas supostamente conferem uma maior
crio-resisténcia a estas estruturas. No entanto, a criopreservacao de tecidos é
tecnicamente mais complexa e depende ndo somente da criotolerancia e
sensibilidade do gameta a congelagdo, mas também das caracteristicas das
células somaticas ovarianas. A interagao entre o odcito e as células da granulosa
deve ser mantida a fim de preservar da integridade funcional do tecido e do
foliculo, apds o reaquecimento [26].

O protocolo utilizado, adaptado de Keros et al. (2009), utilizou uma
combinagao de quatro crioprotetores (DMSO, etilenoglicol, propanodiol e PVP) até
uma concentragao final de 40%. Observamos que houve FOPAs viaveis em
todas as amostras (Fig. 3), 0 que sugere que essas combinagdes de crioprotetores
proporcionou um equilibrio adequado para proteg¢ao dos diferentes tipos celulares
e suas crio-sensibilidades especificas, garantindo a sobrevivéncia de odcitos e
células da granulosa. Conforme ja descrito na literatura [27] a toxicidade global
pode ser reduzida pelo uso combinado de diferentes crioprotetores. Apesar de sua
alta concentragao final (40%) de crioprotetores no protocolo utilizado, o tempo de
5 minutos mostrou um aparente bom equilibrio entre crioprotecao e citotoxicidade.

Estudos morfométricos prévios conjecturam que o recrutamento folicular

pode ser realizado com base na ordem em que os FOPAs foram formados [29].
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Outros estudos sugerem que mecanismos de nutrigdo, como veias, e proximidade
de terminagdes nervosas, bem como a proximidade de grandes foliculos e de
corpos luteos sao importantes nesse processo [30]. Este recrutamento e
crescimento folicular abrem a matriz tecidual do ovario e mudam constantemente
a posigao e a distribuicdo de FOPAs no cortex ovariano. A densidade de FOPAs
no cortex é influenciada também pela idade. Todos estes fatores em conjunto
contribuem para que a distribuicdo da populagdo de FOPAs do cortex ovariano
seja desconhecida. Algumas vezes, num mesmo ovario, € possivel encontrar
amostras de tecido com um bom numero de FOPAs e amostras sem nenhum
FOPA. Isto produz uma grande variagao na contagem de FOPAs nas amostras de
2 mm, demonstrada pelos desvios padrdes altos encontrados nos grupos controle
e experimentais desta pesquisa (Tabelas 1 e 3).

O impacto da refrigeracao sobre a viabilidade folicular média analisada com
VN foi percebido estatisticamente entre os grupos 24 h e 72h. Na comparacéao do
numero de FOPAs dentro de cada grupo (controle, 24h e 72h) nao foi observada
diferenca significativa entre antes e depois da vitrificagao, ndo sendo detectado
estatisticamente nenhum efeito do procedimento de vitrificagao sobre a viabilidade
folicular média. Quando os tempos foram agrupados em pré (controle + 24h + 72h)
e pos (controle + 24h + 72h) vitrificagéo, foi observada diferenca estatistica
(P=0,0276) (Tabela 2). Na pratica esta informacao indica que o efeito da
vitrificagdo so foi detectado, quando as perdas de viabilidade folicular dos grupos

se somaram e entao foram detectadas pela prova estatistica.
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Nao foi observada diferenga estatistica entre os grupos diferentes tempos
da andlise CFN (Tabela 3 e Fig. 5). Um reduzido numero de animais do CFN
(n=6) e a grande variagao no numero de FOPAs por amostra também pode ter
ajudado a mascarar eventuais diferengas estatisticas entre os grupos. A diferenca
dos resultados estatisticos entre VN e CFN na contagem de FOPAs pode reforgar
que as analises morfoldgicas e de viabilidade, medem parametros diferentes, néo
totalmente dependentes entre si, respondendo questdes diferentes e
complementares.

Foi observado durante a contagem de FOPAs, na avaliagao histoldgica, a
presenca de FOPAs corados e nao corados com VN (Fig. 6B), ambos com
morfologia considerada normal. Isso sugeriu que existem células que podem estar
com a morfologia normal, mas nao vivas, ou metabolicamente ativas. Esta
observacgao sugere que parametros morfoldgicos isoladamente podem favorecer
uma sobre estimativa do numero médio de FOPAs viaveis.

Nas analises de microscopia eletrénica, as descri¢gdes do estudo de Carrijo
et al. (2010) [33] sobre os aspectos ultraestruturais de foliculos primordiais de
gatas foram confirmados nas observagdes deste estudo, sobretudo na descricao
do formato e distribuicdo das mitocondrias e pela situacdo das membranas dos
foliculos. Foram observados foliculos com as estruturas celulares preservadas em
amostras desvitrificadas do grupo 24 horas. O numero reduzido (2) de amostras
analisadas limitou o detalhamento dos efeitos da vitrificacdo em foliculos

primordiais em nivel sub-celular.
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Embora tenham sido encontrados FOPAs viaveis (VN) (Fig. 4C) e integros
(CFN) (Fig. 6D) ap6s a desvitrificagdo de amostras do grupo 72 horas, quando
agregamos as observagdes da HE e TEM, pudemos sugerir que este tempo foi
demasiado prolongado, onde as células apesar de viaveis e integras, podem ja
estar lesadas de maneira irreversivel ou iniciando a apoptose, sem que nenhum
sinal morfolégico de degeneragao tenha sido observado, diminuindo muito as
chances de se encontrar FOPAs vivos.

A prova final do sucesso de um procedimento de criopreservacgao de tecido
ovariano, que nao seja o nascimento de filhotes vivos, € o crescimento de FOPAs
apo6s o xenotransplante desse tecido para um hospedeiro imunodeficiente. Este
procedimento ja foi demonstrado em humanos e animais, incluindo o gato
domeéstico [28]. No entanto, o alo, auto ou xenotransplante sdo técnicas muito
caras, que consomem muito tempo e exigem uma estrutura laboratorial complexa.
O transplante tecidual é aceitavel para efetivamente ajudar na reproducao de
humanos e espécies ameacgadas, mas é muito dificil de ser inserida na rotina de
pesquisa.

A auséncia de observacgao de diferencga significativa no numero médio de
FOPAs viaveis de-vitrificados entre amostras dos grupos controle e do grupo 24h
constituiu o principal achado deste experimento. Aqui se compatibilizam duas
questdes importantes nas estratégias de coleta de materiais para banco genético
de tecidos corticais ovarianos de felideos ameacados de extingcdo: O transporte
refrigerado dos ovarios por até 24 horas permitindo transpor grandes distancias; e

uma técnica de vitrificacdo do cortex ovariano, compativel com condicdes a
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campo. Desta maneira, podemos sugerir que a técnica de refrigeragao por 24
horas seguida de vitrificagdo, usando os protocolos descritos, foram adequadas

para a preservagao da morfologia e viabilidade dos FOPAs de gatas.
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CONCLUSOES FINAIS

O VN mostrou-se um corante adequado para a quantificagao e avaliagao da
viabilidade de FOPAs isolados e inclusos no cértex ovariano de gatas domeésticas.
Segundo os resultados apontados pelas provas realizadas com VN e TB, o
periodo de 24 horas de refrigeracdo a 4°C, ndo compromete a porcentagem de
foliculos isolados, nem o numero total de FOPAs viaveis presentes em tecido
cortical ovariano de gatas.

A nao observacao de diferenca significativa de FOPAs viaveis entre
amostras devitrificadas, do Grupo 24/pés e grupo Controle pré e pés constitui o
principal achado deste experimento. Aqui se compatibilizam duas questdes
importantes nas estratégias de coleta de materiais para banco genético de tecidos
corticais ovarianos de felideos ameacgados de extingdo: O transporte refrigerado
por até 24 horas permitindo transpor grandes distancias, e uma técnica de
vitrificagdo, compativel com condi¢des a campo. Desta maneira, podemos sugerir
que a técnica de refrigeracéo por 24 horas seguida de vitrificagdo, usando os
protocolos descritos, foi adequada para a preservagao da morfologia e viabilidade
dos FOPAs de gatas.

Os resultados relacionados ao transporte refrigerado e vitrificagdo abrem
possibilidades para o inicio imediato de multiplicacdo desta técnica a fim de
qualificar zooldgicos e profissionais que trabalhem em areas naturais visando o
encaminhamento de ovarios de animais mortos, de modo que se inicie, 0 quanto
antes, a preservagao deste precioso material genético através de crio-bancos de
tecido cortical ovariano de espécies de felideos ameacados de extincido no Brasil

e no Mundo.
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