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Resumo

Objetivou-se com este estudo analisar a morfologia e a viabilidade tecidual de
foliculos ovarianos pré-antrais de fetos bovinos por meio de andlise histolégica, sondas
fluorescentes em microscopia confocal, antes e apds os procedimentos de vitrificacao/
aquecimento com ou sem o antioxidante resveratrol. Foram fragmentados 18 ovérios e os
fragmentos distribuidos aos grupos controle (C), vitrificado sem resveratrol (SR) e vitrificado
com resveratrol (CR) na concentracdo de 20 uM. No experimento 1 foi realizada analise
morfolégica dos foliculos pré-antrais inclusos em fragmentos de tecidos ovarianos por
histologia classica. Os foliculos pré-antrais foram quantificados e classificados de acordo com
a fase de desenvolvimento. O percentual médio de foliculos normais foi maior (P < 0,05) no
grupo de foliculos vitrificados com resveratrol em relagdo aos vitrificados sem a adi¢do do
antioxidante. No grupo de foliculos vitrificados com resveratrol a classe de foliculos
primordiais apresentou maior percentual (P < 0,05) de foliculos normais. Em contrapartida a
classe de foliculos secundarios apresentou o menor percentual (P < 0,05) de foliculos normais
em todos os tratamentos. Adicionalmente, foi observada uma associacdo negativa entre a
propor¢do de foliculos viaveis e o estagio de desenvolvimento folicular. A probabilidade de se
encontrar foliculos vidveis foi superior (P < 0,05) no grupo de foliculos vitrificados na
presenca do resveratrol e os foliculos primordiais do grupo com resveratrol apresentaram 2,5
vezes mais chance de viabilidade apds a vitrificagdo. A chance de se observar foliculos
normais foi maior (P < 0,05) nas fases iniciais de desenvolvimento folicular. O didmetro dos
foliculos de transicdo e de seus respectivos ovocitos foi menor quando submetidos ao
processo de vitrificacdo com resveratrol (P < 0,05). Na classe de foliculos primaérios, os
diametros foliculares e ovocitarios foram semelhantes (P > 0,05) entre os grupos estudados.
No experimento 2 foi realizada a andlise de viabilidade tecidual por meio da técnica de
microscopia confocal que avaliou os niveis de emissdo de espécies reativas de oxigé€nio
(EROs- DCF) e de viabilidade tecidual (iodeto de propideo- IP). Os niveis de degeneracao
tecidual no grupo de fragmentos vitrificados com resveratrol foram semelhantes (P > 0,05)
aos do grupo controle. Os niveis de EROs foram semelhantes entre os grupos vitrificados e
vitrificados com resveratrol e inferior em relacdo ao grupo controle. A intensidade de
fluorescéncia emitida com a utilizacdo de ambas probes diminuiu (P < 0,05) com o aumento
da profundidade tecidual analisada. Além disso, a andlise de regressdao linear apresentou
correlacdo negativa entre intensidade de fluorescéncia e a profundidade tecidual. Observou-se
uma associagdo positiva (P < 0,01) entre os niveis de células degeneradas e as taxas de EROs

produzidas nos tratamentos em diferentes profundidades do tecido ovariano,
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independentemente do tratamento e da profundidade tecidual os grupos apresentaram
similaridade para os baixos EROs. A propor¢cao de fragmentos com alto nivel de EROs foi
superior no grupo controle comparado aos grupos vitrificados. Em conclusdo, o resveratrol
favoreceu a preservacdo de foliculos ovarianos pré-antrais em fases iniciais de
desenvolvimento quando submetidas ao processo de vitrificacdo/ aquecimento, além de

proporcionar reducdo na produ¢do de EROs e maior viabilidade celular.

Palavras-chave: Foliculo pré-antral. Microscopia confocal. Morfologia. Resveratrol.
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Abstract

The aim of this study was to analyze the morphology and tissue viability of preantral
follicles of bovine fetuses by means of histological analysis, fluorescence probes diacetate
diclodihydrofluocein and propidium iodide in confocal microscopy, before and after
vitrification / warning procedures without or with antioxidant resveratrol. The ovaries (n=18)
were fragmented and the fragments distributed to the control (C) groups, vitrified without
resveratrol (SR) and vitrified with resveratrol (CR) at the concentration of 20 uM. The
experiment 1, morphological analysis of the preantral follicles included in fragments of
ovarian tissues by classical histology was performed. The preantral follicles were quantified
and classified according to the developmental stage. The mean percentage of normal follicles
was higher (P <0.05) in the group of follicles vitrified with resveratrol than in the vitrified
without the addition of the antioxidant. In the group of follicles vitrified with resveratrol the
class of primordial follicles had a higher percentage (P <0.05) of normal follicles. In contrast,
the secondary follicle class had the lowest percentage (P <0.05) of normal follicles in all
treatments. In addition, a negative association was observed between the proportion of viable
follicles and the stage of follicular development. The probability of finding viable follicles
was higher (P <0.05) in the group of vitrified follicles in the presence of resveratrol and
follicles of the group with resveratrol presented 2.5 times more chance of viability after
vitrification. The chance of observing normal follicles was higher (P <0.05) in the early stages
of follicular development. The diameter of the transitional follicles and their respective
oocytes was lower when submitted to the vitrification process with resveratrol (P <0.05). In
the primary follicle class, the follicular and oocyte diameters were similar (P> 0.05) between
the studied groups. The experiment 2, the tissue viability analysis was performed using a
confocal microscopy technique that evaluated the fluorescence levels emitted by DCF and IP.
The fluorescence levels emitted by PI in the group of fragments vitrified with resveratrol were
similar (P> 0.05) to the control group. The levels of EROs were similar between the vitrified
and vitrified groups with resveratrol and lower in relation to the control group. The intensity
of fluorescence emitted with the use of both probes decreased (P <0.05) with the increased
tissue depth analyzed. In addition, linear regression analysis showed a negative correlation
between fluorescence intensity and tissue depth. A positive association (P <0.01) was
observed between the degenerate cell levels and the ROS rates produced in the treatments
with different depths of ovarian tissue, regardless of treatment and tissue depth, groups
showed similarity to low ROS.. The proportion of fragments with high level of EROs was

higher in the control group compared to the vitrified groups. In conclusion, resveratrol
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favored the preservation of preantral follicles in the early stages of development when
submitted to the vitrification / warning process, as well as to reduce the production of ROS

and greater cell viability.

Keywords: Preantral follicles. Confocal microscopy. Morphology. Resveratrol.
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1 INTRODUCAO

As biotécnicas reprodutivas t€ém o objetivo de melhorar a eficiéncia reprodutiva de
animais geneticamente superiores ou ameacados de extingdo e de preservar foliculos pré-
antrais de mulheres jovens submetidas a tratamentos quimioterapicos ou com problemas de
infertilidade. Entre as biotécnicas da reprodugdo a criopreservagdo de tecido ovariano € uma
técnica promissora que pode garantir a preservacdo de gametas femininos de espécies animais
e a recuperagdo da fertilidade em mulheres.

O desenvolvimento e o aprimoramento de técnicas que visam a recuperagdo € o
crescimento in vitro de foliculos pré-antrais sdo imprescindiveis para o restabelecimento
fisioldgico, a preservacdo morfologica. Os tecidos ovarianos podem ser criopreservados tanto
pela técnica de congelamento lento (BORGES et al.,, 2009) como por vitrificacdo
(BANDEIRA et al., 2015). A técnica de vitrificagdo tem a vantagem de minimizar a formacao
de cristais de gelo e a formacao de EROs que danificam o tecido (FAUSTINO et al., 2011).
Ap0s procedimento de vitrificagdo o tecido ovariano pode ser destinado ao transplante no qual
a maturacao folicular ocorre in vivo (LUNARDI et al., 2012) ou ao crescimento folicular in
vitro (CARVALHO et al., 2014). Na tentativa de minimizar danos morfolégicos e a producao
EROs provenientes do processo de criopreservagdo, estudos t€ém sugerido a adicdo de
antioxidantes como a catalase (CARVALHO et al., 2013), o o tocoferol (SILVA et a., 2011),
a trealose (LUZ et al., 2011) e o resveratrol (TAKEO et al., 2014) em solucdes de vitrificacao/
aquecimento (GIARETTA et al., 2013).

O antioxidante resveratrol, proveniente de cascas de uvas vermelhas tem se destacado
por ativar vias relacionadas a ativacdo mitocondrial a partir do gene SIRT-1, presente nas
células da granulosa, ovdcitos e blastocistos (WANG et al., 2013). Estudos em relagdo a
adicdo de resveratrol em meios de vitrificacdo/ aquecimento tem apresentado resultados
satisfatorios no cultivo de ovoécitos, na taxa de eclosdo e qualidade de embrides bovinos
(SALZANO et al., 2014) e na maturacdo e na vitrificacdo/ aquecimento previne e inibe os
danos causados pela criopreservacdo (GIARETTA et al., 2013).

Acredita-se que o resveratrol beneficie foliculos pré-antrais inclusos em tecido
ovariano de fetos bovinos, e que seu efeito antioxidante mantenha a integridade de membrana
plasmética dos foliculos pré-antrais permitindo a preservacdo morfologica e viabilidade

celular.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a viabilidade tecidual e a morfologia de foliculos pré-antrais inclusos em
fragmentos de tecido ovariano de fetos bovinos antes e apds os procedimentos de vitrificagdo/

aquecimento associados ou ndo ao resveratrol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Classificar morfologicamente os foliculos pré-antrais por meio da técnica de histologia
quanto a normalidade, ao desenvolvimento folicular e mensuracdo da média dos didmetros
dos foliculos pré-antrais antes e apds os procedimentos de vitrificacdo/ aquecimento sem e
com resveratrol em fragmentos de tecidos ovarianos.

Avaliar a viabilidade tecidual por meio de produ¢do de espécies reativas de oxigénio
(2’7" diacetato diclorofluoceina - DCF) e degeneracdo celular (iodeto de propideo- IP) em
microscopia confocal, em diferentes profundidades teciduais antes e apos os procedimentos
de vitrificacdo/ aquecimento associados ou ndo ao resveratrol em fragmentos de tecido

ovarianos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Foliculogénese, caracterizacao e populacao folicular

Os ovarios sd@o os principais 6rgdos reprodutivos das fémeas e, realizam duas
importantes funcdes: a gametogé€nica, responsavel pela producdo e liberagdo de células
germinativas, os ovocitos (FIGUEIREDO et al., 1993) e a funcido enddcrina em que produz
hormdnios como o estrégeno e a progesterona, entre outros (FORTUNE, 2003). Nos ovérios
podem ser observadas duas regides a cortical e a medular. A cortical localiza-se na parte
externa e € circundada pelo epitélio germinativo, onde ficam localizados os corpos liteos,
albicans (FIGUEIREDO et al., 1999) e os foliculos ovarianos em diferentes estigios de
desenvolvimento (ARAUJO et al., 2014). A regido medular, localizada na parte interna do
ovério, € responsavel pela sustentagdo, vascularizacdo e inervagdo do 6rgdo, sendo constituida
por numerosos vasos sanguineos e linfaticos, nervos e tecido conjuntivo frouxo

(FIGUEIREDO et al., 2008) (Figura 1).

Foliculo antral
/ Células da teca

Foliculo secundario
Odcito
= N (Foliculo pré-ovulatério)

—

i » Vasculariza¢do

Foliculo primario
Foliculo primordial ——

- A Estroma
Epitélio superficial

ovariano
Corpo albicans

Células da
granulosa murais

Figura 1 - Ovario de mamiferos e suas principais estruturas envolvidas

Fonte: CARVALHO et al. (2013)



20

Durante o inicio do desenvolvimento fetal, ocorre a migragao das células germinativas
primordiais (CGP) do saco vitelinico para a regido das gonadas primitivas (VAN DEN
HURK; ZHAOQ, 2005), estas CGP multiplicam-se e transformam-se em ovogonias, células de
alta atividade mit6tica (FIGUEIREDO et al., 1993). A ovogénese € um conjunto de processos
que compreende o desenvolvimento e a diferencciacdo das células germinatuvas primordiais
da fémea até a formacao do ovocito apto a ser fecundado (GONCALVES et al., 2001).

O foliculo tem a fun¢ao de proporcionar um ambiente adequado para o crescimento e
maturagdao do ovécito (ALVES et al., 2015), bem como produzir hormonios (BARNETT et
al., 2006). E formado por um ovécito envolto por células da granulosa e circundado pela
membrana basal (GUTIERREZ et al., 2000). A foliculogénese € o processo de formagao,
crescimento e desenvolvimento folicular. Na espécie bovina tem inicio durante a vida fetal
por volta dos 95 dias de gestacdo com a formagado do foliculo primordial (DINIZ et al., 2005).
Os animais nascem com uma reserva de foliculos primordiais (COSTA et al., 2001) e estes
ficam disponiveis por toda a vida reprodutiva (FIGUEIREDO et al, 2008).

Os foliculos ovarianos sdo classificados morfologicamente como normais ou
degenerados. Os foliculos normais s3o aqueles que apresentam o ovocito € o nucleo
preservados e circundados por células da granulosa organizadas em uma ou mais camadas. Os
foliculos degenerados sdo aqueles que apresentam citoplasma retraido ou desorganizado, com
células da granulosa separadas da membrana basal e ovocito com nicleo picnético
(FIGUEIREDO et al., 1999).

De acordo com a fase de desenvolvimento, os foliculos sao classificados em
primordial (ovdcito rodeado por uma camada de células da granulosa achatadas com forma
eliptica), transicao (uma camada de células da granulosa achatadas e cuboides), priméario (uma
camada completa de células da granulosa cuboides e todo o ovdcito com aspecto esférico) e
secundario (ovocito com zona pelicida rodeado por duas ou mais camadas de células da
granulosa cuboides (Figura 2) (RODGERS; IRVING-RODGERS, 2010).

Um pequeno grupo de foliculos primordiais é gradualmente estimulado ao
crescimento, constituindo a etapa de ativagdo folicular, que € a retomada da proliferacdo das
células da granulosa, com o desenvolvimento folicular, nota-se a presenga da zona pelucida e

da cavidade antral preenchida por fluido folicular (FIGUEIREDO et al., 2008).
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Primordial Transicao Primario Secondario

Figura 2 - Classificagdo quanto ao desenvolvimento dos foliculos ovarianos pré-antrais
(primordial, transicdo, primario e secundario)

Fonte: Adaptado de Alves (2010)

Estudos t€ém demonstrado que fatores inibitorios e estimulantes, sistémicos ou locais,
regulam a ativa¢do ovocitéria (ARAUJO et al., 2014). Entre estes fatores estdo o fator de
crescimento tumoral B (TGF-B), hormodnio anti-Mulleriano (AMH), proteina morfogenéticas
Ossea (BMP), fator de crescimento e de diferenciacao epidermal (EGF) e fator de crescimento
de fibroblasto do tipo 2 (FGF-2) (SARAIVA et al, 2010) que atuam em receptores presentes
nas células da granulosa e no ovdcito estimulando o desenvolvimento de camadas celulares do
foliculo e diferenciacdo do ovécito (FORTUNE, 2003).

Uma vez ativados, os foliculos entram em processo de desenvolvimento, maturacao
que sdo necessarios para que ocorra a ovulacdo e fertilizacdo ou atresia, aproximadamente
0,1% dos foliculos primordiais chegam a ovula¢do (FIGUEIREDO et al., 1993).

A populacdo folicular ovariana varia entre as espécies, sendo de aproximadamente
1.500 foliculos em camundongos (SHAW et al., 2000), 67.599 a 291.898 em suinos (ALVES
et al., 2012), 7.333 a 446.333 em ovinos (AMORIM et al., 2000), 5.600 a 75.000 em equinos
(ALVES et al., 2015), 2.700 a 79.600 em humanos (GOUGEON; CHAINY 1987); bovinos
adultos Bos taurus indicus 8.010 a 94.301 e Bos taurus taurus 10.043 a 253.453 em fetos
bovinos Bos taurus indicus: 41.957 a 248.865 e Bos taurus taurus 50.326 a 1.090.140
(SILVA-SANTOS et al., 2011).

A variagdo no numero de foliculos pré-antrais pode ser influenciada pela idade,
(MALHI et al.,, 2005), pela raca (SILVA-SANTOS, 2011), pela variabilidade genética
(SMITH et al., 1993).

A maioria dos foliculos ovarianos, aproximadamente de 99,9% ndo ovula e se
degenera por um processo denominado atresia folicular (FIGUEIREDO et al., 1993) e o

declinio progressivo do numero de ovocitos ao longo da vida ocorre, principalmente, por
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mecanismos apoptoticos, no envelhecimento celular (FIGUEIREDO et al., 2008) sendo que a
isquemia uma das principais causas que levam a morte celular por degeneracio (LIMA;

SANTOS, 2010).

3.2 Biotécnica da manipulacao de ovdcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais -

MOIFOPA

A MOIFOPA ¢ uma biotecnologia de grande importincia tanto para a pesquisa basica,
quanto para a reproducdo animal aplicada (BASSO; ESPER, 2002). Com relacdo a pesquisa
fundamental, essa biotécnica contribui na compreensdo de mecanismos da foliculogénese
durante a fase pré-antral (FIGUEIREDO et al., 2007), na elucidacio da acdo de antioxidantes
como mecanismo de defesa do metabolismo celular quanto submetidos criopreservacao
(COMIZZOLI et al., 2009).

Na reproducdo animal esta biotecnologia pode contribuir para multiplicacdo de
animais de alto valor zootécnico ou em vias de extin¢ao, por meio do isolamento de foliculos
ovarianos pré-antrais (FOPAs) a partir de um dnico ovario e, posterior, cultivo in vitro de
ovdcitos neles inclusos até o estigio de maturagao (SILVA et al.,, 2012). Na reprodugdo
assistida humana favorece a criopreservacao, cultivo e transplantes de fragmentos de tecidos
ovarianos de pacientes jovens com cancer ou com problemas de fertilidade (SUZUKI et al.,
2015)

Esta biotécnica envolve a preservacdo, o crescimento e a maturacdo de foliculos
ovarianos em estagios iniciais de desenvolvimento, os foliculos pré-antrais, antes da ativagcdo
dos mecanismos fisiologicos (FIGUEIREDO et al., 2007), a criopreservacao, cultivo € o
desenvolvimento de FOPAs (CARVALHO et al., 2014).

Entre as vantagens da MOIFOPA estdo a reducao do intervalo entre geracoes, o uso de
animais que ndo respondem a tratamentos de superovulacdo, a obten¢do de descendentes de
um animal mesmo apds sua morte, a otimizagdo e a padronizacio de outras biotécnicas, como
fertilizacdo in vitro, tecnologia de embrides, clonagem e transgenia (FIGUEIREDO et al.,

2008).
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3.3 A criopreservacao do tecido ovariano

Entre os métodos de escolha para preservar a fertilidade de fémeas, a criopreservacao
do tecido ovariano tem se tornado o método mais utilizado (FAUSTINO et al., 2011). Esta
biotecnologia tem a finalidade de preservar, principalmente, os foliculos pré-antrais, os quais
estdo localizados no cortex ovariano (BORDES et al., 2005) e representam a reserva principal
de gametas femininos (LUCCI et al., 2002). Estes gametas podem ser recuperados com intuito
de preservar a fertilidade de fémeas de diversas espécies como em humanos (SUZUKI et al.,
2015; WALLACE et al., 2016), ovino (BANDEIRA et al., 2015; BORDES et al., 2005;),
caprinos (CARVALHO et al., 2013; SANTOS et al., 2007), bovinos (KAGAWA et al., 2009),
suinos (BORGES et al., 2009), roedores (CHEN et al., 2006) e macacos (SUZUKI et al.,
2012).

A criopreservacdo pode auxiliar de maneira significativa a MOIFOPA, mantendo a
funcionalidade de foliculos ovarianos pré-antrais preservados até o momento de sua utilizacao
in vitro (FABRI et al., 2010). Segundo Carvalho et al. (2011) é possivel criopreservar
ovdcitos maturos, imaturos puncionados de foliculos antrais ou imaturos inclusos em foliculos
ovarianos pré-antrais, isolados ou em fragmentos de tecido ovariano.

Os ovécitos imaturos e menos diferenciados presentes no interior dos foliculos pré-
antrais sao mais resistentes a criopreservacao que ovocitos maturos (OKTAY et al., 1998).
Segundo KAGAWA et al., (2009) isto se explica devido ao menor tamanho do ovdcito,
menor taxa metabdlica, fase do ciclo celular (profase I), pequeno nimero de células da
granulosa, auséncia de zona pelicia e de granulos corticais.

O principio bésico da criopreservacido € a reducdo da temperatura como forma de
reduzir o metabolismo celular, permitindo que as células ou tecidos sejam conservados por
periodos indeterminados em nitrogénio liquido a -196°C (SANTOS et al., 2008). O protocolo
de criopreservacdo tende a atingir temperaturas criogénicas sem causar danos metabdlicos e
formacdo intracelular de cristais de gelo (CHIAN et al., 2004). A criopreservacao de tecido
ovariano pode ser realizada tanto por congelamento lento (CASTRO et al., 2011) quanto por

vitrificagdo (LUNARDI et al., 2012).
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3.3.1. Agentes crioprotetores

Os agentes crioprotetores (ACP) sdo substincias de baixo peso molecular e que sdo
utilizadas com o objetivo de minimizar efeitos nocivos as células, como a formacao de cristais
de gelo e o choque osmoético (CASTRO et al., 2011). Alguns fatores devem ser considerados
para a sobrevivéncia celular, entre eles a concentragdo, o tipo de agentes crioprotetores, a taxa
de reducdo da temperatura de criopreserva¢do, manutencdo da temperatura de estocagem,
escolha do procedimento de descongelamento/ aquecimento e as técnicas adotadas para
remocgao do crioprotetor (RODRIGUES et al., 2014).

Entre os crioprotetores, existem os permeaveis ou intracelulares que sdo substancias
que atravessam a membrana celular e formam pontes de hidrogénio com as moléculas de 4gua
intracelular, minimizando a formacdo de cristais de gelo (FABRI et al., 2001). Os
crioprotetores mais utilizados para a criopreservacdo de embrides (SALZANO et al., 2014;
BALABAN et al., 2008;), foliculos ovarianos pré-antrais (SANTOS et al., 2007; BORDES et
al.,, 2005) e tecido ovariano (CARVALHO et al., 2014; BORGES et al., 2009) sao
dimetilsulfoxido e etilenoglicol.

Cada crioprotetor tem mecanismos proprios de acdo, geralmente seus efeitos estdo
relacionados a estabilizacdo de membranas celulares, desidratagcao celular e reducao no ponto
de fusdo do processo de criopreservacao (DERMICI et al., 2001).

Os pesos moleculares dos crioprotetores intracelulares variam, sendo do glicerol 92,09
KDa, propanodiol 76,09 KDa, etilenoglicol 62,07 KDa e o dimetilsulfoxido 78,13 KDa e as
diferencas de peso molecular influenciam na velocidade de penetracdo no tecido ovariano
(CELESTINO et al., 2008). Por exemplo, o baixo peso molecular do etilenoglicol em relacao
ao dimetilsulfoxido, glicerol e propanodiol possibilita maior penetracdo celular em um curto
periodo de exposicdo (KEROS et al., 2009), reduzindo a ocorréncia de danos celulares de
origem toxica e osmoética (AMORIM et al., 2003).

Os estudos sobre a criopreservacao de tecido ovariano em bovinos recomendam o uso
do dimetilsulfoxido e etilenoglicol por apresentarem alta solubilidade e causarem menores
danos aos ovdcitos e em foliculos pré-antrais em bovinos (LUCCI et al., 2004).

Os agentes crioprotetores extracelulares atuam interagindo com moléculas de agua
livre da solugdo influenciando a desidratacdo celular por efeito osmético (FABRI et al.,
2010). Os actcares como sacarose, glicose, galactose, trealose (BORGES et al, 2009)
funcionam como crioprotetores extracelulares protegendo o tecido por meio de ligacdes aos

grupos fosfolipidicos das membranas celulares (SANTOS et al., 2008) e agem reduzindo
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choque osmoticos, controlando entrada de 4gua na célula levando a uma desidratacdo celular
antes do congelamento (SHAW et al, 2000).

Ap6s o tecido passar pelo processo de criopreservacdo e armazenado em nitrogénio
liquido, quando for utilizado deve-se realizar a remoc¢ao do crioprotetor por meio de
sucessivas e graduais lavagens do tecido (SUZUKI et al., 2012). Neste procedimento utiliza-
se concentragcdes decrescentes de solugdes de crioprotetores extracelular IWAHATA et al.,
2015) como a sacarose, que atua no equilibrio osmético, na prevencdo de formagdo de
espécies reativas de oxigénio, estabilizando membranas e minimizando danos celulares

(SANTOS et al., 2006).

3.3.2 Congelamento lento

O congelamento € considerado o método convencional de criopreservacdo e tem sido
largamente utilizado para a conservacdo de tecido ovariano espécies como em suinos
(BORGES et al., 2009), caprinos (RODRIGUES et al., 2014), ovinos (SANTOS et al., 20006),
bovinos (CELESTINO et al., 2008) e humanos (FABRI et al., 2010).

Durante o congelamento lento, a desidratacdo celular prevene a formacdo de cristais
de gelo intracelular ou minimiza os danos que eles possam causar (SHAW et al., 2000), e
mantém o citoplasma resfriado até o congelamento celular (ROCHA, 2011). Este método
caracteriza-se pela reducdo gradual de temperatura e pela exposi¢do do tecido a concentracoes
crescentes de crioprotetores (CASTRO et al., 2011). O periodo de exposi¢do ao crioproteror
pode variar de 5 a 60 minutos (CANDY et al., 1997).

Para este processo o material € resfriado lentamente, acondicionada em congelador
programavel previamente estabilizado a temperatura de - 6°C, seguido de cristalizagdo manual
(seeding) com objeto pré-resfriado em nitrogénio liquido o qual previne o super-resfriamento
e a extrema desidratacdo celular (ROCHA, 2011), seguido de resfriamento lento de 0,5 °C/
minutos até -32°C, o material € imerso e estocado em nitrogénio liquido (-196°C).

A desvantagem deste método € o custo, devido a necessidade de um congelador
programavel e a utilizacdo de elevadas quantidades de nitrogénio liquido. Além disso

congelamento lento requer mais tempo de manuseio (WALLACE et al., 2016).
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3.3.3 Vitrificacao

O principal objetivo de um protocolo de criopreservacdo € atingir temperaturas
criogénicas (CARVALHO et al., 2014). A vitrificacdo proporciona a solidificacdo sem a
cristalizacdo e sem formacgdo de cristais de gelo intracelular (KEROS et al., 2009). Segundo
Carvalho et al. (2011) a vitrificacdo tem se destacado como método de escolha para a
criopreservacao de tecido ovariano devido a sua praticidade de aplicagdo e ao seu baixo custo
de execucgdo. Esta técnica tem apresentado resultados interessantes como nascimentos apos
transplante de tecido vitrificado na espécie ovina (BORDES et al., 2005) e em humanos
(KAWAMURA et al., 2013).

O processo de vitrificacao esta relacionado a exposicao da célula ou do tecido a altas
concentracdes de agente crioprotetor por um curto periodo de tempo a temperatura ambiente
(BANDEIRA et al., 2015). Como consequéncia a agua passa do estado liquido para o estado
vitreo, considerado um sélido sem formacgao de cristais de gelo (KEROS et al., 2009). Além
disso, acredita-se que fatores como o estresse osmotico estd relacionado a composicdo da
solucdo e a taxa de resfriamento (LUZ et al., 2011). A técnica de vitrificacdo pode influenciar
na morfologia celular ap6s o aquecimento (CARVALHO et al., 2014).

Diversos estudos com a técnica de vitrificacio tém sido desenvolvidos com a
finalidade de minimizar a quantidade de solucdo de vitrificacdo, bem como obter rapida
reducdo da temperatura, sem causar grandes danos celulares (ZHOU et al., 2010) e com
objetivo de estabelecer protocolos eficientes que permitam preservar a viabilidade celular
(SANTOS et al., 2007).

Para a utilizacdo de tecido ovariano na vitrificagdo € necessario considerar o tamanho
dos fragmentos, o tempo de exposicdo aos crioprotetores, uso de crioprotetores mais
adequados para a espécie, o volume de solucio de vitrificacao e a velocidade de do processo
de vitrificagdo (BANDEIRA et al., 2015; AMORIM et al., 2011; BORDES et al., 2005).

As técnicas de vitrificagdo sdo divididas entre as que tém contato direto com o
nitrogénio liquido (N») e as que ndo tém contato direto com o nitrogénio (CARVALHO, et al.,
2011). O contato direto com nitrogénio proporciona uma rapida reducido de temperatura,
porém pode contaminar a amostra tornando-a invidvel para posterior cultivo in vitro
(CARVALHO et al., 2013). A vitrificacdo por cobertura direta (DVC) € caracterizada por
apresentar brusca reducao de temperatura em relacdo as demais técnicas, o tecido dentro do

criotubo € coberto pelo nitrogénio liquido (ZHOU et al., 2010).
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Ja a técnica de cryoloop utiliza uma alca de metal presa com um aro de nylon, este aro
¢ preenchido com solugdo de vitrificagcdo bem viscosa para manter a célula no aro que sera
mergulhado em nitrogénio liquido; geralmente o cryoloop é armazenado no interior de
criotubos (CARVALHO et al.,, 2011). Resultados satisfatorios tem sido relatados com
ovdcitos na espécie equina (MACLELLAN et al., 2002), ovina (SUCCU et al., 2007), bovina
(LUSTER, 2004) e embrides de humanos (Figura 3) (BALABAN et al., 2008).

4 )
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ROCHA, C. D (2017)

Figura 3 - Sistema cryoloop al¢a de metal presa com um aro de nylon preenchido com solugao
de vitrificagdo viscosa com os fragmentos célulares no aro que serd mergulhado em nitrogénio

liquido.

Na vitrificacdo em espatula o tecido a ser vitrificado fica na extremidade plana da
espatula e uma pequena gota de solucao de vitrificacao é colocada com o tecido. Ao entrar em
contato com a superficie da espatula pré-resfriada a gota solidifica-se e adere a superficie

plana da espatula (Figura 4) (CARVALHO et al., 2010).
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Figura 4 - Espatula de metal com extremidade plana e gota de solucdo de vitrificagdo com

fragmento tecidual.

No método de superficie solida de vitrificagdo (SSV), a amostra e a solugdo de
vitrificacdo sdo colocadas sobre uma superficie de metal pré-resfriada, posicionada acima do
nitrogénio liquido e, posteriormente mergulhada em nitrogénio liquido (BORDES et al.,
2005) e armazenada em criotubos (SANTOS et al., 2007). O metal resfria a amostra
rapidamente (Figura 5) (CARVALHO et al., 2010).

ROCHA, C.D (2017)

Figura 5 - Técnica de vitrificacdo por superficie solida, com o fragmento sobreposto em cubo

metalico parcialmente submerso em nitrogénio liquido.

Com o objetivo de reduzir a quantidade de solucdo crioprotetora, o método hemi-
palhetas, em que a palheta francesa de 0,25mL € cortada ao meio e em sua superficie interna
coloca-se uma gota de solu¢do de vitrificagdo e o material a ser vitrificado. Em seguida a
hemi-palheta é mergulhada no nitrogénio liquido e inserida na palheta de 0,5 mL e
armazenada em nitrogénio (LIBERMAN; TUKER, 2002).

Entre as metodologias de vitrificagdo de sistemas fechados estdo a vitrificagdo em

palhetas fechadas ou “Closed Pulled Straw” (CPS). Apds preenchimento da palheta, suas



29

extremidades sdo vedadas, impedindo o contato direto da amostra com o nitrogénio liquido
(TING et al., 2011).

Na técnica de vitrificagdo convencional utilizam-se palhetas francesas, e estas sdo
preenchidas com a solu¢@o de vitrificacdo e o tecido a ser vitrificado. As extremidades sdo

vedadas e em seguida imersas em nitrogénio liquido (Figura 6) (BORDES et al., 2005).

Fragmento ovarianos e solucio de vitrificagao

Palheta francesa

ROCHA, C. D (2017)

Figura 6 - Palheta francesa preenchida com solucio de vitrificacdo e fragmentos de tecidos

ovarianos intercaladas por colunas de ar e extremidade vedadas com massa acrilica.

Os criotubos (ZHOU et al., 2010) e macrotubos (CARVALHO et al., 2011) podem ser
utilizados do mesmo modo da palheta francesa, sendo estes indicados para criopreservacao de

tecidos maiores € demandam maiores quantidades de solucdo de vitrificagdo (Figura 7)

(ISACHENKO et al., 2007).

ROCHA, C. D (2017)

Figura 7 - Vitrificacdo em criotubos: A) fragmentos ovarianos e B) ovério inteiro de feto

bovino.
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Na técnica cryotop utiliza-se uma palheta de polipropileno com uma haste plastica,
que serve para manipulagdo e evitar a contamina¢do do manipulador (CARVALHO et al.,
2011). O cryotop tem uma tampa plastica, que recobre a palheta-haste de forma a impedir o
contato com o nitrogénio liquido (KUWAYAMA et a., 2005). E uma técnica utilizada
rotineiramente em clinicas de reproducao assistida humana (CARVALHO et a., 2011).

Com o objetivo de melhorar as taxas de vitrificagdo, novos procedimentos tém sido
desenvolvidos, entre eles a técnica “Ovarian Tissue Cryosysten” (OTC) que utiliza um
cilindro de aco inoxidavel composto por trés pecas: base, filtro e a tampa e evita o contado
com o nitrogénio liquido durante o procedimento de vitrificagdo (Figura 8) (CARVALHO et
al., 2013).

Figura 8 - Dispositivo de ago inoxidavel “Ovarian Tissue Cryosysten” (OTC) - A) Dispositivo
aberto onde a) base, b) filtro e c) tampa; B tecido com solu¢do de vitrificacdo na base; C)
Insercdo do filtro na base do OTC para remog¢ao da solugdo de vitrificagdo; D) Fechamento do
dispositivo e E) Dispositivo fechado sendo armazenado em nitrogénio liquido.

Fonte: Adaptado Carvalho et al. (2013)

3.4 Antioxidantes no processo de vitrificacio/ aquecimento

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo resultantes de reagdes metabdlicas que
envolve o oxigénio (O,), entre eles o radical anion superoxido (O,’), peroxido de hidrogénio
(H,0,) e radical hidroxila (OH) (RIBEIRO et al., 2005). A propriedade apolar do H,O,
permite sua passagem pela membrana celular e no citoplasma seja convertido em OH’,
molécula altamente reativa (RUDER et al., 2008) que pode desencadear reacdes de oxidagdo e
reducdo, provocando alteracoes celulares (LUZ et al., 2012).

A presenca de espécies reativas de oxigénio no citoplasma celular pode influenciar a
sobrevivéncia celular ap6s a criopreservacao de tecidos ovarianos (FABRI et al., 2014). O

resfriamento e aquecimento proporcionam o aumento na producdo de EROs, de maneira que o
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estresse osmotico gerado pelo aumento do metabolismo pode comprometer o
restabelecimento do tecido ovariano, o desenvolvimento folicular (WANG et al., 2013), a
esteroidogénese ovariana, a ovulacdo, a manutenc¢do do corpo liteo, a lutedlise (GUPTA et
al., 2010) e a pré e pds implantacdo embrionaria (LAZAR et al., 2012).

As espécies reativas de oxigénio decorrentes do metabolismo celular e do meio
extracelular sdo devido a fatores estressantes e agressivos (TATONE et al.,, 2010). Os
principais alvos de EROs sdo o DNA, lipideos, proteinas e agticares, sendo os danos no DNA
o considerado mais grave e letal quando comparado aos lipideos, proteinas e aguicares, sendo
estes removidos via degradacdo (RIBEIRO et al., 2005).

No resfriamento e apds o aquecimento celular os niveis de EROs tendem a aumentar,
devido ao estresse osmoético e a retomada das reacdes de oxidacao e reducdo, evidenciando a
necessidade de se adicionar antioxidantes em solugdes de vitrificacdo e aquecimento
(GIARETTA et al., 2013).

Os antioxidantes sdo substincias capazes de converter as EROs em agua, com a
finalidade de prevenir a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (LUZ et al., 2011).
Nas células, os antioxidantes podem atuar por meio sistema enzimatico € 0 ndo enzimatico.
Os antioxidantes enzimaticos sdo também conhecidos como antioxidantes naturais € o
primeiro sistema a agir nas espécies reativas de oxigénio (AGARWAL et al., 2005). Esse
sistema € composto por superdxido dismutase (SOD), glutationa (GSH), glutationa redutase
(GSH- Rd redutase), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT) (RIBEIRO et al.,
2005). O sistema ndo enzimatico inclui compostos hidrofilicos e lipofilicos, como acido
ascorbico, a-tocoferol, zinco, selénio, carotenoides e resveratrol que reduzem reagdes em

cadeia e as lesdes induzidas pelas espécies reativas de oxigénio (RUDER et al., 2008).

3.4.1 Mecanismos aciao dos antioxidantes

Os antioxidantes atuam no metabolismo de maneira diversificada. Um dos
mecanismos € impedir a forma¢do das EROs inibindo as reagdes de oxidacdo e reducgdo
(GUPTA et al., 2010). Quando ha geracdo de radicais livres, os antioxidantes interagem com
estas moléculas impedindo a acdo destes radicais sobre lipideos, aminoacidos e DNA evitando
lesdes e perda de integridade celular (SAITO et al., 2003). Outro mecanismo utilizado € o

reparo de lesOes causadas pelo estresse oxidativo (FABRI et al., 2014), onde ha remocao do

DNA danificado e a reconstituicio de membranas celulares lesionadas (BERRA; MENCK,
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2006), além de adaptacdo do metabolismo ao excesso de EROs induzindo o aumento da
sintese de enzimas antioxidantes (RIBEIRO et al., 2005).

Como forma de protecdo a célula possui um sistema de defesa que pode ser realizado
por dois mecanismos. Um € a detoxificacdo das espécies reativas de oxigé€nio antes que estas
causem lesdes celulares (LANE et al.,, 2002) formado por glutationa (GSH), superdxido
dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e o a tocoferol e o outro
mecanismo € a reparacdo de lesdes ocorridas, realizado pelo é4cido ascorbico, glutationa
redutase (GSH-Rd) e pela glutationa peroxidase (GSH-Px) (FERREIRA; MATSUBARA,
1997), a maior parte dos antioxidantes encontra-se no meio intracelular, com exce¢do do o

tocoferol, um antioxidante estrutural de membrana (Figura 9) (BARREIRO; DAVID, 2006).

Superdxido Dismutase (SOD- citoplasma e mitrocondria)

- + SOD
20, +2H° 22— H,0; + O,
Anion superéxido Cu™ Zn* peroxido de hidrogénio

Glutationa Peroxidase (GSH- Px- fora do peroxissoma)

H,0,+2GSH — 2 H,0 + GSSG

Glutationa Reduzida Glutationa Oxidada

Glutationa Redutase (GRd- fora do peroxissoma)

2GSSG + NADPH + H* — NADP + 2GSH

Glutationa Oxidada Glutationa Reduzida

Catalase (CAT- dentro do peroxissoma)

2H,0; _%alai’ 0, + 2 H,0
NADPH

Figura 9 - Mecanismos de protecdo celular sobre a formacao de espécies reativas de oxigénio.

Fonte: Adaptado de Berra; Menck (2006)

Segundo GUPTA et al., (2010) a glutationa é uma enzima intracelular de grande
importancia para a célula, pois atua no mecanismo de prote¢do contra lesdes e participa da
detoxificacdo de agentes quimicos e eliminagdo de metabolitos resultantes da oxidagdo dos
acidos graxos poliinsaturados de membranas celulares. Variagdes nos niveis de glutationa

afetam diretamente a sintese de proteinas e de DNA. A oxida¢do GSH pode diminuir a sintese
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protéica e o pode ser perdida de modo irreversivel em situacdes de estresse oxidativo muito
intenso, permanecendo na forma oxidada e ndo sendo novamente reduzida (RIBEIRO et al.,
2005).

Outros sistemas enzimaticos de defesa antioxidantes como o superdxido dismutase
(SOD), dependente de cofatores como Cu®" e Zn' desencadeiam a dismutacdo do radical
superdxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio (Figura 9) (ANDRADE et al., 2010).

A enzima antioxidante catalase localizada nas mitocondrias e nos peroxissomas, atua
na reducdo de diversos compostos por intermédio do NADPH (CARVALHO et al., 2014).
Possui como atividade antioxidante a capacidade de prevenir a oxida¢do da glutationa, inibir
lesdes oxidativas de DNA e converte o peroxido de hidrogénio em dgua e oxigénio (Figura 9).
(COMBELLES et al., 2009).

Outro mecanismo utilizado pelo organismo na defesa contra os radicais livres € o
sistema antioxidante ndo enzimatico, também conhecido como antioxidantes exdgenos, pelo
fato de serem, na maioria das vezes, provenientes da dieta (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
Diversas pesquisas tém destacado que o uso de nutrientes, principalmente os encontrados nos
alimentos podem atuar na protecdo de células e tecidos (VOLOSHYNA et al., 2012). As
frutas, verduras e legumes estdo entre os alimentos com maior capacidade antioxidante. As
vitaminas A, C e E, os carotenoides, polifenois como o resveratrol atuam minimizando danos
e formacodes de espécies reativas de oxigénio (SAUTHER, 2005).

O resveratrol, um antioxidante presente na casca de uvas e amoras (GAMBINI et al.,
2015), apresenta beneficios a saude contra doencas como a diabetes, cardiovasculares,
neurodegenerativas, cancer, obesidade, além de apresentar propriedades anti-inflamatorias e
estar envolvida no processo de envelhecimento celular (VOLOSHYNA et al.,2012). E um
antioxidante sintetizado naturalmente na planta e apresenta duas formas isOmeras a trans-
resveratrol (trans - 3, 5, 4’ trihidroxiestibeno) e cis - resveratrol (cis-3, 5, 4’trihidroxiestibeno)
(Figura 10) (FILIP et al., 2003). O isomero trans-resveratrol € convertido, na presenca de luz,
o cis-resveratrol é a forma estavel do antioxidante (SAUTHER et al., 2005). Este composto
tem a caracteristica de atravessar passivamente membranas celulares ou interagir com
receptores de membrana (GULCIN, 2010). Também interage com moléculas extracelulares e
intracelulares e por esta razao seu mecanismo de acao celular pode ser desencadeado por meio
da ativacdo de vias de sinalizacdo quando se liga aos receptores de membrana celular,
ativando mecanismos intracelulares ou mesmo desenvolvendo seus efeitos dentro do nicleo

(GAMBINI et al., 2015).
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trans-resveratrol cis-resveratrol

OH HO

Figura 10 - Formas isomeras do resveratrol a esquerda trans- 3,5,4 trihidrixiestibena e a
direita cis- 3,5,4 trihidrixiestibeno.

Fonte: Adaptado de Sauther (2015)

Em relacdo ao controle de espécies reativas de oxigénio o resveratrol reduz os niveis
de EROs por inducio de expressao de genes antioxidantes (KITADA; KOYA, 2013). Existem
varios mecanismos que explicam a atividade citoprotetora do resveratrol (TATONI et al.,
2015), um deles € a acdo direta do antioxidante e o outro € estimular a biogénese mitocondrial
por meio da ativacdo direta de genes SIRT 1 dependente de NAD", sendo este gene um dos
principais reguladores de biogéneses mitocondrial (WANG et al., 2013). O gene SIRT-1 é
importante no equilibrio do estresse oxidativo minimizando a formacao de espécies reativas
de oxigénio, na formac¢do mitocondrial, no metabolismo lipidico-glicémico, via desacetilagdao
de substratos como proteinas, fatores de transcricio, PGC-1a (co-ativador de PPARy —
receptores ativados por proliferadores de perossomos), que regula genes envolvidos no
metabolismo energético e na expressio de proteinas mitocondriais (Figura 11) (SEFORA-
SOUSA; ANGELIS-PEREIRA, 2013).

Segundo Zhang et al. (2013) o aumento da atividade das enzimas antioxidantes pelo
resveratrol pode ocorrer via ativacdo da sirtruina-1 (SIRT- 1), por meio de uma deacetilase de
histona dependente de NAD". O gene SIRT-1 protege contra o estresse oxidativo por elevar a
atividade transcricional das proteinas Forkhead Box (FOXOs), as quais regulam a expressao
de genes antioxidantes, como a catalase e superdxido dismutase (Figura 11) (LUZ et al.,

2012).
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Figura 11 - Acdo intracelular do resveratrol (1) Acdo direta sobre as espécies reativas de

oxigénio. (2) Ativagdo do gene SIRTI.

Quando administrado via exdgena o resveratrol modula a expressao de atividade de
enzimas antioxidantes como superdxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase, entre
outras. Um exemplo € a ativagdo da via da regulacdo da transcri¢do do fator nuclear eritrdide
2 (Nrf2), ativador de genes codificantes de proteinas antioxidantes (SEFORA-SOUSA;
ANGELIS-PEREIRA, 2013). O Nrf 2 inibe a expressao de mediadores pro-inflamantorios por
meio de enzimas anti-inflamatérias, como a heme oxigenase -1 (HO-1) (KIM et al., 2010).

Em condig¢des basais o Nrf2 encontra-se no citoplasma ligado ao complexo represssor
Kelchlike ECH- associado a proteina 1 (Keap-1).Em situacdes de estresse oxidativo o Nrf2
dissocia-se do KEAP-1 e transloca-se para o nucleo onde se liga a elemento de resposta
antioxidante (ARE) e ativa a transcri¢do de enzimas antioxidantes (Figura 12) (DINKOVA-
KOSTOVA; ABRAMOV, 2015).
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Figura 12 - Atuacdo das espécies reativas de oxigénio no tecido sobre Nrf2 ligado a proteina 1

(Keap-1) no citoplasma.

As EROs desempenham papel importante na reproducdo, em especial de fémeas
durante o periodo gestacional, no parto, durante o desenvolvimento folicular desde a
formagdo, maturacdo e ovulagdo dos ovocitos (COMBELLES et al.,, 2009). Também
influencia a formacdo de blastocisto, implantacio embrioniria (AGARWAL et al., 2003) por
varios mecanismos mediados pelo gene SIRT-1 presente nos foliculos, ovdcito, células da
granulosa e blastocisto (WANG et al., 2013) incluindo alteragdes no metabolismo lipidico,
inibi¢do de sintese protéica e esgotamento de ATP (AGARWAL et al., 2005).

A expressdo de biomarcadores de espécies reativas de oxigénio por meio de enzimas
como superoxido dismutase, glutationa peroxidase, peroxido de lipideo tem sido estudada em
ovarios humanos (RUDER et al., 2008), bovinos (TAKEO et al., 2014; KWAK; HYUN,
2012), caprinos (GALEATI et al., 2015), suinos (GIRETTA et al., 2013; VALLORANI et al.,
2012; SOMFALI et al., 2007), felinos (COMIZZOLI et al., 2009), em todas as fases de
desenvolvimento folicular, incluindo foliculos primordiais, primérios, secundérios, terciarios,
antrais e atrésicos (ARAUJO et al., 2014).

Existe um equilibrio entre espécies reativas de oxigénio e enzimas antioxidantes nos

tecidos ovarianos, estas enzimas neutralizam a producdo de EROs que protege o ovocitos e
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embrides (LAZAR, 2012). Como forma de deteccdo de EROs utiliza-se biomarcadores como
sondas fluorescentes, pela técnica de imunohistoquimica, Western Blot, dosagem de enzimas

antioxidantes (AGARWAL et al., 2005).

3.5 Técnicas de analise de tecido ovariano apés criopreservacao

3.5.1 Histologia classica

A eficiéncia da criopreservacdo de tecido ovariano pode ser avaliada por diferentes
técnicas com base na morfologia e na ultra-estrutura dos tecidos (OSKAM et al., 2010;
NISOLLE et al., 2000), viabilidade celular (ROCHA, 2011), dentre outras técnicas.

A técnica de histologia cléssica € utilizada para andlise da morfologia e integridade
folicular, além de permitir avaliagdo de um grande nimero de foliculos e é considerada de
baixo custo e de facil execucdo (CARVALHO et al., 2011). E uma técnica limitada capaz de
identificar somente sinais avancados de atresia, como picnose nuclear, danos citoplasmaticos
como retracdo citoplasmatica, ruptura das células da granulosa e danos na membrana basal
(FAUSTINO et al., 2011), além de nao permitir avaliacdo quanto a integridade de organelas
citoplasmatica (DERMICI et al., 2002).

3.5.2 Microscopia confocal

A microscopia confocal permite avaliar a viabilidade tecidual em diferentes
profundidades, € uma técnica interessante quando aplicada em fragmentos de tecidos
ovarianos (FABRI et al., 2014). As andlises computadorizadas de imagens permitem a
obtencdo de resultados rapidos, objetivos, precisos e com alta repetibilidade (CARVALHO et
al., 2014) e pode ser associada as sondas fluorescentes (ARRUDA et al., 2007).

As sondas fluorescentes tem sido importantes na avaliacdo de viabilidade folicular
ovariana (LUNARDI et al., 2012). Estas sondas sdo indicadores de alteracdes metabdlicas na
célula, devido as mudangas de determinadas moléculas ali presentes (FABRI et al., 2014) que

se ligam a moléculas especificas sob condi¢Oes especificas e quando conectadas emitem

fluorescéncia se excitadas por comprimento de onda luminosa adequado (ESPOSTI, 2002).
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3.5.3 Sondas fluorescentes

O uso de sondas fluorescentes tem se destacado como metodologia de triagem em
tecidos ovarianos para andlise de viabilidade celular, devido a sua alta sensibilidade folicular
(LUNARDI et al., 2015). O processo de criopreservacdo pode provocar ruptura da membrana
celular imperceptiveis durante a andlise histolégica e resultar em morte folicular apés o
aquecimento (BANDEIRA et al., 2015).

Em andlise de viabilidade, quanto a integridade da membrana plasmatica podem ser
utilizadas sondas fluorescentes (FABRI et al., 2014). Entre as sondas destacam-se o Hoechst
33342 (ALVES et al., 2012), YoPro-1 (GAWLITTA et al., 2004) e iodeto de propideo (IP)
(ROCHA, 2011). O iodeto de propideo (IP) é um composto fluorescente de comprimento de
onda A excitagdo = 535 nm, A emissdo = 617 nm, de elevado peso molecular e funciona como
marcador fluorescente nuclear de coloracdo vermelha, capaz de atravessar somente
membranas lesionadas (GAWLLITA et al., 2004). E incapaz de identificar células apoptéticas
sem que estas apresentem alteracdes na membrana plasmatica (LUNARDI et al., 2012). A
viabilidade celular é caracterizada pela auséncia de fluorescéncia de coloracido vermelha, uma
vez que a ruptura da membrana plasmatica torna a célula invidvel para futuros procedimentos
como cultivo, criopreservacao, transplantes entre outros (ROCHA, 2011).

O corante penetrante como 2°,7’ diacetato diclodihidrofluoresceina (H,DCFH-DA)
pode ser utilizado isolado ou em associacdo com outros corantes (BATISTA; GUERRA,
2010). Estudos sobre viabilidade celular tem associado marcadores fluorescentes como 2',7'
diacetato diclorofluoresceina (H,DCFH-DA) e iodeto de propideo (IP) (BARROS et al.,
2013). O 2°,7’ diacetado diclorofluoresceina (H,DCF-DA) € utilizado na deteccao de espécies
reativas de oxigénio (EROs). As enzimas esterases intracelulares hidrolisam o DCFH-DA a
DCFH, e este oxidado por espécies reativas de oxigénio resulta em 2,7’ diclorofluoresceina
(DCF), um composto fluorescente de comprimento de onda (A excitacdo = 498 nm, A emissao

=522 nm) (Figura 13) (FABRI et al., 2014).
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Figura 13 - Ac¢do do 2,7 diacetato diclorofluoresceina no tecido ovariano.

Fonte: ROCHA (2011)

O método DCF ¢é capaz de detectar a quantidade de EROs por meio de emissdo de
intensidade da fluorescéncia de coloracdo verde, emitida apOs a acdo de enzimas esterases €
oxida¢do por perdxido de hidrogénio (ESPOSTI, 2002). A intensidade de fluorescéncia esta
relacionada a quantidade de peréxidos presentes no tecido quanto maior for a intensidade de
fluorescéncia, presenga de DCF, mais DCFH foi oxidado por EROs (GLEBSKA;
KOPPENOL, 2003).
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4 HIPOTESES

A presenca do antioxidante resveratrol em solucdes de vitrificagdo/ aquecimento
proporciona menores danos celulares causados pelo processo de criopreservacio de foliculos
pré-antrais inclusos em fragmentos de tecidos ovarianos.

O resveratrol favorece o restabelecimento celular apds procedimento de vitrificagao.
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S JUSTIFICATIVA

Como pode ser constatado na revisao de literatura, o resveratrol € um antioxidante de
grande aplicabilidade e ndo hi relatos da sua utilizacdo na vitrificacdo de ovérios de fetos
bovinos. A vitrificacdo tem sido utilizada como uma alternativa para minimizar danos
celulares causados pelo processo de criopreservacao, como a formacgdo intracelular de cristais
de gelo (BANDEIRA et al., 2015).

A vitrificagdo também oferece riscos ao tecido ovariano, os quais podem ser
decorrentes de uma redugdo de temperatura ineficiente, toxicidade das altas concentragdes de
crioprotetores, contaminacio pelo nitrogénio liquido, dentre outros (AMORIM et al., 2011).
Dentre as técnicas de vitrificacdo, a convencional, utilizando-se palhetas francesas,
preenchidas com a solu¢do de vitrificacdo com o tecido a ser vitrificado e as extremidades
vedadas (CHEN et al., 2001) foi aprovada por pesquisadores pelo fato de ser um sistema
fechado, o que ndo permite contato do tecido com o vapor de nitrogénio, minimizando riscos
de contaminacio.

Por meio do uso de vitrificacdo de palhetas francesas foi identificada maior propor¢ao
de foliculos pré-antrais morfologicamente normais e mantida a viabilidade folicular em
fragmentos ovarianos apds vitrificacdo, quando comparado com outras técnicas de vitrificacao
como de superficie sélida e macrotubo (CARVALHO et al., 2011). Esta técnica permite o uso
de menor volume de solucdo de vitrificacao, além de possibilitar a vitrificagdo simultanea de
varios fragmentos.

A utilizagdo da espécie bovina nesta pesquisa € significativa para a pesquisa basica e
aplicada. Para pesquisa basica com a finalidade de aprimorar conhecimento fisiolégico e
morfologico do ovario na espécie bovina. Na pesquisa aplicada a fim de utilizar fetos € de
grande interesse, pois técnicas de preservacdo de material genético de animais, como a
vitrificacdo de tecido ovariano com uso de antioxidantes pode também ser utilizada em outras
espécies, como nas espécies em risco de extincao ou de alto valor zootécnico, uma vez que os
foliculos ovarianos pré-antrais iniciais da espécie bovina quando vitrificados apresentam
melhores indices de sobrevivéncia quando comparado com as fases de desenvolvimento
folicular avancada (FIGUEIREDO et al., 2008).

O desenvolvimento de protocolo e solugdes para serem utilizadas em técnica de
vitrificacdo, com objetivo de reduzir danos celulares causados pela técnica no congelamento e
aquecimento € de grande relevancia para a pesquisa e para o avango da biotecnologia, bem

como para a aplicagdo pratica desta técnica na preservagdo de fémeas.
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Aspectos morfolégicos de foliculos pré-antrais inclusos em fragmentos ovarianos

de fetos bovinos vitrificados com antioxidante resveratrol

Resumo: Objetivou-se com este estudo avaliar a morfologia de foliculos pré-antrais de
ovarios de fetos bovinos vitrificados com e sem resveratrol. Os ovarios (n=18) foram
fragmentados e distribuidos aos tratamentos controle (C), vitrificado sem resveratrol (SR) e
vitrificado com resveratrol (CR) na concentragdo de 20 uM. Os foliculos pré-antrais foram
quantificados e classificados de acordo com a morfologia. O percentual de foliculos normais
diferiu entre os tratamentos (P < 0,05) de modo que o grupo de foliculos vitrificados com
resveratrol foi superior ao grupo dos vitrificados sem resveratrol. No grupo de foliculos
vitrificados com resveratrol a classe de foliculos primordiais apresentou maior percentual (P <
0,05) de foliculos normais. Em contrapartida a classe de foliculos secundérios apresentou a
menor porcentagem de foliculos normais em ambos os tratamentos. Adicionalmente, foi
observada uma associacdo negativa (P < 0,05) entre a propor¢ao de foliculos vidveis e o
estdgio de desenvolvimento folicular. A probabilidade de se encontrar foliculos viaveis foi
superior (P < 0,05) no grupo de foliculos vitrificados na presenc¢a do antioxidante resveratrol e
foliculos primordiais do grupo com resveratrol apresentaram 2,5 vezes mais chance de
viabilidade apo6s a vitrificagdo. A chance de se observar foliculos normais foi maior (P < 0,05)
nas fases iniciais de desenvolvimento folicular. O didmetro dos foliculos de transicdo e seus
respectivos ovocitos foi menor quando submetidos ao processo de vitrificacdo com resveratrol
(P < 0,05). Na classe de foliculos priméarios, os diametros foliculares e ovocitarios foram
semelhantes entre os grupos estudados. Os resultados nos permitem concluir que o resveratrol
beneficiou a preservacio de foliculos ovarianos pré-antrais em fases iniciais de
desenvolvimento quando submetidas ao processo de vitrificagdo/ aquecimento, uma vez que
estes foliculos inclusos em fragmentos de tecido ovariano de fetos bovinos apresentaram
melhor morfologia celular na presenca do antioxidante resveratrol, evidenciando seu efeito

positivo na manuteng¢do e viabilidade folicular sobre a membrana citoplasmaética celular.

Palavras-chave: Foliculos pré-antrais. Resveratrol. Vitrificagdo.
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Morphological aspects of preantral follicles included in ovarian fragments of

bovine fetuses vitrified with antioxidant resveratrol

Abstract: The aim of this study was to evaluate the morphology of preantral follicles of
ovaries of bovine fetuses vitrified with and without resveratrol. The ovaries (n = 18) were
fragmented and distributed to control (C), vitrified without resveratrol (SR) and vitrified with
resveratrol (CR) at the concentration of 20 uM. The preantral follicles were quantified and
classified according to morphology. The percentage of normal follicles differed between
treatments (P <0.05) so that the group of follicles vitrified with resveratrol was superior to the
group of vitrified without resveratrol. In the group of follicles vitrified with resveratrol the
class of primordial follicles had a higher percentage (P <0.05) of normal follicles. In contrast,
the secondary follicle class had the lowest percentage of normal follicles in both treatments.
In addition, a negative association (P <0.05) was observed between the proportion of viable
follicles and the stage of follicular development. The probability of finding viable follicles
was higher (P <0.05) in the group of vitrified follicles in the presence of the antioxidant
resveratrol and primordial follicles of the group with resveratrol presented 2.5 times more
chance of viability after vitrification. The chance of observing normal follicles was higher (P
<0.05) in the early stages of follicular development. The diameter of the transitional follicles
and their respective oocytes was lower when submitted to the vitrification process with
resveratrol (P <0.05). In the primary follicle class, the follicular and oocyte diameters were
similar among the groups studied. The results allow us to conclude that resveratrol benefited
the preservation of preantral ovarian follicles in the early stages of development when
submitted to the vitrification / warning process, since these follicles included in fragments of
ovarian tissue of bovine fetuses presented better cellular morphology in the Presence of the
antioxidant resveratrol, evidencing its positive effect on the maintenance and follicular

viability on the cellular cytoplasmic membrane.

Keywords: Preantral follicles. Resveratrol. Vitrification
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1 Introducao

A criopreservacdo de tecido ovariano apresenta diversas vantagens, entre as quais
podemos citar a grande quantidade de ovoécitos inclusos em foliculos ovarianos e o fato dos
foliculos pré-antrais, em especial os primordiais, serem mais resistentes aos danos causados
pela criopreservacdo (SHAW, 2000). Entre os processos de criopreservacao a vitrificagao tem
se destacado por proporcionar maior viscosidade, impedindo formacdo de cristais de gelo no
meio intracelular (SANTOS et al., 2007).

A exposi¢do de tecidos aos crioprotetores, a redu¢do de temperatura e aquecimento
podem desencadear danos celulares morfolégicos e estruturais (DERMICI et al., 2001).
Durante a vitrificacdo, a formacgdo de espécies reativas de oxigé€nio pode ser gerada por meio
de diferentes mecanismos, como o0 aumento metabdlico oxidativo, estresse osmotico
(CASTRO et al., 2011), ou mesmo alteracdes nos mecanismos de defesa celular como dos
antioxidantes, que protegem as células da peroxidagdo lipidica (RIBEIRO et al., 2005). A
presenca de espécies reativas de oxigénio em excesso tende a causar alteragdes celulares
como danos nas membranas celulares. Com objetivo de minimizar estes danos causados pelo
processo de vitrificacdo/ aquecimento o uso de antioxidantes como catalase (CARVALHO et
al., 2013 e resveratrol tem sido empregados visando reduzir a produgdo de espécies reativas
de oxigénio (TAKEO et al., 2014).

O resveratrol tem se destacado por apresentar propriedades farmacologicas de acdo
benéfica sobre os tecidos, ¢ um antioxidante com ac¢do anti-inflamatéria, anticancerigena,
neuroprotetora, cardioprotetora, entre outros (WANG et al.,, 2013). Além de modular e
melhorar as defesas antioxidantes celulares por meio de acdo direta ou indireta sobre as
espécies reativas de oxigénio (LEE et al., 2010). Na vitrificacdo as espécies reativas de
oxigénio parecem aumentar, principalmente apos o aquecimento celular, uma vez que ha a
reintroducdo do oxigénio nas células criopreservadas bem como a retomada das reacdes de
oxidagdo e reducdo, culminando com a producdo de espécies reativas de oxigénio,
evidenciando a necessidade do aumento das defesas antioxidantes apds o aquecimento celular
(GIARETTA et al., 2013).

Segundo Diniz et al. (2005) ovérios de fetos bovinos acima de 180 dias de gestacdo
apresentam foliculos pré-antrais em todos os estagios de desenvolvimento o que possibilita a
avaliacdo dos efeitos da vitrificacdo em todos estes estagios. Uma das técnicas eficientes para
se avaliar o efeitos dos processos de criopreservagdo de tecidos € a histologia classica, por ser

pratica, eficiente e de baixo custo (FABRI et al., 2014) As seccdes histoldgicas sdo utilizadas
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para avaliar a morfologia e a viabilidade do tecido ovariano apds vitrificagdo/ aquecimento,
além de permitir a classificagdo folicular quanto ao desenvolvimento (primordial, transi¢do,
primarios e secundario).

Na literatura ndo hi estudos sobre a vitrificacdo de fragmentos ovarianos de fetos
bovinos associados ao antioxidante resveratrol. Desta forma, objetivou-se com este estudo
avaliar a morfologia de foliculos ovarianos pré-antrais de fetos bovinos apds os

procedimentos de vitrificagdo/ aquecimento associada ou nao ao resveratrol.

2 Material e Métodos

2.1 Coleta dos Ovarios

Ovirios de fetos bovinos (n = 18) a partir de 180 dias de gestacdo foram obtidos de
frigorifico local. A idade dos fetos foi determinada pela distincia em centimetros da
articulagdo atlanto-occiptal e a inser¢ao da cauda (REXOARD et al., 1974). Apos a coleta, os
ovéarios foram lavados em alcool 70% por 10 segundos, em seguida lavados duas vezes em

PBS e transportados em caixa isotérmica a temperatura de 4°C, por até 2 horas.

2.2 Preparaciao das amostras

No laboratdrio os ovarios foram cortados ao meio e a fragmentacao do cértex ovariano
originou fragmentos de 3 mm x 3mm x Imm. Foram distribuidos 6 fragmentos/ réplica aos
seguintes grupos: controle (C), sem resveratrol (SR) e com resveratrol (CR), realizado 3
réplicadas. Uma parte dos fragmentos (n=2) do grupo controle foi fixada em paraformaldeido
4% por 3 horas e em seguida fixada em alcool 70% para andlise de histologia classica e outra
parte (n=4) reservada para outras andlises. Os fragmentos dos grupos vitrificados (n=6) e
vitrificados com resveratrol (n=6) passaram por processo de vitrificacdo antes da fixa¢do em

paraformaldeido 4% por 3 horas e fixacdo em alcool 70% (CARVALHO et al., 2014).
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2.3 Vitrificacao e aquecimento

O processo de vitrificacdo de fragmentos ovarianos envolveu o equilibrio das amostras
em duas solucdes de vitrificagdo (SV) com diferentes concentragdes de crioprotetores
(CARVALHO et al., 2014). A solucdo 1 (SV1) continha TCM199 suplementado com 10 mg/
mL de Albumina Sérica Bovina (BSA), 0,25 M de sacarose, 10% de EG e 10% DMSO. A
solug@o 2 (SV2) foi composta por TCM199 suplementado com 10mg/ mL Albumina Sérica
Bovina (BSA), 0,25 M de sacarose, 20% de EG e 20% DMSO. O tratamento com resveratrol
SV1Res utilizou as mesmas solugdes de base (SV1) com o acréscimo do antioxidante 20 uM
resveratrol (TAKEO et al., 2014). Do mesmo modo SV2Res composto por SV2 e adicionado
20 uM resveratrol. Os fragmentos foram expostos a SV1 e SV1Res, respectivamente grupo
sem resveratrol (SV1) e com resveratrol (SV1 Res), durante 4 minutos e em seguida expostos
a SV2/ SV2Res durante 1 minuto, todo os procedimentos realizados a temperatura ambiente.

Em seguida os fragmentos foram envasados em bainhas francesas com SV2 que foram
vedadas com massa acrilica. As palhetas foram expostas ao vapor de nitrogénio por 5 minutos
(-30°C) e mergulhadas em nitrogénio liquido por 1 minuto em seguida armazenadas em
nitrogénio liquido (-196°C) durante uma semana (TING et al., 2011).

Para o aquecimento, as amostras foram expostas a temperatura ambiente a 25°C por 30
segundos e em seguida imersas em banho-maria a 37°C durante 1 minuto. Apds o
aquecimento, o grupo de fragmentos vitrificados sem o resveratrol foi submetido a remog¢do
da solugdo de vitrificacio por meio de solucdo de lavagem (SL), realizada em 3 etapas: I)
TCM199 + 3 mg/ mL de BSA +0,5M de sacarose, II) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA + 0,25
M de sacarose, e III) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA. O grupo de fragmentos vitrificados com
resveratrol também foi submetido a remocao da solucao de vitrificagdo como a anterior, sendo
que a solucdo de lavagem I foi acrescida 20 uM resveratrol, II) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA
+ 0,25 M de sacarose, e III) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA. Os fragmentos ficaram por 5
minutos em cada etapa em ambos os grupos (CARVALHO et al., 2014). Apds aquecimento
os fragmentos foram incubados por 24 horas em placas de 24 pocos contendo 500 pL. de meio
TCM 199 suplementado com gentamicina (1pL/mL), em temperatura ambiente (25°C) (DAI
et al., 2015).
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2.4 Histologia classica

Os fragmentos foram fixados em paraformaldeido a 4%, em é&lcool 70% e
encaminhados para andlise de histologia classica e apds inclusdo em parafina os fragmentos
foram seccionados serialmente a 7 um de espessura (ALVES et al., 2015) e corados com
hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram analisadas utilizando microscopia de luz
(Nikon, Japao) em aumento de 400x e imagens capturadas pelo Leica Software Imaging,
Wetzlar, Alemanha.

Os foliculos foram classificados em normais quando o ovdcito e nucléolo estavam
preservados e circundados por células da granulosa organizadas em uma ou mais camadas e
os foliculos degenerados (anormais) aqueles que apresentaram citoplasma do ovocito retraido
ou desorganizado, com células da granulosa separada da membrana basal e ovécito com
nicleo picnético (RODGERS; IRVING-RODGERS, 2010). Os foliculos pré-antrais foram
quantificados e classificados de acordo com a fase de desenvolvimento em primordial
(ovocito rodeado por uma camada de células da granulosa achatadas com forma eliptica),
transicdo (uma camada de células da granulosa achatada e cuboides), primario (uma camada
completa de células da granulosa cuboides e todo o ovdcito com aspecto esférico) e
secundario (ovocito com zona pelicida rodeado por duas ou mais camadas de células da
granulosa cuboides) (FIGUEIREDO et al., 1993)

Foram medidos apenas didmetro dos foliculos pré-antrais incluosos em fragmentos
ovarianos de fetos bovinos morfologicamente normais. A medida foi calculada a partir da
média de dos eixos perpendiculares de cada estrutura (foliculo e ovécito) através do programa
computacional Las Ez aumento de 400x. Todas as avaliacdes e medi¢des foram realizadas

pelo mesmo operador.

2.5 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa computacional Sigma
Plot 11.0 (Systat Software Inc, San Jose, California, EUA). Os dados que ndo apresentaram
distribuicao normal (teste de Shapiro-Wilk) foram submetidos a transformacdo logaritmica.
As variaveis paramétricas (diametro folicular e ovocitério, razao didmetro folicular/ovocitario
e percentual médio de foliculos normais) foram comparadas entre os tratamentos pelo teste

de Kruskal-Wallis.
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A andlise de regressdo linear avaliou a associagdo entre porcentagem de foliculos
normais e classe folicular. Em adi¢do, a razdo de chances (Odds Ratio) foi determinada para
avaliar a influéncia da classe folicular sobre a porcentagem de foliculos normais apds a
vitrificacdo com resveratrol. Os dados foram apresentados na forma de média (* erro padrdo

da média) e percentagem e os resultados considerados significativos quando P < 0,05.

3 Resultados

Foram avalidos 2 fragmentos/ réplica/ grupo, totalizando 53.559 foliculos distribuidos
em 881 secgdes histologicas. O percentual médio de foliculos normais diferiu entre os
tratamentos (P < 0,05) de modo que o grupo de foliculos vitrificados com resveratrol foi
superior ao grupo dos vitrificados sem resveratrol. Além disso, a proporcdo de foliculos
normais vitrificados com resveratrol foi superior nas classes primordial, transicdo e primario
quando comparado com o grupo vitrificado sem resveratrol (Tabela 1). No grupo de foliculos
vitrificados a propor¢do de foliculos normais foi maior (P < 0,05) nas classes dos foliculos
primordiais e de transi¢do. J4 no grupo de foliculos vitrificados com resveratrol a classe de
foliculos primordiais apresentou maior propor¢ao (P < 0,05) de foliculos vidveis. Em
contrapartida a classe de foliculos secundarios apresentou a menor propor¢do de foliculos

normais nos tratamentos avaliados.

Tabela 1 — Percentual médio (+ epm) de foliculos pré-antrais normais de ovéarios de fetos

bovinos de acordo com a classe de desenvolvimento folicular nos diferentes tratamentos.

Primordial Transi¢ao Primério Secundario Total
Controle 683 +12%°  714+21% 684+32% 5790+624 681+12%
Vitrificado 33,5+1,88  327+258% 211+288 119+318 328+178

Resveratrol 57,0+1,4  498+25%® 451+33 175+298 561+14€
A,B,C

na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05)

¢ na mesma linha diferem entre si (P < ,05)

Adicionalmente, a analise de regressdo linear considerando os foliculos dos
tratamentos vitrificado e vitrificado com resveratrol demonstrou uma associa¢do negativa (P <
0,05) entre a proporcao de foliculos vidveis e o estagio de desenvolvimento folicular (Figura

1).
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Viabilidade = 57,069 - (8,953 x classe folicular)
r=-0,25 R2=0,06 P < 0,001
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Figura 14 - Propor¢cdo de foliculos pré-antrais viaveis nas diferentes classes de

desenvolvimento folicular. Andlise de regressao linear simples representada pela equacio e

pela linha.

A andlise de razdo das chances (Odds ratio) entre os grupos de foliculos vitrificados
demonstrou que independente da classe folicular, a probabilidade de encontrar foliculos
viaveis foi 2,5 vezes superior (P < 0,05) no grupo de foliculos vitrificados na presenca do
antioxidante resveratrol (Tabela 2). Na comparacao entre classes foliculares, observou-se que
foliculos primordiais do grupo com resveratrol apresentaram 2,5 vezes (P < 0,05) mais chance
de viabilidade apds a vitrificagdo. Em adic@o as classes de foliculos em desenvolvimento
vitrificados na presenca de resveratrol também apresentaram maiores chances de viabilidade

em comparacdo ao grupo de foliculos vitrificados.
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Tabela 2 — Razdo de chances (Odds ratio) para viabilidade folicular nas diferentes classes

foliculares dos grupos vitrificado e vitrificado com resveratrol

Classe folicular ~ Grupos Viabilidade OR IC-95% Valor-P
Vitrificado 29,4 (4043/13725)

Primordial Vs. 25 24-27 0,0001
Vitrificado

Resveratrol 51,8 (7534/14544)

Vitrificado 31,1 (366/1175)

Transi¢do VS. 2,1 1,7-2,5 0,0001
Vitrificado

Resveratrol 48,8 (416/ 851)

Vitrificado 22,1 (92/ 415)
Primaério VS. 2,7  2,0-3,7 0,0001

Vitrificado

Resveratrol 43,8 (171/390)

Vitrificado 10,1 (16/157)

Secundario VS. 24  13-44 0,0052

Vitrificado

Resveratrol 21,5 (51/237)

Vitrificado 29,1 (4517/15472)

Total VS. 25 24-26 0,0001
Vitrificado
Resveratrol 51,0 (8172/16022)

OR: Odds ratio IC: Intervalo de confianca Valor-P (P < 0,005)

A razdo das chances para viabilidade folicular entre as classes foliculares dentro do
grupo de foliculos vitrificados com resveratrol demonstrou que a chance de se observar
foliculos normais é maior (P < 0,05) nas fases iniciais de desenvolvimento folicular (Tabela
3). Sendo assim, a maior chance foi observada quando comparadas as classes de foliculos

primordiais com a de secundérios.
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Tabela 3 - Razdo das chances (Odds ratio) para viabilidade folicular apos vitrificagdo com

resveratrol

Classes foliculares Viabilidade % OR IC -95% Valor-P
Primordial 51,8 (7534/14544)

VS. 1,1 09-1,2 0,1052
Transicao 48,8 (416/851)
Primordial 51,8 (7534/14544)

VS. 1,4 1,1-1,6 0,0023
Primaério 43,8 (171/390)
Primordial 51,8 (7534/14544)

VS. 3,9 2,8-5,3 0,0001
Secundario 21,5 (51/237)
Transi¢do 48,5 (416/851)

VS. 1,2 09-1,5 0,1121
Primaério 43,8 (171/390)
Transi¢do 48,8 (416/851)

VS. 3,4 2,4-48 0,0001
Secundario 21,5 (51/237)
Primaério 43,8 (171/390)

VS. 2,8 1,9-4,1 0,0001
Secundario 21,5 (51/237)

OR: Odds ratio

IC: Intervalo de confianca

Valor-P (P < 0,005)

As médias dos diametros dos foliculos primordiais foram semelhantes (P > 0,05) nos

grupos controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol (Tabela 4). Em contrapartida, o

didmetro dos foliculos de transicdo e seus respectivos ovdcitos foram menores quando

submetidos ao processo de vitrificagdo com resveratrol (P < 0,05). O que ndo foi observado

para os foliculos primarios.
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Tabela 4 — Média (= epm) dos diametros dos foliculos e ovocitos das diferentes classes

foliculares nos tratamentos controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol.

Primordial Transicao Primario

Foliculo Ovocito Foliculo Ovécito Foliculo Ovécito

303£1,8% 264+1,0° 335+1,9% 253+1,7% 339+20" 221+1,7%
Controle

Vitrificado  30,9+0,7* 268+0,8”" 36,0+0,7% 279+0,7%* 352+09" 188+0,7%

Vitrificado+ 263 +1,1* 215+12% 285+16% 204+1,0% 318+18" 196+13%

Resveratrol

AB ha mesma coluna diferem entre si P <0,05)

A razdo diametro folicular e ovocitario foi analizada (Tabela 5). Na comparacao entre
os grupos controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol na classe de foliculos primordiais
nio houve diferenca (P > 0,05) na razdo (foliculo/ ovocito). Esta propor¢do na classe de
foliculos de transi¢do foi menor (P < 0,05) no grupo de foliculos vitrificados com resveratrol
em relacdo do grupo vitrificado sem resveratrol. Por outro lado, os foliculos primérios do
grupo vitrificado apresentaram maior razio (P < 0,05) comparado aos tratamentos controle e

vitrificado com resveratrol.

Tabela 5 — Razdo (+ epm) das médias dos didmetros folicular e ovocitario nos tratamentos

controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol

Primordial Transi¢ao Primério
Controle 1,14 £0,04 4 1,34 + 0,06 A8 1,56 0,04 *
Vitrificado 1,15+0,024 1,29 + 0,02 2 1,89 £0,08 B
Vitrificado + A s A
1,24 +0,03 1,39 £ 0,02 1,63 0,03
Resveratrol
A, B

na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05)
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4 Discussao

Dentro de nosso conhecimento, este foi o primeiro trabalho que avaliou os efeitos da
vitrificacao de foliculos pré-antrais de fetos bovinos associada ao resveratrol. A propor¢ao de
foliculos normais diferiu entre os tratamentos de modo que o grupo de foliculos vitrificados
com resveratrol foi superior ao grupo dos vitrificados sem resveratrol, comprovando que a
associacdo de agentes crioprotetores intracelulares DMSO e EG com antioxidante resveratrol
preservou a morfologia apds os processos de vitrificagdo/ aquecimento de foliculos ovarianos
pré-antrais de fetos bovinos. A formacdo de espécies reativas ao oxigénio aumenta apos o
aquecimento celular, uma vez que ha reintroducio de oxigénio nas células criopreservadas, e
a retomada das reagcbes oxidacdo e reducao, evidenciando a necessidade do aumento das
defesas antioxidantes apos o aquecimento celular (TATONE et al., 2010). Os antioxidantes
permitem maior protecdo as membranas plasmaéticas, por agirem sobre as espécies reativas ao
oxigénio como radical anion superoxido (O;), peréxido de hidrogénio (H,O,), radical
hidroxila (OH") (BARROS et al., 2001) provenientes do processo de vitrificacdo/ aquecimento
e do metabolismo celular.

O resveratrol proporciona equilibrio osmoético durante a vitrificacdo, especialmente no
aquecimento (GIARETTA et al., 2013), momento em que o metabolismo celular foi
restabelecido (CARVALHO et al., 2014), e que a integridade de membrana plasmética &
imprescindivel para a viabilidade celular (COURBIERE et al., 2005). O uso de resveratrol em
ovdcitos suinos durante a maturacao, vitrificagdo e aquecimento ou 2 horas apds aquecimento
previne e inibi aos danos causados pela criopreservacdo (GIARETTA et al., 2013). Carvalho
et al. (2014) propdem que a adi¢do de antioxidantes em qualquer etapa da vitrificacdo/
aquecimento de fragmento de tecidos ovarianos pode prevenir a producio de espécies reativas
de oxigénio causada pela criopreservacao.

No grupo de foliculos vitrificados a propor¢ao de foliculos normais foi superior nas
classes dos primordiais e de transicdo, enquanto que no grupo de foliculos vitrificados com
resveratrol a classe de foliculos primordiais apresentou a maior proporcao de viabilidade. De
acordo com KAGAWA et al. (2009), os ovQcitos imaturos presentes no interior dos foliculos
pré-antrais, principalmente os primordiais sd3o mais resistentes ao processo de vitrificacdo/
aquecimento que ovoécitos maduros. Para SHAW et al. (2000) isto ocorre devido as
caracteristicas como o tamanho do ovocito, baixa taxa metabolica, fase celular préfase I,

auséncia de zona pelucida, auséncia de granulos corticais e pequena quantidade de lipidios
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intracitoplasmaticos, o que poderia ter contribuido para melhorar a permeabilidade aos
agentes crioprotetores e diminuir a formacao de radicais livres.

A classe de foliculos secundérios apresentou a menor propor¢ao de foliculos normais
em ambos os tratamentos e a associacdo negativa entre a propor¢do de foliculos vidveis e o
estagio de desenvolvimento folicular confirma que o processo de criopreservacdo tende
favorecer os foliculos pré-antrais nas fases iniciais de desenvolvimento por serem foliculos
pouco diferenciados celularmente, corroborando com outros estudos (HOVATTA et al., 2005;
VAIJTA et al., 1998).

Além disso, a andlise de razdo das chances (Odds ratio) entre os grupos de foliculos
vitrificados demonstrou, que independente da classe folicular a probabilidade de se encontrar
foliculos vidveis foi superior no grupo de foliculos vitrificados na presenca do antioxidante
resveratrol. O antioxidante resveratrol tem sido uma alternativa a ser utilizada para melhorar
indices na producdo in vitro de embrides criopreservados, elevando taxa de sobrevivéncia e
eclosdo, ap0s vitrificacdo/ aquecimento (SALZANO et al., 2014; COMIZZOLI et al., 2009).

Na comparacdo entre classes foliculares, os foliculos primordiais do grupo com
resveratrol apresentaram 2,5 vezes mais chance de viabilidade apos a vitrificagdo. Os
foliculos vitrificados com resveratrol demonstraram que a chance de se observar foliculos
normais € maior nas fases iniciais de desenvolvimento folicular, segundo (SILVA et al., 2002)
fases iniciais de desenvolvimento folicular sdo mais resistentes a vitrificacdo/ aquecimento e
metabolicamente menos ativos.

Em relacdo a viabilidade folicular o uso deste antioxidante na concentracdo de 0,5 uM
em meio de maturacdo esta relacionado a alta taxa de blastocistos (43,5%) e baixa expressao
de genes reguladores de apoptose como Bcl-2 e Caspase-3 (LEE et al., 2010). Solucdes de
aquecimento suplementadas com resveratrol (2 pM) reduziram os niveis de apoptose em
ovdcitos suinos apos aquecimento (GIARETTA et al., 2013; KWAK; HYUM, 2012). Em
bovinos, a maturagdo de ovdcitos com resveratrol nas concentragdes 0,1 - 1 e 10 uM
aumentaram as concentracgdes intracelulares de glutationa (GSH), um dos sistemas de defesa
antioxidante celular (WANG et al., 2013).

As médias dos diametros dos foliculos primordiais foram semelhantes nos grupos
controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol. Em contrapartida, o diametro dos foliculos
de transic@o e seus respectivos ovoécitos foram menores quando submetidos ao processo de
vitrificagdo com resveratrol. Segundo Luz et al. (2012) as alteragdes na permeabilidade da
membrana celular podem levar ao aumento de 4dgua intracelular e consequentemente aumento

do volume celular, além da presenca de vactolos citoplasmaticos e degeneracdo celular. Os
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foliculos e ovdcitos retraem quando expostos a crioprotetores intracelulares (SANTIN et al.,
2009), devido a desidratacdo causada pela hiperosmolaridade do meio extracelular, pois a
membrana celular é mais permedvel a saida de 4dgua do que a entrada de crioprotetores
(HOLT, 2000).

A semelhanca entre os diametros foliculares e ovocitarios na classe dos foliculos
priméarios em todos os grupos de tratamento demonstra que o resveratrol proporcionou
condi¢cdes favordveis para que os foliculos tivessem entrada controlada de 4gua e por isso se
apresentaram menores na fase de transicdo, mas que na fase seguinte ja recuperaram as taxas
de crescimento observadas nos outros grupos. Este fato pode ter contribuido para a
preservacdo da viabilidade folicular no grupo vitrificado com resveratrol. Durante o
aquecimento € necessario a utilizacdo de uma solucdo que atue como tampao osmotico para
evitar a entrada rapida de 4gua na célula e levar ao aumento exagerado de volume e danos
celulares (SANTOS et al., 2006). A comunica¢do do ovdcito e células da granulosa por
aderéncia pode facilitar a recuperacao do didmetro destas estruturas, que expressam o gene
SIRT 1 (EMIDIO et al., 2014; WANG et al., 2013) relacionado a biogé€nese mitocondrial e
ativado pelo antioxidante resveratrol (KWAK; HYUM, 2012). Estudo anterior avaliou os
beneficios do resveratrol na concentracao de 20 uM em ovdcitos bovinos e observou que este
antioxidante regula a expressdo de SIRT-1 em ovdcitos, consequentemente 0 aumento no
numero de mitocdndrias e ATP em ovécitos maturados (TAKEO et al., 2014).

E importante ressaltar que estudos sobre o uso de antioxidantes, especialmente o
resveratrol, em processo de vitrificacdo/aquecimento auxiliam no desenvolvimento de novas
técnicas na criopreservacdo de foliculos ovarianos pré-antrais, principalmente de fetos
bovinos, com a perspectiva de melhoramento genético, por meio de geracdo de descendentes
férteis, além da reduc¢do de intervalo de geracdes e com o genoma bem preservado.

Os resultados nos permitem concluir que o resveratrol beneficiou a preservacdo de
foliculos pré-antrais em fases iniciais de desenvolvimento quando submetidas ao processo de
vitrificacdo/ aquecimento, uma vez que estes foliculos inclusos em fragmentos de tecido
ovariano de fetos bovinos apresentaram melhor morfologia celular quando associados ao
antioxidante resveratrol, evidenciando seu efeito positivo na manutencdo e viabilidade

folicular sobre a membrana citoplasmatica celular.
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Viabilidade tecidual e producao de espécies reativas de oxigénio de

fragmentos ovarianos de fetos bovinos vitrificados com resveratrol

Resumo: Objetivou-se com este estudo analisar a viabilidade tecidual e a produgdo de
espécies reativas de oxigénio apds os procedimentos de vitrificacdo/ aquecimento de
fragmentos ovarianos de fetos bovinos associados ou ndo ao resveratrol. Foram fragmentados
(3mm x 3mm x 1mm) ovérios (n=18) de fetos bovinos e distribuidos aos tratamentos: controle
(C), vitrificado sem resveratrol (SR) e vitrificado com resveratrol (CR) e realizado a analise
em microscopia confocal com as sonda diacetato diclorofluoresceina (DCF) e iodeto de
propideo (IP). Os niveis de fluorescéncia emitidos pelo IP no grupo de fragmentos vitrificados
com resveratrol foram semelhantes (P > 0,05) ao grupo controle. As EROs avaliadas pela
probe DCF foram semelhantes entre os grupos vitrificado sem e com resveratrol. O grupo
controle apresentou maior nivel de fluorescéncia com DCF (P < 0,05) comparado aos outros
grupos. A intensidade de fluorescéncia emitida com a utilizacdo de ambas probes diminuiu (P
< 0,05) com o aumento da profundidade tecidual analisada, confirmado pela andlise de
regressdo linear. Houve associacdo positiva (P < 0,01) entre os niveis de células degeneradas
e as taxas de espécies reativas de oxigénio produzidas nos tratamentos com diferentes
profundidades do tecido ovariano, independentemente do tratamento e da profundidade
tecidual. Todos os grupos apresentaram similaridade para os baixos niveis de EROs. A
propor¢ao de fragmentos com alto EROs foi superior (P < 0,05) no grupo controle comparado
aos tratamentos de vitrificacdo. Conclui-se que a producdo de EROs e viabilidade tecidudal
por meio de andlise de microscopia confocal em fragmentos de tecido ovarianos apds
vitrificacdo associada ao antioxidante resveratrol permitiu uma menor producdo de EROs e

maior viabilidade tecidual.

Palavras-chave: Antioxidante. 2'7' diacetato diclorofluoresceina. Foliculos pré-antrais. lodeto

de propideo.
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Tissue viability and oxidative produce reactive oxygen species of ovarian

fragments of bovine fetuses vitrified with resveratrol

Abstract: The aim of this study was to analyze the tissue viability and the production of
reactive oxygen species after the vitrification / warning procedures of ovarian fragments of
bovine fetuses associated or not with resveratrol. Ovaries (n = 18) of bovine fetuses were
fragmented and distributed to the treatments: control (C), vitrified without resveratrol (SR)
and vitrified with resveratrol (CR), and confocal microscopy Probe diacetate
dichlorodihydrofluorescein (DCF) and propidium iodide (PI). The fluorescence levels emitted
by PI in the group of fragments vitrified with resveratrol were similar (P> 0.05) to the control
group. The EROs evaluated by the DCF probe were similar between the vitrified groups
without and with resveratrol. The control group presented a higher level of fluorescence with
DCEF (P <0.05) compared to the other groups. The intensity of fluorescence emitted with the
use of both probes decreased (P <0.05) with the increase of tissue depth analyzed, confirmed
by the linear regression analysis. There was a positive association (P <0.01) between
degenerate cell levels and the rates of reactive oxygen species produced in treatments with
different depths of ovarian tissue, regardless of treatment and tissue depth. All groups showed
similarity to the low levels of ROS. The proportion of fragments with high EROs was higher
(P <0.05) in the control group compared to the vitrification treatments. It was concluded that
the production of EROs and tissue viability by means of confocal microscopy analysis in
ovarian tissue fragments after vitrification associated with the antioxidant resveratrol, better
cryopreserved the ovarian fragments, allowing a lower production of ROS and greater

viability.

Keywords: Antioxidants. 2'7' dichlorofluorescein diacetate. Preantral follicles. Propidium

iodide.
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1 Introducao

A criopreservacdo de tecido ovariano tem sido uma estratégia para proteger a funcdo
ovariana de mulheres jovens com cancer dos efeitos toxicos da quimioterapia e radioterapia.
Além disso, esta técnica vem sendo difundida com o intuito de preservar os gametas de
animais de alto valor genético ou em vias de extin¢do (FIGUEIREDO et al., 1993).

Estudos tém sido realizados com objetivo de aprimorar o processo de criopreservaciao
de gametas femininos de modo a obter melhor aproveitamento do potencial reprodutivo. Entre
os métodos de criopreservacdo a vitrificagdo € considerada viavel e eficiente para a
criopreservacdo de tecido ovariano por apresentar altas taxas de sobrevivéncia de foliculos
pré-antrais ovarianos ja estudados em roedores (FATEHI et al., 2013; WANG et al., 2011;
HASEGAWA et al., 2006), ovinos (SANTOS et al., 2007), caprinos (CARVALHO et al.,
2011),bovino (BAO et al., 2010), suinos (HASHIMOTO et al., 2013), macacos (SUZUKI et
al, 2012; YEOMAN et al., 2005) e seres humanos (KHOSRAVI et al, 2013; AMORIM et al.,
2012; SHEIKHI et al., 2011; DONNEZ et al., 2004). O efeito negativo do processo de
criopreservacao siao os danos a estrutura celular decorrente da formacgdo de espécies reativas
de oxigénio EROs (AGARWAL et al., 2005) que sdo produzidas fisiologicamente pelo
metabolismo celular. O excesso de EROs ou niveis de antioxidantes insuficientes torna-se
prejudiciais as células, levando a oxidacdo de biomoléculas como proteinas, carboidratos e
lipideos, DNA e perda da homeostase celular ocasionando danos irreverssiveis e morte celular
(GOMES; FERNANDES; LIMA, 2005). Com o objetivo de minimizar a producdo de EROs
tem sido utilizada substancias antioxidantes nas solucdes de vitrificacdo e/ou de aquecimento

O antioxidante resveratrol, encontrado em frutas vermelhas, como casca de uva e
amoras tem se destacado devido a sua capacidade de reduzir a producdo de espécies reativas
de oxigénio mitocondrial (DODE; SPRICIGO, 2014). Estudos comprovaram o efeito positivo
do resveratrol na produgdo in vitro de embrides (LEE et al. 2010), na maturaciao de ovdcitos
antes da vitrificagdio (GIARETTA et al 2013), e na capacidade de elevar a taxa de
sobrevivéncia e de eclosdo apds vitrificacdo/ aquecimento em ovdcitos bovinos quando
adicionado aos meios de cultivo (ABDEL-WAHAB, 2012). Ha a possibilidade de que a
associacdo do antioxidante resveratrol pode melhorar a integridade, viabilidade e promover
reducdo de espécies reativas de oxigénio dos foliculos pré-antrais de fetos bovinos apds os
procedimentos de vitrificacdo/ aquecimento.

Existem varios métodos para avaliar o efeito da criopreservacdo associada a

antioxidantes na preservagao de foliculos pré-antrais, porém, os testes rapidos podem poupar
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tempo, viabilizar a técnica e o aproveitamento posterior da amostra de tecido ovariano. A
identificacdo de EROs em andlise em microscopia confocal por meio de sonda fluorescente
tem sido utilizada com o objetivo de quantificar o estresse oxidativo de tecidos e foliculos
ovarianos ap0s criopreservacdo (FABRI et al., 2014). As sondas fluorescentes sdo excelentes
sensores de espécies reativas de oxigénio, devido a alta sensibilidade, aplicabilidade,
simplicidade na coleta e anélise de dados, além de apresentar alta resolucdo espacial em
técnicas de imagem microscopica.

Ovérios de fetos bovinos acima de 180 dias de gestacdo apresentam foliculos pré-
antrais em todos os estigios de desenvolvimento (primordial, transicdo, primario e
secundario) o que possibilita a avaliagdo dos efeitos da vitrificacdo em todos estes estagios e o
aproveitamento destes fragmentos pode representar um grande avanco no melhoramento
genético da espécie.Nao ha relatos sobre a vitrificagdo de fragmentos ovarianos de fetos
bovinos nem a associacdo do resveratrol para este procedimento na espécie desta forma,
objetivou-se com este estudo analisar a viabilidade tecidual e a producdo de espécies reativas
de oxigénio apds os procedimentos de vitrificacdo/ aquecimento associados ou ndo ao

resveratrol de fragmentos ovarianos de fetos bovinos.

2 Material e Métodos

2.1 Coleta dos Ovarios

Ovirios de fetos bovinos (n = 18) a partir de 180 dias de gesta¢ao foram coletados em
frigorifico local. A idade dos fetos foi determinada pela distincia em centimetros da
articulagdo atlanto-occiptal e a inser¢ao da cauda (REXOARD et al., 1974). Apos a coleta, os
ovéarios foram lavados em alcool 70% por 10 segundos, em seguida lavados duas vezes em

PBS e transportados em caixa isotérmica a temperatura de 4°C, por até 2 horas.

2.2 Preparacao das amostras

No laboratério os ovarios foram cortados ao meio e a fragmentacao do cortex ovariano

originou fragmentos de 3 mm x 3mm x Imm. Foram distribuidos 4 fragmentos/ réplica aos

seguintes grupos: controle (C), sem resveratrol (SR) e com resveratrol (CR), realizado 3
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réplicadas. Os fragmentos dos grupos vitrificados e vitrificados com resveratrol passaram por
processo de vitrificacdo antes da fixagdao em paraformaldeido 4% por 3 horas e fixacdo em

alcool 70% (CARVALHO et al., 2014).

2.3 Vitrificacao e aquecimento

O processo de vitrificacdo de fragmentos ovarianos envolveu o equilibrio das amostras
em duas solucdes de vitrificagdo (SV) com diferentes concentracdes de crioprotetores
(CARVALHO et al., 2014). A solucdo 1 (SV1) continha TCM199 suplementado com 10 mg/
mL de Albumina Sérica Bovina (BSA), 0,25 M de sacarose, 10% de EG e 10% DMSO. A
solug@o 2 (SV2) foi composta por TCM199 suplementado com 10mg/ mL Albumina Sérica
Bovina (BSA), 0,25 M de sacarose, 20% de EG e 20% DMSO. O tratamento com resveratrol
SV1Res utilizou as mesmas solugdes de base (SV1) com o acréscimo do antioxidante 20 uM
resveratrol (TAKEO et al., 2014). Do mesmo modo SV2Res composto por SV2 e adicionado
20 uM resveratrol. Os fragmentos foram expostos a SV1 e SV1Res, respectivamente grupo
sem resveratrol (SV1) e com resveratrol (SV1 Res), durante 4 minutos e em seguida expostos
a SV2/ SV2Res durante 1 minuto, todo os procedimentos realizados a temperatura ambiente.

Em seguida os fragmentos foram envasados em bainhas francesas com SV2 que foram
vedadas com massa acrilica. As palhetas foram expostas ao vapor de nitrogénio por 5 minutos
(-30°C) e mergulhadas em nitrogénio liquido por 1 minuto em seguida armazenadas em
nitrogénio liquido (-196°C) durante uma semana (TING et al., 2011).

Para o aquecimento, as amostras foram expostas a temperatura ambiente a 25°C por 30
segundos € em seguida imersas em banho-maria a 37°C durante 1 minuto. Apds o
aquecimento, o grupo de fragmentos vitrificados sem o resveratrol foi submetido a remog¢do
da solucdo de vitrificacdo por meio de solugdo de lavagem (SL), realizada em 3 etapas: 1)
TCM199 + 3 mg/ mL de BSA +0,5M de sacarose, II) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA + 0,25
M de sacarose, e III) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA. O grupo de fragmentos vitrificados com
resveratrol também foi submetido a remocao da solucao de vitrificagdo como a anterior, sendo
que a solucdo de lavagem I foi acrescida 20 uM resveratrol, II) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA
+ 0,25 M de sacarose, e III) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA. Os fragmentos ficaram por 5
minutos em cada etapa em ambos os grupos (CARVALHO et al., 2014). Apos aquecimento

os fragmentos foram incubados por 24 horas em placas de 24 pocos contendo 500 pL. de meio
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TCM 199 suplementado com gentamicina (1uL/mL), em temperatura ambiente (25°C) (DAI
et al., 2015).

2.4 Analise da viabilidade tecidual e nivel de producao de EROS

As amostras foram fixadas em DCF na concentracio 10uM de 2'7' diacetato
dichorodihidrofluoresceina (DCF; H2DCFDA, Sigma® - D6883) por 30 minutos. Em seguida
as amostras foram coradas com iodeto de propidio (Sigma® — P-4170) na concentracdo
100mg/mL em PBS por 15 minutos e fixadas em paraformaldeido 4% por 15 minutos e
armazenadas ao abrigo da luz, em geladeira até leitura em microscopia confocal (Leica LSM
710 Meta), por meio do programa computacional Zeiss, no aumento40 x

Na avaliacdo as amostras (n=36) foram dispostas em lamina, laminula Umida e
avaliadas com laser Argon 488 em comprimentos de onda apropriados para cada sonda, sendo
DCF (A excitagdo= 488 nm e A emissao= 565 nm) e IP ((A excitagdo= 543 nm e A emissdo=
616 nm). Foram avaliados 4 fragmentos de cada tratamento para cada réplica e em todos os
fragmentos foram analisadas imagens em 3D e a combina¢do das sondas. Cada fragmento
passou por 3 avaliagdes gerando 10 seccdes por scaneamento microscopico confocal.

A avaliacdo da oxidacdo intracelular mede a producdo de per6xido de hidrogénio por
meio de detec¢do intracelular de oxidac¢do gerando coloracdo verde que varia de alta a baixa
intensidade de acordo com o grau de oxidacdo (FABRI et al., 2014). As amostras foram
avaliadas com célculo da intensidade de fluorescéncia emitida em pixels A andlise de
integridade de membrana foi realizada com o corante iodeto de propideo que permeia apenas
membrana de células necrosadas, sendo que o corante reage com DNA e RNA citoplasmatico,
gerando fluorescéncia vermelha, ja as cé€lulas normais ndo fluorescem (IDZIOREK et al.

1995).

2.5 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa computacional Sigma

Plot 11.0 (Systat Software Inc, San Jose, California, EUA). Os dados ndo apresentaram

distribuicao normal (teste de Shapiro-Wilk) foram submetidos a transformacgado logaritmica. O
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teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os niveis de DCF e viabilidade tecidual
(iodeto de propideo) entre os tratamentos.

A correlacdo entre espécies reativas de oxigénio e viabilidade folicular dentro dos
tratamentos e em diferentes niveis de profundidade do tecido ovariano foram calculadas pelo
teste de Spearman e a diferencga entre os coeficientes de correlacdo foi realizada pelo teste de
Fischer (Fischer r-to-z transformation). A andlise de regressao linear avaliaou a associa¢do
dos niveis de espécies reativas de oxigénio e a da viabilidade tecidual com a profundidade do
tecido ovariano. Os dados foram apresentados na forma de média (+ erro padrao da média) e

os resultados considerados significativos quando P < 0,05.

3 Resultados

Foram avaliados 36 fragmentos (distribuidos em 3 tratamentos). As imagens geradas a
partir das avaliacOes dos niveis de espécies reativas de oxigénio (DCF), da viabilidade

tecidual (iodeto de propideo) e a combinacdo entre elas estdo demonstradas na Figura 1.
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Controle

Vitrificado

Vitrificado +
Resveratrol

Figura 1 - Imagens representativas de microscopia confocal de fragmentos ovarianos de fetos
bovinos submetidos a vitrificacdo com e sem adicdo de resveratrol. (A; D; G) diacetato
diclorofluoresceina — DCF - H2DCFDA, (B; E; H) iodeto de propideo - IP e (C; F; I) a

sobreposi¢do das probes

As intensidades de fluorescéncia nos diferentes tratamentos com as sondas DCF e IP
estdo demonstradas na figura 2.

Os niveis de espécies reativas de oxigénio foram semelhantes entre os grupos
vitrificados e vitrificados com resveratrol e ambos foram menores que o controle (Figura 2A).
A viabilidade tecidual (IP) no tratamento vitrificado com resveratrol foi semelhante (P > 0,05)

ao grupo controle (Figura 2B).
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Figura 2 - Niveis de intensidades de fluorescéncia nos tratamentos: controle, vitrificado e
vitrificado com resveratrol avaliado com as probes diaceto dihiclorofluoceina e iodeto de

propideo. (a; b) Diferem entre si (P < 0,05).

A fluorescéncia emitida nos diferentes niveis de profundidade tecidual utilizando DCF
e IP foi avaliada (Figura 3). De maneira geral a analise de regressdo linear demonstrou que a
intensidade de fluorescéncia emitida com a utilizagdo de ambas probes diminuiu (P < 0,05)

com o aumento da profundidade tecidual analisada (Figura A, B)
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Figura 3 - A andlise de regressao linear entre intensidade de fluorescéncia e a profundidade

tecidual. Figuras A e B representam probes DCF e IP, respectivamente.

A associac@o entre os niveis de células degeneradas e as taxas de EROs produzidas

nos tratamentos com diferentes profundidades do tecido ovariano estdo apresentadas (Tabela

1). Independente do tratamento e da profundidade tecidual foi observada associa¢do positiva

(P <0,01) entre as varidveis analisadas. Adicionalmente, a correlacdo no grupo de fragmentos

vitrificados com adicdo de resveratrol foi semelhante ao grupo controle (P > 0,05). Por outro

lado, foi observada menor (P < 0,05) correlagdo no grupo de fragmentos vitrificados quando

comparado ao grupo vitrificado com adicao de resveratrol.
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Tabela 1 — Coeficiente de correlagdo (r) das probes fluorescentes DCF e iodeto de propideo

em diferentes profundidades de tecido ovariano.

Coeficiente de correlacio (r)

Profundidade tecido ovariano (um)

Tratamentos 0-25 26 - 50 51-75 75 -100 Acima
Controle 0,46%* 0,55 0,64 0,81%* 0,55%:% AB
Vitrificado 0,41%* 0,41%* 0,48%* 0,58" 0,43%% A
Vitrificado+ ) B

0,64** 0,68%** 0,51* 0,72 0,64%**
Resveratrol

Valores diferem ("P=0,1 - * P < 0,01 - ** P < 0,001).

A B Diferem entre si, na mesma coluna (P <0,05).

Os parametros da intensidade de fluorescéncia verificada com a probe DCF foram
interpretados como niveis proporcionais de espécies reativas de oxigénio (Tabela 2) e estes
niveis foram classificados em baixo, médio e alto, nos diferentes grupos de tratamento. Os
grupos de tratamento apresentaram similaridade para os baixos niveis de espécies reativas de
oxigénio. Entretanto quando os niveis foram considerados medianos o grupo vitrificado com
resveratrol foi maior (P < 0,05) comparado aos outros tratamentos. A propor¢do de
fragmentos com alto nivel de espécies reativas de oxigénio foi superior no grupo controle
comparado aos tratamentos de vitrificacdo. Quando o nivel de intensidade foi baixo o grupo
vitrificado resveratrol apresentou a menor emissao de intensidade de fluorescéncia. Ja a
intensidade fluorescéncia média este mesmo grupo apresenta maior taxa de intensidade

fluorescéncia de emissao.
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Tabela 2 — Diferentes niveis de intensidade de flurescéncia relativos a emissdao da probe DCF
nos tratamentos controle, vitrificado e vitrificado com resveratrol, de acordo com os niveis

baixo, médio e alto.

Intensidade de Fluorescéncia (Pixels)

Tratamentos Baixo Médio Alto

Controle 474 (55/116) B 30,1 (35/116) & 22.4 (26/116) &
Vitrificado 58,7 (67/114) 4 33,3 (38/114) 2 7,8 (9/114) B
Vitrificado+

44,7 (51/114) B 45,6 (52/114) B 9,6 (11/114)®
Resveratrol

ABDjferem entre si, na mesma coluna (P <0,05). -
Nivel EROs (%)

Baixo: < 62,9
Médio: 63 a 103
Alto: > 103,1

4 Discussao

Nao ha até o momento relatos sobre a vitrificacdo de fragmentos ovarianos de fetos
bovinos nem a associacdo do resveratrol para este procedimento na espécie. Os sistemas de
andlises computadorizadas de imagens determinam alta repetibilidade das avaliagdes e s@o
precisos, rapidos e objetivos. Os métodos fluorescentes t€m sido utilizados como método de
diagnéstico ou de triagem em tecidos devido a sua alta sensibilidade (SUZUKI et al., 1997)
utilizado em foliculos pelos pesquisadores (LUNARDI et al., 2015; TAKEO et al., 2014;
LUNARDI et al., 2012) e em tecidos ovarianos (FABRI et al., 2014; KAGAWA et al., 2009;
SANTOS et al., 2007).

A viabilidade tecidual do grupo vitrificado com adi¢cdo de resveratrol foram
semelhantes ao controle. O corante iodeto de propideo tem a propriedade de marcar o DNA
celular e devido ao seu elevado peso molecular, ndo atravessa facilmente membranas integras
(WANG et al., 2008), bem como ndo marcam células apoptéOticas sem que apresentem
alteracdes na permeabilidade da membrana plasmatica (GAWALITTA et al., 2004), como
ocorre nos estagios finais da apoptose (LUNARDI et al 2012). O acréscimo do antioxidante

resveratrol elevou a protecdo da membrana celular dos fragmentos vitrificados, impedindo a
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entrada do marcador IP, reduzindo os efeitos prejudiciais da peroxidagdo lipidica da
membrana celular provocada pelo estresse oxidativo e processo de criopreservagdo
(FREMONT, 2000).

O resveratrol é um antioxidante natural associado a longevidade, o seu potencial
terapéutico vem sendo estudado em muitas dreas como cardiologia, oncologia, infectologia e
em biotecnologia celular e, em especial, na reproducdo (GIRATTA et al., 2013). Segundo
Sato et al. (2014) a adicdo de 20 uM de resveratrol em meio de maturacdo melhora a
qualidade de ovdcitos em suinos e ativa a expressdo do gene SIRT1 presente em foliculos pré-
antrais ovarianos, ovocitos, células da granulosa e blastocistos (WANG et al., 2013), além de
proporcionar efeitos positivos como renovagdo € manutencdo de mitocondrias saudaveis.

Os niveis de EROs avaliados pela probe DCF foram semelhantes entre os grupos
vitrificados e vitrificados com resveratrol. Além disso, o grupo controle apresentou maior
(P<0,05) nivel de fluorescéncia com DCF comparado aos demais grupos. Foi o que ocorreu
em maior propor¢do no grupo controle, que ndo teve contato com resveratrol, que poderia
minimizar a formac¢do de peroxido de hidrogénio no tecido.

O grupo diacetato, por ser apolar, se difunde facilmente através da membrana celular e
no meio intracelular € hidrolizado por esterases intracelulares, deixando livres as moléculas de
DCFH. Estas, por serem polares, proporcionam um excelente substrato ao perdxido de
hidrogénio gerado em excesso, provavelmente, devido ao estresse metabdlico (SILVEIRA,
2004) e ao processo de criopreservacdo (TATEMOTO et al., 2004) que se tornam
fluorescentes na presenca de peroxidos oxidativos. A intensidade de fluorescéncia esti
relacionada a quantidade de perdxidos presentes no tecido (CARVALHO 2014; FABRI et al.,
2014). Foi o que ocorreu em maior propor¢ao no grupo controle, que nio teve contato com o
antioxidante resveratrol, que poderia minimizar a formagdo de peroxido de hidrogénio no
tecido.

A intensidade de fluorescéncia emitida com a utilizacio de ambas probes diminuiu
com o aumento da profundidade tecidual, em todos os grupos avaliados. Segundo Figueiredo
et al. (1993) o parénquima de ovarios fetais € menos fibroso do que ovarios adultos, o que
poderia facilitar a permeabilidade do tecido aos agentes crioprotetores intracelulares e
permitir reducdo de choque osmoético na presencga de sacarose (TING et al., 2015).

Considerando os niveis percentuais medianos de espécies reativas de oxigénio do
grupo vitrificado com resveratrol, notou-se que o antioxidante proporcionou restabelecimento
metabolico equilibrado apds o aquecimento. A suplementacdo de meios de maturagdo in vitro

e procedimento de vitrificagdo/ aquecimento com resveratrol pode modular o processo de
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apoptose, melhorando a resisténcia dos ovocitos as espécies reativas de oxigénio (GIRATTA
et al., 2013) e aos danos induzidos pela criopreservacdo (FAUSTINO et al., 2011). O efeito
benéfico do resveratrol sobre a vitrificagdo de tecidos cultivados in vitro esta relacionado a
sua atividade antioxidante, que mantem a viabilidade celular por protegé-las contra lesodes
oxidativas. Os altos niveis de espécies reativas de oxigénio sdo o principal fator prejudicial
para o desenvolvimento celular in vitro (CARVALHO et al., 2013).

Conclui-se que a producdo de EROs e viabilidade tecidudal por meio de andlise de
microscopia confocal em fragmentos de tecido ovariano apds vitrificacdo associada ao
antioxidante resveratrol preservou melhor os fragmentos ovarianos, permitindo uma menor

producdo de EROs e maior viabilidade tecidual.
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CONSIDERA COES FINAIS

O desenvolvimento de protocolo de solucdes de vitrificagdo, com intuito de reduzir
danos celulares causados pela técnica na criopreservacdo e aquecimento é de grande
relevancia para a pesquisa e para o avanco da biotecnologia, bem como para a aplicacio
prética desta técnica em material genético de fémeas.

A utilizacdo de fetos bovinos € relevante na pesquisa bésica e aplicada com objetivo
de aprimorar conhecimentos morfoldgicos e fisiol6gicos da reproducdo animal. O uso de fetos
bovinos na biotecnologia animal permite melhoramento genético, o encurtamento de geracoes
de descendentes férteis, formacdo de banco genético e preservagdo da espécie.

O resveratrol beneficiou a preservacdo de foliculos ovarianos pré-antrais em fases
iniciais de desenvolvimento quando submetidas ao processo de vitrificacdo/ aquecimento,
uma vez que estes foliculos inclusos em fragmentos de tecido ovariano de fetos bovinos
apresentaram melhor morfologia celular quando associados ao antioxidante resveratrol,
evidenciando seu efeito positivo na manutencio e viabilidade folicular sobre a membrana
citoplasmatica celular.

A producdo de EROs e viabilidade tecidudal por meio de anélise de microscopia
confocal utilizando as probes DCF e IP em fragmentos de tecido ovarianos apds vitrificacdo
associada ao antioxidante resveratrol preservou melhor os fragmentos ovarianos, permitindo
uma menor producdo de espécies reativas de oxigénio e maior viabilidade através da
manutencdo da membrana citoplasmética celular.

Neste estudo a associacdo do antioxidante resveratrol as solucdes de vitrificacio/
aquecimento em fragmentos de tecido ovariano de fetos bovinos apresentou melhor

morfologia e viabilidade de foliculos pré-antrais.



