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RESUMO

Objetivou-se com este estudo estabelecer o melhor intervalo de tempo e a temperatura
ideal do meio para se realizar o transporte de ovarios de fetos bovinos do local de coleta até o
laboratorio. A morfologia e a integridade dos foliculos pré-antrais ea viabilidade tecidual foram
os parametros avaliados. Para isso, o trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira,
(Experimento 1) ovarios de fetos bovinos, coletados em frigorifico, foram transportados em
garrafas térmicas com temperaturas de 4°C, 22°C e 33° C. No Experimento 2, foram testados
para a viabilidade mediante o tempo que levaram para ser manipulados, sendo que cada grupo
foi manipulado com intrevalos de 4hs, 10hs e 16hs apos sua coleta. O experimento 1
demonstrou que a maior propor¢do (P < 0,05) de foliculos pré-antrais viaveis foi observada na
temperatura de 4°C. O grupo de 33°C apresentou a maior degeneracdo tecidual emitida pela
probe iodeto de propideo. A proporgdo de foliculos primordiais foi menor (P < 0,05) em todos
os grupos de tratamento apos o término do cultivo in vitro comparado ao controle e ao DO. O
experimento 2 demonstrou que a viabilidade e morfologia dos foliculos foi melhor meidante o
intervalo de tempo de 4 horas em comparacdo aos intervalos de 10 e 16 horas. O grupo
transportado durante 4 horas apresentou emissdo de fluorescéncia relativa a indice de células
apoptoticas inferior (P < 0,05) ao controle e aos outros grupos. Os resultados permitiram
concluir que a melhor temperatura para o transporte de ovarios de fetos bovinos ¢ a 4°C sendo
que o melhor intervalo para que isso seja feito € o de 4 horas.

Palavras-chaves: viabilidade folicular, preservagéo tecido ovariano, fertilidade
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ABSTRACT

The aim of this study was to establish the best time interval and the ideal temperature of
the medium to carry the ovaries from bovine fetuses from the collection site to the laboratory.
The morphology and integrity of the preantral follicles and tissue viability were the evaluated
parameters. For this, the work was divided into two steps. In the first one, (Experiment 1),
ovaries of bovine fetuses, were transported in thermal bottles with temperatures of 4 ° C, 22 ©
C and 33 ° C. In the Experiment 2 was carried out, tested for viability by the time it took to be
manipulated, and each group was manipulated with intrevals of 4hs, 10hs and 16hs after their
collection. Experiment 1 demonstrated that the highest proportion (P <0.05) of viable preantral
follicles was observed at 4°C. The group of 33°C showed the highest tissue degeneration
emitted bypropidium iodide. The proportion of primordial follicles was lower (P <0.05) in all
treatment groups after in vitro culture compared to control and DO. Experiment 2 demonstrated
that the viability and morphology of the follicles was better during the 4 hour time interval
compared to the 10 and 16 hour intervals. The group transported for 4 hours presented the lower
fluorescence emission relative to apoptotic cell index (P <0.05) to the control and to the other
treatment groups. The results showed that the best temperature for the transport of ovaries of
bovine fetuses is 4 °C and the best interval for this to be done is 4 hours.

Key words: follicular viability, ovarian tissue preservation, fertility
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1 INTRODUCAO

As biotecnologias da reproducdo sdo ferramentas indispensaveis para diversos
programas de selecdo e melhoramento genético além de propiciarem a preservagdo da
fertilidade em mulheres. O potencial reprodutivo das fémeas n3o ¢ totalmente explorado,
mesmo em técnicas de transferéncia de embrides e produgdo in vitro, pois a grande maioria dos
gametas femininos permanece inclusa em foliculos pré-antrais (FIGUEIREDO et al., 2007,
AMORIM et al., 2009). Para compensar tal problema, desenvolveu-se uma biotécnica que
consiste na manipulagdo de ovocitos inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA).

Esta técnica consiste em captar ovarios de fémeas das diversas espécies de animais
domésticos, ou mesmo de animais selvagens e de mulheres, conservar esse material ou os
fragmentos de tecido ovariano através de processo de congelamento e posteriormente cultivar
estes foliculos para a obtencdo de uma populacdo homogénea de ovoécitos para serem
tecundados in vitro (FIGUEIREDO et al., 2007).

No tocante a espécie bovina a aplicagdo da MOIFOPA pode ser realizada tanto em
ovarios de vacas quanto em ovarios obtidos ainda de fetos, o que abre possibilidades ndo s6
para a PIVE propriamente dita, mas também proporciona uma redug@o no intervalo de geragdes
entre os rebanhos e fornece material em grande quantidade para o estudo da ovogénese e da
foliculogénese nesta espécie (FIGUEIREDO et al., 1994, CHOHAN e HUNTER, 2004).
Apesar desta grande perspectiva, a realizacdo da técnica esbarra no fato de que geralmente os
ovarios utilizados para os estudos e experimentos de MOIFOPA sdo obtidos em abatedouros.
A distancia do abatedouro e a disponibilidade de manipulag¢@o imediata dos ovarios coletados,

podem representar entraves na execu¢do de experimentos com foliculos pré-antrais (LUCCI et

al., 2004).
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Assim, o teste com diferentes intervalos de tempo e temperatura do meio de transporte
de ovarios de fetos bovinos ¢ importante para determinar a influéncia desses fatores na
viabilidade do tecido ovariano do momento de sua coleta até a chegada no laboratério afim de
determinar valores ideais de ambos os parametros para se obter foliculos viaveis para posterior
cultivo ou preservagao.

Estudos anteriores, realizados em espécies diferentes demonstraram tal importancia
(bovinos: CELESTINO et al., 2007; ovinos: GONCALVES et al., 2015; caninos: PEREIRA et
al., 2015). A eficiéncia de meios de transporte como a solugdo salina 0,9% e o TCM 199, a
incubacdo em diferentes tempos de transporte e temperaturas foi testada sobre a conservagdo
de foliculos pré-antrais de bovinos in situ, reportando que os foliculos sdo melhor preservadosa
4°C em ambas as solugdes e a 20°C por 4 a 12 horas em solugdo salina e meio TCM 199
respectivamente (CELESTINO et al., 2007).

Os parametros de temperatura e tempo de transporte podem ser espécie especificos,
visto resultados observados em ovelhas: intervalo de transporte de 6 horas a 35°C
(GONCALVES et al., 2015) e em cadelas: foliculos transportados a 4°C, tanto no estro quanto
no diestro, se mostraram mais viaveis que aqueles transportados a 37°C (PEREIRA et al ., 2015).
Dentro de nosso conhecimento ndo existem estudos similares com ovarios de fetos bovinos,
que por sua ja citada importancia na pesquisa, faz-se necessario com a finalidade de preservar

os foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Com este estudo objetivou-se estabelecer o intervalo de tempo e a temperatura do meio
de transporte adequado para o transportede ovarios de fetos bovinos por meio da avaliagdo
morfoldgica dos foliculos pré-antrais inclusos nesses ovarios e a viabilidade do tecido ovariano

apos o transporte.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a morfologia e integridade de foliculos pré-antrais de ovarios de fetos bovinos
transportados em diferentes intervalos de tempo e diferentes temperaturas.

Avaliar a viabilidade tecidual de fragmentos ovarianos transportados em diferentes

intervalos de tempo e temperatura.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ovogénese

A ovogénese ¢ definida como a sequéncia de processos que leva ao desenvolvimento e
diferenciagdo das células germinativas primordiais (CGPs) de uma fémea até a formacdo de um
ovocito fecundado (RUSSE, 1983). Essas células derivam do mesoderma embrionario e
migram a partir do endoderma do saco vitelinico para a regido da crista gonadal por meio de
movimentos ameboides ou por movimentos de tecidos adjacentes em desenvolvimento, sendo
esse processo ainda discutido (FREEMAN, 2003; AERTS e BOLS, 2010). Este processo ¢
orientado pelo contato entre receptores c-kit que estdo presentes na superficie das células e o
Kit-ligante expresso nas células somaticas que formam o substrato para a migragdo para a crista
gonadal (FLEISCHMAN, 1993) sendo que tal processo ocorre entre o 20° e o 30° dia de
gestacdo nos bovinos (GORDON, 1994). A proliferagdo e colonizagdo dos ovarios em
desenvolvimento pelas CGPs sdo dependentes da agdo de fatores como os membros da familia
do fator transformador de crescimento 3 (TGFp), proteina morfogenética dssea 4 (BMP 4), a
BMP-8b e a BMP-2, que atuam na formag¢do das CGPs, na regulagdo da expressdo de genes e
interagdo dos mesmos com as células somaticas que os circundam (YING et al., 2001,
SANCHEZ e SMITZ, 2012). Ao chegarem as cristas, as CGPs perdem sua caracteristica de
mobilidade passam por processo de redistribui¢do de organelas citoplasmaticas e em seguida
multiplicam-se por mitose. Estes processos originam dois tipos de células germinativas com
fungdes diferentes, sendo que uma inicia de forma imediata uma segunda divisdo mitdtica, que
da origem a uma linha de ovogonias, enquanto a segunda permanece em interfase e divide-se
periodicamente dando origem a células germinativas primordiais novas que dardo origem a
novas ovogonias posteriormente (HIRSHFIELD, 1991). As ovogdnias que estdo ligadas por

pontes citoplasmaticas circundadas por células somaticas originarias dos mesonéfrons formam
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aglomerados de células germinativas que encerram suas divisdes mitéticas e iniciam as divisdes
meidticas entrando no estadio de profase 1. Este processo ocorre entre o 75 e 80 dias da fase
embrionaria nos bovinos e gera os ovocitos primarios (GINSBURG, 1990; SADEU et al,
2006). Em seguida os ovocitos passam pelas fases seguintes da profase I, leptoteno, zigoteno,
paquiteno e dipldteno, sendo que esta fase ocorre entre 0 75° e 80° dia da gestagdo e estacionam
na fase de dipléteno, primeira parada da meiose, onde os cromossomos sdo descondensados e
circundados por uma membrana nuclear que forma as vesiculas germinativas (PICTON et al.,
1998; SMITZ e CORTVRINDT, 2002). Os ovocitos permanecerdo na fase de dipldteno da
primeira divisdo meiotica até que os foliculos entrem em atresia ou que os foliculos maduros
recebam uma onda do horménio luteinizante (LH) que faz com que o ovécito complete a meiose
(BETTERIDGE et al., 1989).

Na puberdade, antes da ovulagdo com o pico do hormoénio foliculo estimulante (FSH) e
do (LH), os ovocitos que terminaram seu crescimento retomam o processo de meiose, segunda
divisdao meiotica onde o nucleo do ovocito entra no estadio de diacinese, onde se da inicio o
processo de rompimento da vesicula germinal e ocorrem as fase de metafase I, anafase I e
telofase I, que € o momento em que ocorre a expulsdo do primeiro corpusculo polar e formagao
do ovocito secundario onde seu nucleo se encontra na segunda divisdo da meiose
(BITTERIDGE et al., 1989). O ovécito permanecera nesta fase até que seja fecundado por um
espermatozoide, quando completard a meiose onde ele passara pelos estadios de anafase 11 e
telofase II e expulsard o segundo corpusculo polar formando um ovécito haploide fecundado

(MOORE e PERSAUD, 1994).

3.2 Foliculogénese
A foliculogénese € o processo de formagdo, crescimento e maturagdo folicular que se

inicia com a formag@o do foliculo primordial e terminando com a formagdo do foliculo
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maturado, também chamado de foliculo de Graaf ou foliculo pré-ovulatério (SAUMANDE,
1981). A fungdo do foliculo € fornecer um ambiente favoravel para a manutencdo e a viabilidade
do ovécito, além de proporcionar o crescimento € a maturagéo ovocitaria (SAUMANDE, 1981).
A foliculogénese se inicia de maneira simultdnea a ovogénese, no momento quando o ovécito
estd entre os estadios de profase I e de metafase 11 e os aglomerados de células germinativas se
desfazem e iniciam o processo de formagdo dos foliculos, sendo que o inicio da ovogénese
antecede o comecgo da foliculogénese e se conclui quando ocorre a ovulagdo com posterior
fecundagdo (PEPLING, 2006; FIGUEIREDO et al., 2008). Nos bovinos ao redor do 130° dia
de gestacdo ocorre o envolvimento de um ovocito primario, que apresenta seu nucleo em
profase I, por uma camada de células somaticas planas ou achatadas conhecidas como células
da pré-granulosa que se originam do mesoderma. Apos a formagdo dos foliculos primordiais
ocorre a parada da multiplicacdo das células da pré-granulosa e a entrada dos mesmos em
quiescéncia, sendo que a proliferagdo celular volta a ocorrer quando um foliculo primordial
comega a crescer, processo que pode levar dias, meses ou anos ap6s sua formagdo para gerar
os foliculos primarios, secundarios e terciarios (HIRSHFIELD, 1991). Os foliculos pré-antrais
sdo classificados em foliculos primordiais, foliculos intermediarios ou de transic¢do, foliculos
primarios e foliculos secundarios, enquanto os foliculos antrais englobam os foliculos terciarios
e os pré-ovulatérios ou foliculos de Graaf (SAUMANDE, 1991). Os foliculos pré-antrais ndo
sdo totalmente dependentes das gonadotrofinas FSH e LH para se desenvolverem, pois, seu
crescimento € estimulado por fatores intraovarianos e locais. Os foliculos antrais em
contrapartida, sdo dependentes da agdo das gonadotrofinas para seu desenvolvimento e
maturagio (MAGALHAES et al., 2012). Os foliculos primordiais, primarios e secundarios
aparecem no ovario fetal com aproximadamente 90, 140 e 210 dias de gestagdo,

respectivamente. A ativa¢do do crescimento folicular se da quando ocorre a formagdo de uma
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camada completa de 11 a 20 células cubicas da granulosa ao redor do inicio da formagéo de
zona pelucida (LIMA-VERDE et al., 2011).

Os foliculos primordiais possuem didmetro de aproximadamente 36 micrémetros,
constituidos por um ovoécito de formato esférico sem zona pelucida e rodeado por uma camada
de células da granulosa achatadas que compde a reserva ovariana (HIRSHFIELD, 1991,
KACINSKIS et al., 2005). Em um determinado momento, onde o ovocito esta circundado tanto
por células da granulosa de formato pavimentoso, quanto de formato cubico, recebe o nome de
foliculo intermediario ou transi¢do. Esses possuem didmetro aproximado de 42 micrometros
(BEZERRA et al., 1998). Os foliculos primarios apresentam didmetro de 50 micrometros,
apresentando formato esférico e uma camada de células cubicas e inicio da formagdo da zona
pelucida. Os foliculos secundarios apresentam didmetro de 88 micrometros (HIRSHFIELD,
1991; KACINSKIS et al., 2005) sendo circundados por duas ou mais camadas de células
cubicas da granulosa, formag8o de granulos corticais no interior do citoplasma ovocitario, inicio
da sintese de RNA e capacidade de resposta ao FSH e ao LH da teca externa e interna e lamina
basal e aumento do numero de camadas das células da granulosa (FAIR et al., 1997a; FAIR et

al., 1997b; FAIR, 2003; LIMA-VERDE et al., 2011). Apos a etapa de crescimento e

organizac¢do das células cibicas em camadas, ocorre a formagdo de uma cavidade preenchida
por liquido, o antro. Neste estadio o foliculo passa a ser denominado de foliculo terciario,
atingindo 400 micrdmetros de didmetro (LEITAO, 2009; SARAIVA, 2010). Os foliculos
antrais bem desenvolvidos apresentam células da granulosa diferenciadas em compartimentos
de células do cumulus e murais que conferem ao ovocito a capacidade de retomar a meiose
(Van den HURK e ZHAO, 2005; AERTS e BOLS, 2010; SANCHEZ e SMITZ, 2012). O fluido
presente no antro tem como fung@o servir de reservatorio para substancias regulatorias e de

inibi¢do oriundas do sangue ou de secre¢des das células do foliculo como gonadotrofinas,

esteroides, fatores de crescimento, proteoglicanos, enzimas e lipoproteinas. A produgdo do
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fluido antral se torna mais intensa durante o desenvolvimento do foliculo pelo aumento vascular
do foliculo e da permeabilidade dos vasos sanguineos que acompanham o aumento do tamanho
do foliculo (Van den HURK e ZHAO, 2005).

O crescimento e desenvolvimento dos foliculos primordiais para foliculos ovulatorios
envolve o processo de diferenciacdo e de proliferacdo das células foliculares, além do aumento
do didmetro do ovocito (BRAW-TAL e YOSSEFI, 1997). Este processo € resultado da agdo de
fatores inibitorios e estimulatorios sistémicos e locais como o hormonio anti-mulleriano, que
apresenta ac¢do inibitoria e da ativina A que tem efeito estimulatério e atuam na regulagdo da
ativagdo de foliculos primordiais para originarem foliculos primarios (LI et al., 1994
DURLINGER et al., 2002). A transi¢ao de foliculo priméario para secundario ocorre através da
atuag@o de fatores paracrinos intraovarianos que sio produzidos pelos ovocitos e por células da
teca e da granulosa. Quando duas ou mais camadas de células da granulosa se desenvolvem os
foliculos secundarios se formam, sendo que nesse estadio o ovocito entra em crescimento, suas
células da granulosa adjacentes proliferam-se e ocorre o desenvolvimento da teca ao redor da
granulosa a partir das células do estroma intersticial (ARAUJO et al., 2014). O processo de
crescimento ovocitario, término da maturagdo nuclear, fertilizagdo e realizagdo da clivagem
celular, leva a um processo de reorganizacdo citoplasmatica e producdode novos genes e
organelas que levam também a modificacdo e redistribui¢do das que ja existiam (PICTON et
al., 1998). Durante este processo os ovocitos secretam uma glicoproteina de membrana que
originard a zona pelucida. Esta forma uma camada de prote¢do ao redor do ovécito e ¢
constituida por trés glicoproteinas, a ZP1, a ZP2 e a ZP3, sendo que a expressdo da ZP2 ja
ocorre em foliculos primordiais. Em seguida ocorre a ligagdo das células da granulosa com o
ovocito por meio da formagdo de jungdes gap que atravessam a zona pelucida. Essas ligagdes

sdo responsaveis por facilitar a comunica¢do bidirecional e permitir a transferéncia de
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nutrientes, aminoacidos, nucleotideos, hormdnios, fatores de crescimento e sinais de inibig¢do e

estimulag@o meiodtica (PICTON et al., 1998)

3.3 Moifopa

A manipulagdo de ovocitos inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA), ¢ uma
biotecnia que consiste em isolar ou resgatar foliculos pré-antrais. Estes poderdo ser
conservados, por processo de resfriamento ou congelagdo e pelo cultivo folicular com o objetivo
de obter o crescimento, a maturagdo e a fecundagdo in vifro dos mesmos (FIGUEIREDO et al.,
2007). Esta biotecnia tem sua importancia no aprofundamento no conhecimento sobre a fase
pré-antral dos foliculos durante a foliculogénese, que em comparagao a fase antral, ainda carece
de estudos para o total entendimento dos processos de ativagdo e desenvolvimento folicular.
Trabalhos com os foliculos isolados do ambiente ovariano permitem que em laboratorio tais
estruturas sejam expostas a diversas substancias como aminoacidos, carboidratos, hormonios e
fatores de crescimento adicionadas ao meio de cultivo in vitro para a descoberta e entendimento
de seu desenvolvimento. Dentre estas substancias destacam-se o horménio foliculo estimulante
(FSH), o fator de crescimento e diferenciagido 9 (GDF-9), fatores de crescimento semelhante a
insulina le 2 (IGFs 1 e 2), kit ligand (KL), fator de crescimento epidermal (EGF), proteinas
morfogenéticas O0sseas 4, 7 e 15 (BMPs 4, 7 e 15), fator de crescimento fibroblastico (FGF),
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento de queratindcitos
(KGF) ativina e peptideo endotélio vascular (VIP) (WANDJI et al., 1996; SILVA et al., 2004,
GUTIERREZ et al., 2000, ZAMA et al., 2005; ANDRADE et al., 2005; NILSSON e
SKINNER, 2003; LEE et al., 2004; VITT et al., 2000; FORTUNE, 2003; SKINER, 2005;
YANG e FORTUNE, 2007; APA et al., 1997).

Com relagdo a reprodug@o aplicada, a MOIFOPA visa a produg@o de embrides em larga

escala, por meio do isolamento dos foliculos pré-antrais dos ovarios antes que a maioria deles
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(90%) se torne atresica, e seu posterior cultivo, até que os ovodcitos atinjam estadios de
desenvolvimento que permitam sua maturagdo (FIGUEIREDO et al., 2007). O isolamento de
diversos foliculos ovarianos pré-antrais de um Unico ovario e o cultivo in vitro dos ovocitos
inclusos nos mesmos permitira a multiplicacdo de animais de elevado valor genético,
possibilitando a reprodu¢do de animais que tenham morrido ou que apresentem patologias
reprodutivas em tubas uterinas e utero ou daqueles que ndo respondam mais a protocolos de
superovulagdo (FIGUEIREDO et al., 2007). Ainda no campo do melhoramento pode-se ainda
obter a diminui¢do do intervalo entre geragdes mediante o uso de ovarios de animais jovens
como fetos, recém-nascidos e de animais pré-puberes e a recuperagdo de espécies animais em
via de extingdo. Todos estes empregos possibilitados pelo uso deste material em outras
biotecnias da reprodugdo como a transferéncia de embrides, a producido de embrides in vitro e
a clonagem. O fornecimento dessa populagdo ovocitaria uniforme, proveniente de um mesmo
animal, pode ser utilizada para padronizar as técnicas acima citadas e a transgenia, proporcionar
material para o desenvolvimento de meios de cultivo eficazes para a maturag@o destes ovocitos
e possibilitar o congelamento dos foliculos, tanto isolados quanto inclusos no tecido ovariano
para a formacdo de bancos de germoplasma animal para conservagdo dos ovocitos
(FIGUEIREDO et al., 2008).

Para que todas essas possibilidades possam ser alcangadas, primeiramente € necessaria
a obtencdo dos foliculos possiveis por meio de técnicas de isolamento com o intuito de se obter
0 maior numero possivel de estruturas com o minimo de danos em sua estrutura e assim a
sobrevivéncia dos foliculos (FIGUEIREDO et al., 2007, ROSSETO et al., 2011). Para isso
existem tanto métodos mecanicos quanto métodos enzimaticos que podem ser utilizados em
conjunto ou individualmente. O principio desses métodos consiste na separagdo dos foliculos
dos demais elementos constituintes do tecido ovariano como fibroblastos, fibras colagenas e

elasticas, fibronectina entre outros. Os procedimentos mecanicos basicamente utilizam como
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equipamentos o tissue chopper, mixer, tesouras cirargicas, pequenos forceps e agulhas
dissecantes. Esses métodos tem a desvantagem de recuperar um nimero menor de foliculos
quando comparado ao enzimatico, mas em contrapartida permitem que a membrana basal e as
células da teca permanecam mais integras. Com relagdo aos procedimentos enzimaticos os mais
utilizados sdo as enzimas proteoliticas como a colagenase, a tripsina, a pronase ¢ a DNase que
tem como fundamento digerir o estroma e assim permitir a obteng@o dos foliculos. O método
enzimatico melhora a taxa de foliculos recuperados, porém as células da teca e a membrana
basal podem ser danificadas no processo e assim comprometer a estrutura e o crescimento in
vitro do foliculo (ROSSETO et al., 2011), sendo que ja foi utilizado para o isolamento dos
foliculos em animais de laboratério como camundongo, rato, hamster e coelho, em animais
domésticos como fetos bovinos, gatos, ovinos e suinos e também em seres humanos
(GREENWALD et al., 1989; CANDY et al., 1991; ROY et al., 1993; FIGUEIREDO et al.,
2008). métodos mecanicos ja foram empregados em bovinos (GUTIERREZ et al., 2000),
bubalinos (SANTOS et al., 2006), caprinos (SARAIVA et al., 2010), ovinos (TAMILMANI et

al., 2005), felinos (JEWGENOW, 1996), ratos (DANIEL et al., 1989), camundongos

(CORTVRIND et al., 1996) e mulheres (ABIR et al., 1999), sendo a microdissec¢do (método
que utiliza agulhas dissecantes) o que tem atingido melhores resultados pois além de manter a
estrutura do foliculo e de sua membrana basal, preserva os receptores de superficie e mantém a

interagdo entre a teca, a granulosa e o ovdécito apds o isolamento, sendo ambas as técnicas

eficientes para a recuperacdo de foliculos.

3.4 Desafios do transporte de ovarios
A manuteng¢o da qualidade folicular durante seu transporte ¢ muito importante para o
sucesso da aplicagdo das técnicas relativa a MOIFOPA. A distancia do local de coleta do ovario

com o laboratorio onde ocorrerd a manipulag@o dos foliculos € um entrave para a técnica sendo
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necessario que se determine pardmetros e métodos para uma estocagem ideal do material que
se vai trabalhar (LUCCI et al., 2004). Além de ser muito dificil a manipulag¢ao dos ovocitos em
um curto periodo de tempo, o que afeta a viabilidade antes do cultivo in vifro (CELESTINO et
al., 2007) ovocitos imaturos sdo sensiveis ao ambiente e as condi¢gdes em que sdo transportados
sendo ent3o de suma importancia para a manutencdo da viabilidade dos mesmos que estas sejam
feitas de maneira adequada (WANG et al., 2011). Durante o transporte o suprimento sanguineo
dos ovarios € cortado e assim os ovoécitos inclusos nos foliculos entram em condi¢do isquémica.
Essa condi¢do desenvolve diversas mudangas adversas aos foliculos como baixa oxigenagao,
acumulo de metabdlitos, queda na concentragdo de glicose e aumento da taxa de apoptose das
células da granulosa (WONGSRIKEAOQ et al., 2005; SAKAMOTO et al., 2006). Guibert et al
(2011) reportaram que baixas temperaturas tem sido efetivas para a manuteng@o tecidual, pois
a diminui¢do da temperatura do meio de transporte leva a diminui¢do do metabolismo que
diminuem a a¢do de enzimas mitocondriais, reduz o acuimulo de acido latico e a diminui¢do do
pH intracelular, a lise de proteinas e de gordura e a peroxidagdo lipidica associada a isquemia.
Dentro do que ja foi testado, a temperatura de transporte de 4°C tem sido efetiva para o
armazenamento e a preservacdo de foliculos pré-antrais de cabras e de ovelhas tanto em um
periodo de 12 quanto de 24 horas (SILVA et al., 2000; CARVALHO et al., 2001; ANDRADE
et al., 2002; FERREIRA et al., 2001). Em bovinos a temperatura de 4°C foi efetiva para o
transporte de ovarios por até 18 horas e por 6 horas em 20°C sem apresentar taxas de
degeneracdo e descolamento das células da granulosa que sdo indicativos de apoptose (LUCCI
etal., 2004). Por estarem em estado de quiescéncia, os foliculos primordiais sdo mais resistentes
que os ativados ou em desenvolvimento ao processo de transporte, pois nestes o processo de
ativagdo esta em andamento e as diversas mudangas que estdo acontecendo em suas células

como proliferacdo das células da granulosa, mudang¢a de formato, crescimento ovocitario e
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proliferacdo de organelas citoplasmaticas tornam as células mais sensiveis as mudangas de

ambiente (LUCCl et al., 2007).

3.5 Processos de injuria celular e formas de identificacao

Dentre os fatores que podem determinar a viabilidade celular, além dos fatores externos
previamente falados, também deve-se levar em consideragdo os fatores intrinsecos ao
metabolismo celular, como a produgdo de espécies reativas de oxigénio, a apoptose € a necrose
(SARAFIAN e BREDESEN, 1994; YANG et al., 1998). Segundo Sies (1991), o termo espécie
reativa a oxigénio (ROS), descreve uma variedade de pequenas moléculas ativas resultantes do
metabolismo do oxigénio molecular. O ROS participa de diversos processos celulares como a
proliferagdo celular, adaptagdo a processos de hipdxia celular e até no processo apoptotico
(DROGE, 2003). Além disso, o ROS também esta relacionado ao processo de manutengéo ou
re-estabelicimento da homeostase, atuando como mensageiros intracelulares secundarios e
moduladores de sinais de transdugdo (CHANDEL e SCHUMACKER, 2000). Ainda de acordo
com esses autores, em condigdes fisioldgicas os efeitos deletérios do ROS sdo minimizados por
mecanismos de defesa antioxidante, que diminuem a produc¢do de ROS prevenindo o seu
acumulo em excesso e atuando também no reparo de danos celulares que o mesmo possa causar.
Quando ocorre um desequilibrio entre os fatores pro e antioxidativos ocorrera um processo
deletério chamado estresse oxidativo ou produgdo descontrolada de ROS.

O uso de corantes fluorescentes tem sido eficaz para monitorar e quantificar a geragdo
de ROS em amostras biologicas (KOHEN E NYSKA, 2002; TARPEY e FRIDOVICH, 2001)
sendo o0 2', 7'-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) o mais utilizado (BRANDIT e KESTON,
1965). Este corante apresenta uma intensa fluorescéncia sob excitagdo com um comprimento
de onda de 485-500 nandmetros e comprimento de onda de emissdo de 515-530 nanometros.

Sua agdo como corante ocorre ainda como H:DCFDA, que ¢ a forma lipofilica ndo fluorescente,
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que se difunde e atravessa a membrana celular. Sob a agdo de esterases intracelulares o corante
desacetilata e forma o DCFHa, que ainda ndo ¢ fluorescente, dentro da célula. Nesse ponto o
DCFH; reage com o ROS intracelular e produz o composto fluorescente DCF (CHEN et al.,
2010).

A apoptose € um processo geneticamente programado da morfogénese e remodelamento
dos orgdos que atua nas células individualmente. Este processo ¢ mediado por proteinas da
familia Bcl-2 que inclui membros que promovem (Bax) e que inibem (Bcl-2, Bel-x1) o processo.
Quando ocorre uma mudanga no equilibrio entre estas proteinas, as Bcl-2 fazem com que a
membrana mitocondrial se torne permeavel e libere o citocromo ¢ e o fator indutor de apoptose
(AIF) no citoplasma (YANG et al., 1997). As proteinas Bcl-2 afetam a apoptose tanto por
promoverem quanto inibirem a clivagem de caspases de execucdo. As caspases sdo proteases
de cisteina que clivam suas proteinas de substrato especificamente sobre um residuo de
aspartato. Elas sdo expressas em uma forma de pré enzima inativa e sdo ativadas apos a
clivagem de residuos especificos de aspartato. A ativacdo das caspases de execugdo leva a uma
progressdo irreversivel da cascata de apoptose. Este processo culmina com a desestabilizagdo
da membrana celular, que se torna levemente permeavel, e com a clivagem do DNA
internucleosomal e a condensagdo nuclear. Necrose € um processo passivo de células contiguas
afetadas por isquemia e trauma nocivo. A membrana plasmatica de células necroticas €
permeavel a macromoléculas e o DNA ¢ degradado de uma maneira ndo seletiva. Independente
do dano celular o processo de apoptose € seguido por um processo de necrose (ALLEN et al,
1997; JURGENSMEIER et al., 1998).

Estes processos podem ser diferenciados mediante o uso dos corantes YO-PRO 1 e
iodeto de propideo. O corante YO-PRO 1, uma probe verde fluorescente que apresenta
comprimento de onda excitatorio de 491 nandmetros e pico de emissdo de 509 nandmetros, que

pode entrar nas células desde que sua membrana plasmatica tenha atingido um certo grau de
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permeabilidade. A membrana plasmatica se torna levemente permeavel durante o processo de
apoptose € 0 YO PRO 1 consegue entrar livremente na célula e se ligar aos seus acidos nucleicos
aumentando grandemente a intensidade de sua fluorescéncia (IDZIOREK et al., 1995).

O i1odeto de propideo ¢ um corante que se liga a nucleotideos, sendo que ele marca de
forma brilhante o nucleo da maioria das células. Por se ligar ao par de nucleotideos guanina e
citocina, ele cora ndo somente o DNA nuclear, mas também o RNA do citoplasma. O pico de
seu comprimento de onda excitatoria ¢ de 536 nanOmetros e o pico de emissdo € de 620
nanometros sendo que sec¢des de tecido celular expostas a emissdo de laser azul a 536
nandmetros se coram com vermelho fluorescente. Este corante s6 consegue atravessar a
membrana de células necréticas e ndo consegue atravessar aquelas em apoptose. Ambos 0s

corantes sdo incapazes de atravessar a membrana de células viaveis (ZAMPOLLA et al., 2008).

3.6 Cultivo in vitro

O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais visa o desenvolvimento folicular pelo
crescimento, maturacdo dos ovocitos, a multiplicagdo e diferenciagdo das células da granulosa.
Para isso, o sistema de cultivo deve preservar a viabilidade dos foliculos, sua morfologia e
proporcionar seu crescimento e sua maturacdo (THOMAS et al., 2003; FIGUEIREDO et al.,
2008). Sendo assim, métodos diferentes de cultivo in vifro tém sido desenvolvidos para que
todas essas etapas possam ser obtidas. (CHAVES et al., 2010). Tanto para bovinos quanto para
outras espécies animais existem duas maneiras de cultivo in vitro de foliculos. O cultivo com
os foliculos inclusos em fragmentos de tecido ovariano, chamado in sifu ou isolados. Quando
sdo cultivados de maneira isolada existem dois sistemas de cultivo que vem sendo utilizados.
O cultivo bidimensional, onde os foliculos ficam em contato com o substrato e o sistema
tridimensional onde por meio da internaliza¢@o do foliculo no substrato, a morfologia esférica

do mesmo ¢ mantida intacta (ARAUJO et al., 2014). No cultivo bidimensional a arquitetura
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folicular ndo consegue se manter por conta da aderéncia e achatamento do foliculo ao substrato
em que se encontra, independente de que o mesmo seja o plastico da placa, agar ou componentes
da matriz extracelular como o colageno, a fibronectina, a laminina, o matrigel ou monocamadas
de células somaticas (DEMEESTERE et al., 2002; PANGAS et al., 2003; BASSO et al., 2007,
FIGUEIREDO et al., 2008). O sistema tridimensional preserva a integridade da estrutura
tecidual e permite que ocorra interagdo entre os foliculos (ABIR et al., 2006), porém, apresenta
limitagdo em relagdo ao fornecimento de nutrientes para a massa tecidual em desenvolvimento
ou acdo do estroma exercendo controle inibitério no comeco do crescimento folicular
(WANDIJI et al., 1996). Outro fator que deve ser levado em consideragdo ao sistema a se utilizar
¢ com relagdo a composi¢do do meio de cultivo. As substancias que serdo utilizadas podem
interferir na sobrevivéncia e crescimento folicular como antibidticos, tampdes, substratos
nutricionais como lipidios, proteinas, aminoacidos, acidos nucléicos, vitaminas, acidos
nucleicos, antioxidantes, hormonios e fatores de crescimento. Portanto, o sistema de cultivo e
a composi¢do do meio podem variar de acordo com a classe e o tamanho do foliculo e a espécie
animal trabalhada (CHAVES et al., 2010).

O principal uso do cultivo de foliculos isolados € dar condi¢des de crescimento e
desenvolvimento para ovécitos imaturos, e assim, entender os mecanismos de desenvolvimento
ovocitario, diferenciacdo de células da granulosa e a regulagdo de fatores autocrinos e
paracrinos da foliculogénese (THOMAS et al., 2003). Dentre os avangos e resultados obtidos
de processos in vitro de cultivo dos foliculos em animais doméstico e de laboratdrio tem-se o
crescimento folicular em gatas (SONGSASEN et al., 2012) e cabras (MATTOS et al., 2011), a
formacdo de antro em cadelas (SONGSASEM et al., 2012) e vacas (ARAUJO et al., 2015),
obtencdo de embrides em ovelhas (ARUNAKUMARI et al., 2010), cabras (MAGALHAES et
al., 2011), porcas (WU et al., 2001) e bufala (GUPTA et al., 2008), o nascimento dos embrides

em camundongas e ratas (WANG et al., 2011), desenvolvimento folicular e crescimento
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ovocitario em éguas (HAAG et al.,, 2013), sobrevivéncia e crescimento folicular apods

criopreservacdo em humanos (AMORIN et al., 2009; KHOSRAVI et al., 2013).

3.7 Biotecnias e trabalhos com fetos bovinos

O Brasil € detentor de um bom nivel técnico em relacgdo as biotecnologias da reprodugdo
e 1ss0 esta diretamente relacionado ao desenvolvimento da pecudria nacional e consolidagdo do
pais como produtor de embrides e de tecnologia (VIEIRA, 2012). O grande intuito em
desenvolver e aplicar as biotecnologias na bovinocultura, tanto de corte quanto de leite é o de
melhorar os indices de produgdo animal, elevando os indices zootécnicos de produgdo de carne
e leite, melhorando os indices de eficiéncia reprodutiva por meio do aumento do numero de
animais prenhes em um curto espago de tempo e corrigindo problemas de falhas reprodutivas
nos rebanhos como sucessivas repeti¢des de ciclos estrais e longos intervalos de partos,
selecionar animais superiores que transmitam caracteristicas de interesse econdmico e que os
mesmos sejam mantidos animais nos rebanhos com a possibilidade de disseminacdo de seus
genes para outros rebanhos, diminuir o intervalo entre as geragdes animais e pesquisar e
produzir animais com caracteristicas produtivas modificadas através de transgénia que possam
ser depois propagadas (VISINTIN et al., 2008, RODRIGUES e RODRIGUES, 2009;
SARTORI et al ., 2016).

Para que todas as biotecnologias acima citadas sejam plenamente aplicadas, € necessario
que a fisiologia reprodutiva dos bovinos seja bem dominada e entendida. Uma fonte interessante
de material para estudos fisioldgicos sdo os ovarios de fetos bovinos, que é uma fonte rica para
obtencdo de material para testes de formas de cultivo e incremento na area de fertilizagdo in
vitro, formagdo de bancos de germoplasma e diminui¢do no intervalo de geragdes
(BETTERIDGE et al., 1989; CHOHAN e HUNTER, 2004). Dentre os estudos feitos com

foliculos obtidos de ovarios de fetos bovinos destacam-se estudos de maturagéo, fertilizagio e



31

cultivo in vitro de ovocitos (CHOHAN e HUNTER, 2004; BASSO et al., 2007, YANG et al.,
2008), formagdo e desenvolvimento folicular em fetos (TANAKA et al., 2001, CUSHMAM et
al., 2002; MURANISHI et al., 2002; DINIZ et al., 2005; MONTEIRO et al., 2009;
BURKHART et al., 2010), cultivo de tecido de ovarios de fetos apds criopreservagao
(MOUTTHAM et al., 2015), estudo de apoptose folicular (SANTOS et al., 2013), métodos de
isolamento e recuperagdo de foliculos pré-antais (CARAMBULA et al., 1998; CARAMBULA
et al., 1999), isolamento e caracterizacdo de foliculos pré-antrais (FIGUEIREDO et al., 1993;

HULSHOF et al., 1994).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes Quimicos e Meios
Os reagentes quimicos e os meios utilizados na execugdo deste trabalho foram obtidos

da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA), a menos que indicado de outra forma.

4.2 Coleta do material

Foram coletados 40 ovarios de fetos bovinos com idade entre 6 e 8 meses (REXROAD
et al., 1974), em frigorifico situado no municipio de Uberlandia-MG. Os fetos tiveram a
cavidade abdominal seccionada por uma incisdo longitudinal para exposi¢do e coleta de seus
ovarios, que em seguida foram lavados com alcool a 70% por imersdo 10 segundos e lavados 2
vezesem meio MEM-HEPES suplementado com 100pg/ml de penicilina e 100pg/ml de
estreptomicina e armazenados em 4 tubos contendo meio MEM-HEPES. Todas as analises

foram realizadas no dia da coleta DO e ap6s o periodo de cultivo D7.

4.3 Experimento 1- Efeito da temperatura

Na 1% etapa do experimento 20 ovarios foram coletados e armazenados em diferentes
temperaturas (4°C, 22°C, 33°C), determinados com base em outros trabalhos (LUCCI et al.,
2004; CHAVES et al., 2008; WANG et al., 2011), formando assim os grupos G 4°C, G 22°C e
G 33°C. Cada grupo recebeu 3 ovarios. Os ovarios do grupo denominado controle G C, foram
fragmentados e imediatamente fixados apos a coleta para analise histologica (4 fragmentos) e
de microscopia confocal (8 fragmentos). Ao chegarem ao laboratério, os ovarios foram
imediatamente manuseados retirando fragmentos da cortex de cada ovario com
aproximadamente 9 mm?® gerando 72 fragmmentos. Desses, 36 fragmentos foram fixados apds

o transporte para posterior analises histoldgicas (12 fragmentos) e de microscopia confocal (24
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fragmentos). Os outros 36 fragmentos foram cultivados em placa de 24 pogos por 7 dias com
troca parcial do meio a cada 2 dias. Em seguida, os fragmentos de cada tratamento foram
distribuidos nas anéalises propostas.

O meio de cultivo foi composto por TCM 199 (Bicarbonato), 2 mM de glutamina, 2
mM de hipoxantina, 1% BSA, 10 ng/ml insulina, 2,5ug/ml transferrina, 4 ng/ml selénio, 50

ug/ml de acido ascorbico e 100 pg/ml de estreptomicina.

4.4 Experimento 2- Efeito do tempo de transporte

No 2° experimento 20 ovarios foram coletados sendo armazenados em tubos com meio
de transporte MEM-HEPES, com a melhor temperatura definida no primeiro experimento
(4°C). Nesta etapa foram avaliados os efeitos do tempo de transporte dos ovarios sobre a
viabilidade e posterior ativagdo de foliculos pré-antrais, onde 2 ovarios foram fragmentados e
imediatamente fixados apos a coleta para andalise histologica e de microscopia confocal
(controle-G C), e outros grupos contaram com 18 ovarios distribuidos em trés tempos de
transporte para inicio da fragmentacgdo (4 horas, 10 horas e 16 horas), formando os grupos G
4hs, G 10hs, G 16hs. Em ambas as etapas os tubos foram armazenados em caixa de isopor onde
através de um termOometro a temperatura foi constantemente monitorada até a manipulacdo. Os
fragmentos dos grupos foram distribuidos para fixagdo ou cultivo como descrito no primeiro

experimento.

4.5 Analise Histologica
Apoés a preparagdo histologica padriio (desidratacdo e emblocagem em parafina), as
amostras foram totalmente seccionadas a 7um de espessura colocadas em laminas de vidro, e

coradas com acido periddico de Schiff (PAS) e hematoxilina (ALVES et al., 2015).



34

As leituras das laminas histologicas foram realizadas no microscopio optico marca
Olympus modelo CBA a um aumento de 40x. As seguintes varidveis foram avaliadas: a
viabilidade folicular; classificagdo quanto ao estagio de desenvolvimento, classifica¢do
morfologica (foliculos normais ou degenerados) conforme o numero de foliculos por
fragmento; classificagdo quanto ao estagio de desenvolvimento (primordial: foliculo com
ovocito imaturo localizado no centro do foliculo e rodeado por uma camada de células da pré-
granulosa de formato pavimentoso; transi¢do: foliculo com crescimento ovocitario e
multiplicagdo das células da granulosa com mudanga morfologica de pavimentoso para
cubdide; primario: foliculo com ovocito imaturo e central rodeado por uma camada de células
da granulosa de formato cubdide, secundario: foliculo com ovoécito imaturo rodeado por duas
ou mais camadas de células da granulosa de formato cubdide e presenca de células da teca
quando em estagio mais avangado), classificagdo morfologica onde foliculos serdo
considerados normais ou degenerados conforme padriio descrito por Alves et al. (2015), e

didmetro folicular e ovocitario (estruturas normais) em cada estagio de desenvolvimento.

4.6 Analise de Microscopia Confocal

Os fragmentos destinados para analise de intensidade de fluorescéncia foram lavados
em solug@o PBS com soro fetal bovino a 5% e colocados para corar ao abrigo da luz em solugdo
com 1 pl/ml de 27 -diclorodihidrofluoresceina por 30 mimutos, em seguida corados com 10
uM/ml YO PRO 01 durante 30 minutos, seguido de solu¢do com 100 pg/ml de iodeto de
propideo, incubados por mais 15 minutos. Apos este periodo foram fixados em paraformaldeido
4% durante 15 minutos e armazenados em PBS a 4°C ao abrigo da luz. Apds esta etapa as
amostras foram levadas para andlise da intensidade de fluorescéncia (pixels) em diferentes

profundidades teciduais com a utilizagdo de microscopio LSM 710 ZEISS®.
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A analise confocal avaliou as condi¢des de viabilidade, apoptose e oxidagdo do tecido
ovariano apos os referidos tratamentos de diferentes temperaturas e periodos de transporte. O
corante H2DCFDA (A= 485-530 nm) emite fluorescéncia que indica a intensidade de emissdo
de espécies reativas de oxigénio e detecgdo de processo oxidativo em células fagociticas. Ja a
probe YO PRO 01 (A= 491-509 nm) indica através da emissdo da fluorescéncia a quantidade
de células em processo de apoptose. Finalmente, o corante iodeto de propidio (A= 536-620 nm)
emite a fluorescéncia adquirida por células degeneradas. Esta analise foi realizada com trés
fragmentos de cada grupo, onde comprimento de onda para cada corante foi previamente
programado e as sec¢des foram realizadas em intervalos de 8 micrometros com média de 10
secgdes em Z-Stack (FABBRI et al., 2014). As imagens salvas no programa Zen 2008®
instalado ao microscopio traziam os dados numéricos da intensidade de fluorescéncia utilizados

nas analises estatisticas.
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4.7 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software Sigma Plot 11.0 (Systat
Software Inc, San Jose, California, EUA). Os dados que ndo apresentaram distribui¢do normal
(teste de Shapiro-Wilk) foram submetidos a transformacgdo logaritmica. A intensidade de
fluorescéncia das probes utilizadas (diclorofluoresceina, YO-PRO-1 e iodeto de propideo)
foram comparadas entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallise. A proporg¢ao de foliculos
normais e a ativagdo folicular foram analisadas entre os tratamentos e dias de cultivo pelo teste
do qui-quadrado. Os dados foram apresentados na forma de média (+ erro padrdo da média) e

porcentagem e os resultados considerados significativos quando P < 0.05.
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S RESULTADOS

5.1 Experimento 1

O total de 1395 foliculos pré-antrais foram avaliados em 62 secgdes histologicas de
tecido ovariano de fetos bovinos. No DO, os foliculos pré-antrais transportados a 4°C
apresentaram viabilidade semelhante (P > 0,05) ao grupo controle (Tabela 1). Adicionalmente,
este grupo apresentou a propor¢do de foliculos viaveis superior (P < 0,05) aos foliculos
transportados em temperaturas mais elevadas. Apds sete dias de cultivo (D7), todos os
tratamentos apresentaram menor propor¢do (P <0,05) de foliculos normais comparado ao grupo
controle e ao DO. No D7, o grupo transportado a 4°C apresentou maior proporg¢do (P <0,05) de
foliculos normais.
Tabela 1. Propor¢do de foliculos pré-antrais normais inclusos em ovario de fetos bovinos

submetidos a diferentes temperaturas de transporte

Porcentagem de foliculos pré-antrais normais

Controle 80,5 (161/200)

Cultivo in vitro
Temperatura Dia 0 Dia 7
4°C 75,3 (150/199) #4 47,0 (94/200) °A*
22°C 64,0 (128/200) &* 42,0 (84/200) PAB*
33°C 53,7 (107/199) 34,0 (67/197) PF*

*Difere do controle (P < 0,05).
“bDifere entre os dias de cultivo in vitro (P < 0,05).

ABLDifere entre os tratamentos dentro do mesmo dia de cultivo ( P < 0,05).
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A propor¢do de foliculos primordiais observada nos grupos 4°C e a 22°C foi semelhante

(P > 0,05) ao controle no dia 0. Em contrapartida, a propor¢do de foliculos primordiais foi

menor (P <0,05) em todos os grupos apos o término do cultivo in vitro comparado ao controle

e ao DO. O grupo de transporte 33°C ndo apresentou diferenca (P < 0,05) na propor¢do de

foliculos primordiais entre o DO e D7 (Tabela 2).

Tabela 2. Propor¢ao de foliculos pré-antrais primordiais e em desenvolvimento inclusos em

ovarios de fetos bovinos submetidos a diferentes temperaturas de transporte

Primordial

Desenvolvimento

Controle 76,4 (123/161)

23,6 (38/161)

Cultivo in vitro

Dia 0

Dia 7

Temperatura Primordial

Desenvolvimento

Primordial

Desenvolvimento

4°C 84,0 (126/150) *
22°C 78,1 (100/128)*
33°C 65,4 (70/107)5*

16,0 (24/150)

21,9 (28/128)

34,6 (37/107)

62,7 (59/94)°A*

57,1 (48/84)°2

55,2 (37/67)*

37,3 (35/94)

42,9 (36/34)

448 (30/67)

*Diferenca do controle (P < 0,05).

“bDentro da mesma classe folicular e entre dias de cultivo (P < 0,05).

ABDiferenga da mesma classe folicular e entre tratamentos (P < 0,05).

A emissdo de espécies reativas de oxigénio apos o D7 foi menor (P <0,05) em todos os

tratamentos comparados ao controle (Figura 1). Esta emissdo foi semelhante (P > 0,05) entre

os tecidos transportados a 4°C e 33°C.
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Figura 1. (A)-Intensidade de fluorescéncia (médiatepm) emitida em tecido ovariano de feto

bovino corado pelo HDCFDA, em relacdo a diferentes temperaturas de transporte apos 7 dias
de cultivo; (B)- a 4°C; (C)- a 22°C; (D)- a 33°C. * Indica diferenga com relagio ao controle (P

<0,05). *" indica diferenca entre os tratamentos (P < 0,05). Barra 100 pm.

O indice de degeneragdo tecidual observado pela intensidade de fluorescéncia emitida
pela probe iodeto de propideo demonstrou que o grupo de fragmentos a 4°C foi semelhante ao
controle (P > 0,05) e ao grupo de 22°C (Figura 2). O tratamento 33°C apresentou maior

degeneracdo tecidual (P < 0,05) ap6s 7 dias de cultivo.
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Figura 2. (A)-Intensidade de fluorescéncia (médiatepm) emitida em tecido ovariano de feto

bovino corado pelo lodeto de Propideo, em relagdo a diferentes temperaturas de transporte apos
7 dias de cultivo; (B) a 4°C; (C) a 22°C; (D) a 33°C. * Indica diferenga com relagao ao controle

(P < 0,05). *® indica diferenca entre os tratamentos (P < 0,05). Barra 100um.

O grupo de fragmentos transportados a 33°C apresentou a menor (P < 0,05) taxa de
células em apoptose (Figura 3). Adicionalmente, este grupo apresentou emissdo semelhante ao
controle (P > 0,05). Todos os grupos de tratamentos diferiram entre si (P >0,05) e o grupo de

22°C apresentou a maior taxa de apoptose.
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Figura 3. (A)-Intensidade de fluorescéncia (médiatepm) emitida em tecido ovariano de feto
bovino corado pelo YOPRO 1, em relagdo a diferentes temperaturas de transporte apos 7 dias
de cultivo; (B) a 4°C; (C) a 22°C; (D) a 33° C. * Indica diferenca com relagio ao controle (P <

0,05). *® indica diferenca entre os tratamentos (P < 0,05). Barra 100um.

5.2 Experimento 2

O total de 1400 foliculos pré-antrais foram avaliados em 69 secgdes histologicas de
tecido ovariano de fetos bovinos. A proporg¢do de foliculos pré-antrais normais do grupo 4 hs
foi semelhante (P > 0,05) aos grupos controle e ao 10hs (Tabela 3). Por outro lado, a viabilidade
reduziu (P <0,05) em todos os grupos apds sete dias de cultivo comparado ao controle e ao DO.

Ao final, todos os grupos apresentaram taxas de viabilidade semelhante (P > 0,05).
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Tabela 3. Propor¢do de foliculos pré-antrais normais inclusos em ovario de fetos bovinos

submetidos a diferentes tempos de transporte

Porcentagem de foliculos pré-antrais normais

Controle 76,6 (153/200)

Cultivo in vitro
Tempo Dia 0 Dia 7
4 hs 75,0 (150/200)** 47,0 (94/200)°A"
10 hs 67,0 (134/200)*%* 44,5 (89/200)PAE*
16 hs 51,5 (103/200)*" 39,0 (78/200)°>"

* Difere do controle (P < 0,05).
“bDifere entre os dias de cultivo in vitro (P < 0,05).

ABDifere entre os tratamentos dentro do mesmo dia de cultivo ( P < 0,05).

O grupo de transporte de 4hs apresentou taxas de foliculos primordiais semelhante (P >
0,05) ao grupo controle (Tabela 4). Os grupos de 10hs e 16hs apresentaram menor proporgao
de foliculos primordiais (P < 0,05) em relagdo ao controle e ao grupo de 4hs. Apds sete dias de
cultivo, todos os grupos apresentaram menor (P < 0,05) propor¢do de foliculos primordiais,

exceto o grupo 16hs.

Tabela 4. Propor¢do de foliculos pré-antrais primordiais € em desenvolvimento inclusos em

ovarios de fetos bovinos submetidos a diferentes tempos de transporte

Primordial Desenvolvimento
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Controle 79,1 (121/153) 20,9 (32/153)

Cultivo in vitro

Dia 0 Dia 7
Tempo Primordial Desenvolvimento  Primordial Desenvolvimento
4 hs 77,3 (116/150)** 22,7 (34/150) 53,1 (50/94)°2" 46,9 (44/94)
10 hs 65,6 (88/134)F" 34,4 (46/134) 483 (43/89)°A" 51,7 (46/89)
16 hs 58,2 (60/103)*" 41,8 (43/103) 50,0 (39/78)*" 50,0 (39/78)

*Diferenca do controle (P <0,05).
“bDentro da mesma classe folicular e entre dias de cultivo (P < 0,05).

ABDiferenga da mesma classe folicular e entre tratamentos (P < 0,05).

O grupo de fragmentos transportados a 4 horas apresentou niveis de ROS semelhante (P
> 0,05) ao grupo controle e menor (P < 0,05) grupo transportado por 10 e 16 horas (Figura 4).
Esta emissdo nos grupos 10 e 16 horas foi maior do que o grupo controle (P <0,05) e semelhante

entre st (P > 0,05).
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Figura 4. (A)-Intensidade de fluorescéncia (médiatepm) emitida em tecido ovariano de feto
bovino corado pelo corante H-DCFDA, em relagdo a diferentes tempos de transporte apos 7
dias de cultivo; (B) 4hs; (C) 10hs; (D) 16hs. * Indica diferenga com relagio ao controle (P <

0,05). *® Indica diferenga entre os tratamentos (P < 0,05). Barra 100pum.

Todos os grupos apresentaram maior (P < 0,05) intensidade de fluorescéncia relativa ao
iodeto de propideo quando comparados ao controle (Figura 5). Adicionalmente, o grupo 16hs

apresentou maior degeneragdo tecidual (P > 0,05) em relag@o aos demais.
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Figura 5. (A)-Intensidade de fluorescéncia (médiatepm) emitida em tecido ovariano de feto

bovino corado pelo Iodeto de Propideo, em relagdo a diferentes tempos de transporte apos 7
dias de cultivo in vitro; (B) 4hs; (C) 10hs; (D) 16hs. * Indica diferenga com relagdo ao controle

(P < 0,05). *® Indica diferenga entre os tratamentos (P < 0,05). Barra 100pum.

Os niveis de fluorescéncia relativos ao indice de células em apoptose, foram
semelhantes (P > 0,05) entre o grupos controle 10hs (Figura 6). A taxa de apoptose apos 4 horas

de transporte foi inferior (P < 0,05).
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Figura 6. (A)-Intensidade de fluorescéncia (médiatepm) emitida em tecido ovariano de feto
bovino corado pelo YOPRO 1, em relagdo a diferentes tempos de transporte apés 7 dias de
cultivo; (B) tecido transportado durante 4hs; (C) tecido transportado durante 10hs; (D) tecido

transportado durante 16hs. * Indica diferenga com relagio ao controle (P <0,05). *® indica

diferenca entre os tratamentos (P < 0,05); Barra 100um.
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6 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a temperatura € o tempo de transporte influenciam a
viabilidade tecidual e de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano de fetos bovinos.

A temperatura de 4°C no DO propiciou taxa de viabilidade folicular semelhante ao
controle e superior aos grupos transportados em temperaturas mais elevadas. Estudos anteriores
observaram que a temperatura de 4°C foi benéfica para viabilidade de foliculos pré-antrais de
cabras e de bovinos adultos (CARVALHO et al., 2001; LUCCI et al., 2004). As baixas
temperaturas, promovem a reducdo das taxas de metabolismo celular e consequente menor
exigéncia metabolica, de modo que ha um consumo equilibrado das reservas energéticas dos
foliculos e do meio de transporte. Desta forma, a resisténcia dos foliculos mediante a auséncia
de nutrientes e de oxigénio foi incrementada (WANG et al., 2011).

Ap6s sete dias de cultivo (D7), todos os tratamentos apresentaram menor propor¢ado de
foliculos normais comparado ao grupo controle e ao DO. A viabilidade celular reduz apos
periodo de cultivo in vitro, pois as condi¢des laboratoriais ainda ndo correspondem
fidedignamente ao ambiente in vivo. Na compara¢do entre os grupos, o grupo transportado a
4°C apresentou maior propor¢do de foliculos normais. A maior temperatura de transporte
estimulou o metabolismo e a exigéncia nutricional dos foliculos acima da capacidade que o
meio permitia sustentar (WONGSRIKEAO et al., 2005). A temperatura de 4°C proporcionou
uma condi¢do metabolica mais favoravel para os foliculos durante o transporte e estes se
mostraram mais aptos para sobreviver ao processo de cultivo (CHAVES et al., 2008).

O processo de ativagdo folicular foi observada apos 7 dias de cultivo in vifro para os
grupos de 4°C e 22°C. Porém, o grupo transporte a 33°C ndo apresentou alteragdo na propor¢ao
de foliculos primordiais entre o DO e o final do periodo de cultivo. A auséncia da ativagio
folicular pode estar associada ao baixo nivel de oxigénio, a temperatura de armazenamento

proxima do limite fisioldgico e ao aumento do metabolismo durante o periodo de cultivo, o que
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leva ao consumo maior de nutrientes e a uma taxa maior de degeneracdo folicular (TAS et al,,
2006). A ativagdo celular em cultivo in vitro de foliculos pré-antrais inclusos em tecido
ovariano, possivelmente se deve a liberag@o de fatores estimulatorios ou devido a interrupgao
na produg@o de fatores inibitorios presentes no estroma, na granulosa ou em células pré-tecais
(McCAFERRY et al., 2000). Além disso a queda desses fatores associado a presenga de fatores
estimulantes no meio de cultivo como a insulina, e fatores estimulatérios como a BMP-7, Kit-
ligant, GDF-9 e FDF-2 contribuem para a sua ativa¢do (KEZELE et al., 2002; FORTUNE,
2004; Van den HURK e ZHAOQ, 2005).

Os fragmentos ovarianos transportados por um periodo de 4 horas demonstraram maior
propor¢do de foliculos pré-antrais normais em relagdo ao transportados por 16 horas.
Adicionalmente, apds sete dias, todos os grupos de fragmentos cultivados apresentaram taxas
de viabilidade semelhantes. Em longos periodos de armazenamento onde se apresenta isquemia,
ha um rapido esgotamento das reservas energéticas, o que resulta em acidificagdo do meio e
prejudica a viabilidade celular. Buja (2005) descreve que mudangas na permeabilidade da
membrana celular, induzidas pela isquemia, causam mudangas intracelulares de NA", K" e CI"
que associadas a mudancas da distribuigdo do Ca?" e o aumento da presenca de agua
intracelular, pode levar ao aumento do volume celular e consequentemente a degeneragdo
tecidual. Quanto mais tempo os ovarios permaneceram consumindo suas reservas metabolicas,
do meio e privados de oxigénio, sua viabilidade apresenta decréscimo quando comparados ao
controle e ao tratamento com menor tempo de transporte e manipulagdo (WANG et al., 2011).

Apos sete dias de cultivo a ativagdo folicular foi observada nos fragmentos
transportados durante 4 e 10 horas. O transporte ovariano por longos periodos conduz a
fragmentacdo do DNA ovocitario (WONKSRIKEO et al., 2005). A fragmentagdo do DNA pode
interferir no processo de ativagdo nuclear pois dessa maneira ndo seria possivel sintetizar o

RNAm para o c-kit e suas proteinas responsaveis pela formagio do Kit Ligand assim como o
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RNAm para o Fator de Crescimento e Diferenciacdo-9 que sdo fatores de suma importancia
para a ativagdo folicular (BODENSTEINER et al., 1999, DONEDA et al., 2002; WANG et al,
2011). Adicionalmente, € sabido que em células apoptéticas os niveis de IGF-1 sdo baixos,
sendo que em bovinos o mesmo pode ser importante durante a foliculogénese (GUTIEREZ et
al., 1997; SCHANS et al., 1999).

O transporte dos ovarios em temperatura mais elevada ou por um periodo mais longo
resultou em um indice de degeneracgdo tecidual mais elevado. Apos a remogdo dos ovarios, a
oclusd@o do aporte sanguineo, a redugdo do suprimento de oxigénio e de reservas de energia do
orgéo aceleram o processo de necrose (WONGSRIKEO et al., 2005). Apesar dos foliculos pré-
antrais serem capazes de suportar pequenos periodos de hipdxia e a glicolise possa sustentar
sua viabilidade por um periodo de tempo, a presenca de oxigénio € importante para assegurar a
viabilidade celular. A deficiéncia de oxigénio pode levar a degeneracdo e a morte quando a
temperatura de transporte se aproxima do fisioldégico (BOLAND et al., 1994; SMITZ et al,
1996).

A emissdo de espécies reativas de oxigénio, foi menor em todos os grupos de
temperatura comparados ao controle. Este resultado pode estar associado a uma grande
demanda de energia para a realizagdo do processo de divisdo celular, sendo que esse aumento
na atividade metabdlica ¢ uma consequencia do aumento da atividade mitocondrial, sendo a
fosforilagdo mitocondrial oxidativa a maior fonte de produg¢do de ATP nessa fase (LEESE,
1995; THOMPSON et al., 1996).

O grupo de foliculos transportados a 33°C apresentou a menor taxa de células em
apoptose. Este fato se relaciona aos achados encontrados na avalia¢do da degeneragio tecidual,
pois provavelmente a quantidade de células desse grupo ja teria passado por essa etapa e ja se
encontraria em necrose que € um processo seguinte a apoptose (ALLEN et al., 1997,

JURGENSMEIER et al., 1998). A apoptose, que é um processo de suicidio celular ativo em
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todos os seres multicelulares, ocorre em tecidos que apresentam alteracdes em seu
desenvolvimento ou respondendo a um estimulo fisiologico. Sua caracteristica mais marcante
¢ a condensagdo da cromatina e a clivagem do DNA levando a formagdo de corpos apoptoticos
(TILLY, 1996). Em foliculos pré-antrais as primeiras alteracdes do processo ocorrem no
ovocito, mas a partir do momento que o foliculo se desenvolve, este se torna mais resistente
sendo que o processo passa a ocorrer primeiro nas células da granulosa (MORITA e TILLY,
1999).

Finalmente, estes parametros devem ser testados para cada espécie pois podem haver
variagOes na conformacao tecidual ovariana de cada uma e o melhor resultado para determinada

espécie pode ndo se refletir em outra, especialmente se tratamos de tecido fetal.
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7 CONCLUSAO

Os resultados nos permitiram concluir que: 1) a temperatura de 4°C ¢ a melhor
temperatura para transportar ovarios de fetos bovinos garantindo melhor viabilidade folicular;
2) o melhor intervalo de tempo entre a coleta dos ovarios de fetos bovinos material e sua
manipulagdo ¢ o de 4 horas; 3) as andlises da intensidade de fluorescéncia refletiram os
resultados da andlise histologica e pode ser adotada como metodologia para avaliagdo imediata

da viabilidade tecidual.
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