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RESUMO

O vigente estudo foi realizado com a finalidade de comparar as diferentes solugdes de
antioxidante na vitrificacdo de tecido ovariano equino, uma técnica de criopreservacao mais
rapida comparada ao congelamento lento, avaliando a morfologia e viabilidade dos foliculos
vitrificados inclusos no tecido ovariano equino. Para tanto, fragmentos de ovario medindo 3mm
x 3mm x Imm foram vitrificados em palhetas francesas, utilizando duas diferentes solucdes de
vitrificagdo (SV), contendo 10 um de resveratrol e 20 um de resveratrol. Apds quinze dias, os
fragmentos do tecido ovariano foram aquecidos e processados para histologia para analise
morfolégica dos foliculos. A analise histoldégica mostrou que ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos com SV1Res10 e SV1Res20 no percentual de foliculos morfologicamente
normais apos vitrificagao, ocorrendo uma consideravel retragao citoplasmatica dos foliculos, e
que a solugdo controle, mostrou-se melhor. Em conclusdo, a vitrificagdo contendo resveratrol
como antioxidante nas concentragdes 10 um e 20 um de resveratrol, ndo foram suficientes para
se obter resultados positivos em relagdo a normalidade dos foliculos ovarianos de eqiiinos e
integridade destes nos fragmentos, de modo que o tempo de exposi¢ao ao agente antioxidante

e a temperatura podem ndo sdo a mais adequadas para vitrificagdo de tecido ovariano equino.

Palavras-chave: Criopreservacao. Equino. Foliculos. Resveratrol. Vitrificagao.



ABSTRACT

The present study was carried out to compare the different antioxidant solutions in vitrification
of equine ovarian tissue, a faster cryopreservation technique compared to slow freezing,
evaluating the morphology and viability of vitrified follicles included in the equine ovarian
tissue. For that, ovary fragments measuring 3mm x 3mm x Imm were vitrified on French vane,
using two different solutions of vitrification (SV), containing 10 um of resveratrol and 20 um
of resveratrol. After 15 days, the fragments of the ovarian tissue were heated and processed for
histology for morphological analysis of the follicles. The histological analysis showed that there
was no statistical difference between the treatments with SVIResl0 and SV1Res20 in the
percentage of morphologically normal follicles after vitrification, with a considerable
cytoplasmic retraction of the follicles, and that the control solution was better. In conclusion,
vitrification containing resveratrol as an antioxidant for both 10a&m and 20&m of resveratrol,
so that the time of exposure to the antioxidant agent and temperature, are not most suitable for

vitrification of equine ovarian tissue.

Key - words: Cryopreservation, equine, follicles, resveratrol and Vitrification.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento das biotécnicas ligadas a reprodu¢do animal como a inseminacao
artificial (IA), transferéncia de embrido (TE), criopreservacao de sémen, transferéncia de
ovocito (T.O.), fertilizagdo in vitro (FIV), manipulagdo de ovocitos inclusos em foliculos
ovarianos pré antrais (MOIFOPA) e mais recente, vitrificacdo de tecidos ovarianos. Com o
crescimento das biotécnicas reprodutivas in vitro grandes pesquisadores como por exemplo
Nicosia et al. (1975), Greenwald ¢ Moor (1989), Figueiredo et al. (1993), Nuttink (1993),
Amorim et al. (1997), Carambula (1997), estdo desenvolvendo novas pesquisas com animais
de laboratdrio, suinos, bovinos, caprinos € ovinos, porém sao poucas as pesquisas encontradas
com a espécie equina.

A equinocultura brasileira destaca-se perante os demais paises (CARMO et al., 2002)
pelo grande numero de equideos presente em seu territorio, sendo 5.541.702 equinos
(ALMEIDA; ILVA, 2010). Embora o plantel brasileiro seja consideravelmente grande, apenas
um pequeno numero de pesquisas ¢ relatado quando se trata da biotécnica MOIFOPA em
equinos quando comparadas com demais espécies (ALVES, 2014). A quantidade de foliculos
ovarianos pré-antrais nos mamiferos possui um numero pré-estabelecido ainda na fase fetal nas
fémeas (RUSSE, 1983). No entanto, apenas uma pequena parte dos foliculos chegara a se tornar
conceptos, principalmente na espécie equina, onde cada fémea consegue uma gestacao por vez,
com raras excegoes de gémeos, devido as condi¢des morfofisioldgicas da espécie (NUTTINCK
et al., 1993). Esse atraso foi devido as restrigdes impostas pelas associacdes das ragas que por
muito anos das 10 maiores associagdes do Brasil, apenas 6 aceitavam o uso de biotécnicas para
reproducao (PIMENTEL et al., 1998; GALLI et al., 2006). Outro empecilho ¢ a quantidade
reduzida de abatedouros no mundo para a aquisi¢cdo de material bioldgico para as pesquisas
(SQUIRES et al., 2003).

Dentre as biotécnicas da reprodugdo, a criopreservagdo ¢ uma técnica que consiste na
preservacao de tecidos reprodutivos através de congelamento ou vitrificagdo. Essa técnica ¢
bastante utilizada tanto na reproducdo humana quanto na reprodu¢do animal, visando a
preservacao das linhagens de animais que possuem genética superior aos demais e/ou nao
possuem as func¢des endocrinas estabelecidas (BROECKE et al., 2001). Apesar de ser
frequentemente usada para mamiferos, a criopreservacdo na espécie equina ainda tem
resultados inferiores quando comparados a outras espécies (SQUIRES 2003; THARASANIT
et al., 2000).



12

Na década de oitenta, os pesquisadores Rall e Fahy, descreveram o uso da vitrificagdo
como uma nova possibilidade a técnica de criopreservacao por congelamento lento, baseando -
se em uma concentragao alta de crioprotetores, aumentando a viscosidade do meio a ser usado
para a vitrificagdo. Assim, ¢ possivel diminuir consideravelmente a possibilidade de formagao
de cristais de gelo pois, o material vitrificado passa para um estado chamado de vitreo ou amorfo
(SARAGUSTY; ARAV, 2011).

A vitrificagdo de tecido ovariano estd sendo uma alternativa para a reprodugio,
permitindo a preservagdo de um consideravel nimero de ovdcitos imaturos proveniente dos
foliculos ovarianos pré-antrais (FOPAs), responsaveis por 90% de toda a populacdo folicular
(JEWGENOW & PARIS, 2006). Essa técnica permite a preservagao de um maior numero de
ovocitos contidos em FOPAs, onde estes sao menos agredidos pelos danos criogénicos por
conta do tecido que envolve estes ovocitos (OKTAY et al.,1998; SHAW ET AL., 2000).
Portanto, pelos poucos estudos aplicados a reprodugdo da espécie equina, especialmente em
vitrificagao de tecido ovariano, os objetivos para o presente trabalho foram verificar a eficiéncia
do resveratrol na vitrificagdo de tecido ovariano equino nas concentracdes de 10 pm e 20 pm,

comparando aos tecidos vitrificados sem resveratrol e controle fresco.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ovogénese

Conforme descrito por RUSSE (1983), a ovogénese é o processo de formagdo das
ovogonias a partir das células germinativas primordiais (CGP). As CGP migram para as
gonadas em desenvolvimento na fase fetal da fémea, perdendo suas caracteristicas de
motilidade e sofrendo redistribui¢des das organelas citoplasmaticas tornando-as entdo
estruturas chamadas de ovogonias (SADEU et al., 2006).

As células germinativas se subdividem apos divisao meidtica das CGP em dois tipos.
Um grupo permanece em interfase e se diferencia posteriormente na formagao de novas CGP,
e, um segundo grupo se divide imediatamente dando origem a uma linhagem de células
ovogonias (RUSSE, 1983).

Ao iniciar a fase de diploteno ou vesicula germinativa da profase I, tem-se a primeira
divisdo meiodtica, gerando os ovocitos primarios que permanecem nessa fase até que a fémea
entre no periodo de puberdade. Neste momento, os picos do hormodnio luteinizante (LH) e
hormonio foliculo estimulante (FSH) induzem a maturagdo dos ovécitos que terminam seu
crescimento retomando & meiose e o nucleo evolui de dipldteno para diacinese. (BETTERIDGE
et al., 1989). Ao iniciar a segunda divisdo meiotica ocorre a evolugao para a fase de metafase
II, ocorrendo a interrupcdo da meiose e permanecendo nesse estdgio até ser fecundado,
finalizando a meiose II. Apds a fecundacdo ocorre a expulsdo do segundo corpusculo polar

(SAUMANDE, 1991).

2.2. Foliculogénese

A foliculogénese pode ser definida como processo de formacdo, desenvolvimento e
maturagdo dos foliculos, iniciando-se na fase primordial, chegando até a fase madura, na qual
as estruturas sdo chamadas de foliculo dominante ou pré-ovulatério (SAUMANDE, 1981). O
foliculo tem como fun¢ao, manter um ambiente ideal e seguro para que o ovocito possa concluir
seu desenvolvimento, sendo as fases de ovogénese e foliculogénese simultineas
(HIRSHFIELD, 1991).

A reserva de foliculos primordiais ¢ formada durante a vida fetal e, durante a vida do
animal alguns foliculos crescem continuamente. O crescimento ocorre devido a proliferacao e

as diferenciagdes induzidas pelos hormonios providos das células da teca e da granulosa. As
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fémeas mamiferas possuem uma quantidade de foliculos que ao longo da vida diminui
gradativamente (GOSDENET, 1983; GOUGEON et al., 1994). Esses foliculos se apresentam
em sua maioria na forma quiescentes (CAHILL; MAULEON, 1981).

Os foliculos sdo classificados em dois grupos de acordo com a auséncia de antro (pré-
antrais), e com a presenga (antrais) (OLIVEIRA; FERREIRA; MINGOTI, 2011). Os foliculos
pré-antrais sao divididos em primordiais, primarios e secundarios. Em geral, eles se diferenciam
pelo nimero de camadas de células da granulosa e da teca. Ja os foliculos antrais sdo divididos
em iniciais ou tercidrios (antro ainda em desenvolvimento) e em ovulatorio (antro totalmente
formado) (ARAUJO et al., 2014).

Os foliculos primordiais possuem um ovocito imaturo circundado por células da pré-
granulosa em formato pavimentoso. Os foliculos primarios compreendem um ovocito imaturo
circundado por uma camada simples de células da granulosa com formato cubdide, tendo sua
comunica¢ao formada por endocitose. Em algumas espécies como a bovina e caprina, pode
ocorrer a presenga de células cubodides juntamente com as pavimentosas, sendo considerados
foliculos de transicado (VAN WEZEL et al., 1996). J4 os foliculos ovarianos secundarios
possuem duas ou mais camadas de células da granulosa cuboides ao redor do foliculo, podendo
em alguns casos ocorrer a formacdo da zona pelicida (ZP). Ainda existem lacunas no
conhecimento do desenvolvimento dos foliculos, porém alguns estudos mostram que sdo
minimamente influenciados pelas gonadotrofinas e intimamente ligada as ativinas, EGF
(Epidermal Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), IGF-1(Insulin-like Growth
Factor 1), dentre outros fatores intra-ovarianos (MAYERHOFER et al., 1997).

Na espécie equina, as células primordiais passam pelo processo de mitose, recebendo
entdo o nome de ovogdnias por volta dos 50 dias de gestacdo (DEANSLY, 1978). Apds a
proliferagdo mitotica, as ovogonias darao inicio ao processo de divisao meiotica, em meado dos
75 a 160 dias de gestagdo, passando a ser ovocitos primarios (GINTHER, 1989). Através de
ultrassonografia (US) foi observado que os foliculos ovarianos equinos crescem em media 3
mm em um periodo de sete dias antes que ocorra a ovulagdo, devendo chegar a um tamanho
equivalente a 45 mm, um dia antes de ovular. De acordo com Redmer e Reynolds (1996), o
foliculo ovariano equino se torna dominante por volta de seis dias antes de ocorrer a ovulacgao,
tornando sua morfologia de esférica para conica devido ao aumento da ag¢do da prostaglandina
(PGF20). Esta alteragdo ocorre 3 horas antes da ovulacao.

Na espécie equina, o antro ¢ desenvolvido nos foliculos quando estes atingem um
tamanho de 300 pm, formando uma camada de células da teca ao redor da granulosa. Apds o

desenvolvimento folicular, alguns foliculos ndo conseguem atingir a maturidade para ovular
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devido a falta de receptores para expressar o seu crescimento. Deste modo, estes foliculos
restantes sofrem atresia passando por um processo chamado de apoptose (KENNEY et al.,
1979; HAFEZ, 1995)

Ap0s passar pela fase de desenvolvimento, o foliculo torna-se antral, e entdo possui em
seu antro um fluido que ¢ originado da corrente sanguinea e também dos componentes
secretados pelas células da granulosa. Os constituintes que formam o fluido sdo os esterdides e
as glicoproteinas, tornando o foliculo um ambiente perfeito para um melhor desenvolvimento
dos ovocitos. Esse ovocito ¢ envolvido pelas células do cumulus, formando o complexo

cumulus-ovocito (COC) (HENNET; COMBELLES, 2012).

2.3.Biotécnicas de MOIFOPA

Para um melhor aproveitamento e aumento do rebanho brasileiro e mundial de bovinos
e demais animais de produgdo, esta sendo usadas varias biotécnicas ligadas a eficiéncia
reprodutiva, dentre essas biotécnicas podemos incluir a fertilizagao in vitro (FIV), a clonagem,
trangénese e mais recentemente podemos evidenciar a manipulagdo de ovdcitos inclusos em
foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) (RUSSE, 1983). Além de ser uma biotécnica
reprodutiva que tem como foco principal o aumento da producdo de animais tanto das espécies
ameacadas de extingdo quanto de animais de altos indices zootécnicos esta técnica permite o
resgate dos foliculos para que possam ser cultivados in vitro até a maturacao do ovdcito, tendo
em vista a fertilizacdo e producgdo in vitro de embrides de alto padrdo de qualidade.
Ultimamente, grupos de pesquisa de todo mundo buscam compreender a foliculogénese e os
processos envolvidos na reprodugdo, mais especificamente sobre os foliculos ovarianos pré-
antrais (FOPA). Os primeiros estudos de FOPA realizados em animais domésticos (bovinos) e
de laboratérios (camundongos) foram descritos nos anos de 1960 a 1990 utilizando métodos
enzimaticos ¢ mecanicos (GROB, 1964; FIGUEIREDO et al., 1992).

Depois de superado o estagio de desenvolvimento da FOPA, o grande desafio por parte
dos pesquisadores ¢ desenvolver meios que dé condigdes especiais de cultivo in vitro aos
foliculos o qual seja mais proximo do que ocorre in vivo. Na espécie equina ndo se tem muitos
estudos relacionados a manipulagao de ovarios. Ja em bovinos e caprinos, diversos estudos sao
publicados anualmente com relag¢do ao cultivo de FOPA (HULSHOF et al., 1995; WANDIJI et
al., 1996* FIGUEIREDO et al., 1994°).

A biotécnicas de MOIFOPA pode ser aplicada em diferentes areas sendo elas: 1) pesquisa

fundamental ou bdsica, avaliando a elucidacdo e regulacdo da foliculogénese; 2) na biologia
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molecular, assegurando condi¢des necessarias para identificar e quantificar expressdes génicas;
3) na industria farmacéutica testando a acdao de fArmacos em foliculos; 4) na nanotecnologia,
onde ¢ feito o teste da inocuidade de nanoparticulas; 5) na biosseguranga, avaliando o efeito da
radioatividade de sobrevivéncia e capacidade de desenvolvimento folicular. A MOIFOPA
contribui da mesma forma para a formagdo de bancos genéticos de germoplasma humano e
animal visando produgdo in vitro de embrides, xenotransplante ou autotransplante auxiliando
na reproducdo humana assistida com a produgao in vitro de embrides humanos, de mulheres
submetidas a tratamentos quimioterapicos e multiplicacdo de animais através da producdo in
vitro de embrides de valor zootécnico ou em vias de extingdo assim como o desenvolvimento
de vacinas de imunoesterilizagao visando controle populacional de caes e gatos (FIGUEIREDO

etal., 2009).

2.4 Criopreservacao

A criopreservagdo ¢ um método que permite ser feito o armazenamento de um grande
namero de ovdcitos, quando ainda inclusos nos foliculos pré-antrais, mostrando ter uma boa
preservacao destes ovocitos (GOSDEN et al., 1994; SHAW et al., 2000).

A criopreservagdo ¢ uma técnica que oferece vantagens pelo fato de ser independente
de fatores como idade, ciclo estral, podendo ser usado até mesmo com materiais coletados de
fetos ou de animais que ja vieram a obito (SHAW et al., 2000). Os métodos de criopreservacao
se tornaram eficazes em diversas espécies e ja comprovaram ser uma biotécnica com resultados
positivos, porém poucos estudos envolvem a espécie equina. A criopreservacdao ¢ usada em
humanos, principalmente em mulheres que passardo por tratamentos radio e quimioterapicos
(BROECKE et al., 2001).

Recentemente as técnicas de criopreservagdo atingiram de forma positiva o setor
industrial onde o congelamento de embrides bovinos ja possui um nimero superior a 823.234
transferéncias mundiais de embrides provindos de criopreservagdo em meados de 2007
(THIBIER, 2008).

De acordo com Leibo e Songsasem (2002), nos ultimos 35 anos a produgdo de equinos
e bovinos provindos de uso de material genético criopreservado, como o s€émen € o embrido,
ultrapassou a casa dos milhdes, sendo utilizados recentemente com maior frequéncia para
preservar material genético de espécies em extingao e de zooldgicos. Enquanto ndo se determina
uma criopreservacao especifica para a espécie equina, ¢ feito o uso dos métodos Standards de

preservacao, que também ¢ usado para bovinos, os quais preservam o germoplasma
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temporariamente (HEWITT; ENGLAND, 2001; LEIBO; SONGSASEN, 2002). Nao h4d um
padrdo com relacdo aos métodos para se obter os fragmentos para criopreservagao de tecido
ovariano equino nem mesmo as dimensdes dos fragmentos, assim como quais os melhores
crioprotetores a serem usados para o congelamento e descongelamento (COURBIERE et al.,
2006). Sabe-se que a criopreservacao do tecido ovariano em formas de tiras finas ou cubo
permite uma melhor penetragao dos crioprotetores (PARIS et al., 2004).

A criopreservagdo pode ser dividida em dois tipos de técnicas, sendo a congelagdo lenta
e a vitrificagdo. A congelacdo lenta age através de uma curva de resfriamento lento e controlado,
com diminui¢do da temperatura de 0,3 a 0,6°C/minuto atingindo -6°C/-7°C, evitando a formacao
de cristais de gelo dentro das células e, em um segundo momento com taxas similares de
resfriamento, faz-se o decréscimo da curva até a temperatura de -32°C/-35°C (DINNYES et al.,
2006). Ja a vitrificacdo envolve um complexo de fatores como a temperatura, a viscosidade, a
natureza do soluto e a velocidade de resfriamento agindo de forma interdependente, fazendo
com que o liquido presente na célula a ser vitrificada passe para o estado vitreo, antes que seja
formado cristais de gelo, porém o que determina a vitrificagao ¢ a viscosidade da solugdo acima
de 10" pascal em segundo (Pa.s), que ¢ atingida quando se tem baixas temperaturas (LUYET,
1969). O primeiro grupo ¢ considerado o método convencional e a vitrificagdo que ¢ um
processo bastante utilizado para criopreservacao de tecido ovariano (SANTOS, 2005). Outros
beneficios da vitrificagdo ¢ a velocidade do processo, o custo consideravelmente baixo,
execugao facil do método, que compreende basicamente a exposi¢ao dos agentes crioprotetores,
resfriamento, armazenamento, aquecimento dos fragmentos de tecido vitrificado e remogao do

agente crioprotetor (YEOMAN et al., 2005).

2.4.1 Criopreservagdo na espécie equina

O uso de biotécnicas cada vez mais avangadas, como por exemplo a criopreservacao de
tecidos reprodutivos, tem contribuido para a reproducao de varias espécies, dentre elas a espécie
equina, possibilitando algumas vantagens, como o deslocamento de sémen e embrides por
longas distancias sem perder sua capacidade vital (PARKS; GRAHAM, 1992). A 1A na espécie
equina iniciou-se em meados de 1957 com a utilizacao de sémen criopreservado (PICKETT;
AMANN, 1993). Apesar da criopreservacao do sémen ter mostrado uma grande eficiéncia na
espécie equina, essa técnica ndo era muito utilizada devido as restrigdes que as associagdes
impunham, alegando facilitar um aumento nas fraudes em relagcdo aos registros dos potros

(ALVARENGA, 2002).
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Atualmente a técnica de criopreservagao ¢ bem aceita junto aos proprietarios de haras e
centrais de reproducdo, devido ao uso de poucos garanhdes de alto desempenho e alto indice
zootécnico, podendo emprenhar um grande niimero de fémeas em menor tempo. Squires et al.
(1999), mostram que as taxas de prenhez sdo menores para s€émen criopreservado, quando
comparados com sémen fresco devido aos efeitos deletérios que os crioprotetores exercem
sobre os espermatozoides. Para tentar melhorar a taxa de prenhez, utiliza-se uma dose maior,
sendo 300 a 500 x 10°® de espermatozoides totais, ou seja, cinco a oito palhetas descongeladas
por IA (SQUIRES et al., 1999). Em contrapartida Douglas-Hamilton et al. (1984), descreveram
uma taxa de prenhez que chegou a 91% utilizando o container adequados para a estocagem e
transporte do s€émen criopreservado podendo resultar em maior longevidade e fertilidade dos
espermatozoides.

O grande aumento da demanda por animais cada vez melhores em um tempo mais curto,
levou a necessidade de uma técnica que possibilitasse um maior aproveitamento individual da
espécie. A criopreservagao esta sendo uma alternativa para impulsionar e otimizar a produ¢ao
desses animais (BRANDAO, 2008). Mesmo mostrando que as técnicas de criopreservagio
dentro da espécie equina como a criopreservagao de sémen, podem maximizar e acelerar o
melhoramento genético na espécie, ainda faltam resultados que possam fazer com que as

associagdes implementem o uso dessas técnicas (SQUIRES et al., 1999).

2.4.2 Vitrificagdo geral

A matéria ¢ encontrada nos estados liquido, solido e gasoso, porém um novo conceito
em estado de matéria estd sendo estudado por muitos pesquisadores, o qual ¢ chamado de
“estado vitreo”, que ¢ a soma das particulas dos materiais solidos com as particulas dos
materiais liquidos, formando o que temos chamado de estado amorfo (WOLK, 2010).

Dentre os métodos de criopreservagao, a vitrificagdo faz com que o tecido a ser
vitrificado apresente-se na forma deste estado amorfo, sendo uma alternativa bastante usada.
Essa técnica emprega um indice elevado na concentragdo de crioprotetores com o intuito de
conferir a solu¢do de vitrificacdo uma alta viscosidade, no qual serd imerso o tecido a ser
vitrificado (RALL; FAHY, 1985). O primeiro relato de vitrificacdo foi mencionado por Luyet
na década de 40, apos ter vitrificado s€émen de sapo depois de ter passado por desidratacao em
sacarose (LUYET, 1940). Quando ocorre essa alta viscosidade na soluc¢do, ¢ formada uma
camada amorfa ao redor do tecido a ser vitrificado, o que impede a formagao de cristais de gelo

intracelular (DOBRINSKY et al., 2000; RUBINSKY, 2003; CHIAN et al., 2004) diminuindo


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#10
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a lesdao que estes poderiam vir a causar ao tecido (SMITH et al., 2010; UBALDI et al., 2010).
Portanto, a vitrificacdo diminui ou anula a concentracao de cristais de gelo nos tecidos a serem
vitrificados, porém nao anula a possibilidade de formacao de outros fatores prejudiciais, como
um alto nivel de toxicidade aos tecidos, somada ao tempo e a temperatura de exposi¢ao dos
tecidos a solucdo de vitrificagdo (BERTOLINI et al., 2005).

A vitrificacdo pode ser usada como forma de criopreservacdo de ovocitos,
espermatozoides, embrides e tecidos ovarianos, tanto na medicina humana, quando na
veterinaria, por ser um processo rapido, simples e também por ter um baixo custo de preparo
(VAJTA etal., 1998).

Em pesquisas com vitrificagdo de tecido ovariano de camundongas Hasegawa et al.
(2006) obtiveram como resultado final, apds estes tecidos serem maturados e fertilizados in
vitro o nascimento de 2 filhotes. Para isso, foram usados para o processo de vitrificagdo 15%
de etilenoglicol, 15% de dimetilsulfoxido e 0,5 M de sacarose por 30 minutos a 4°C. Em
vitrificagao de tecido ovariano da espécie ovina, Bordes et al. (2005) e Lornage et al. (2006),
obtiveram 6 gestacdes, com nascimento de cordeiros sauddveis, posteriormente a um
autotransplante ortotopico de metade do ovario vitrificado, utilizando como crioprotetor
dimetilsulféxido (2,62 M), acetamida (2,60 M), propanodiol (1,31 M) e polietilenoglicol
(0,0075 M). Em cadelas ap0s ter passado por vitrificagdo e xenotransplante em tecido ovariano
de camundongas imunodeficientes, Ishijima et al. (2006), observaram que ocorreu a formagao
de um tecido ovariano analogo ao tecido fresco, chegando a conclusdo que tecidos ovarianos
de cadelas possuem a capacidade de restabelecer suas atividades ciclicas e enddcrinas apos

passar por processo de vitrificacao.

2.4.3 Vitrificagdo em equinos

As biotécnicas de reproducao assistida como a [A e a transferéncia de embrido (TE) tém
sido utilizadas na espécie equina, porém sdo poucos os resultados satisfatérios quando
comparados a espécie bovina. Entretanto, em um estudo realizado por Hurtt et al. (2000),
mostrou que ndo houve diferenca na taxa de sobrevivéncia dos ovdcitos bovinos e equinos
quando vitrificados maturos ou imaturos. Dentre as biotécnicas, a vitrificagdo de ovocitos tem
sido a que mais responde a resultados positivos, porém Tharasanit et al. (2006), mostraram que
ovocitos equinos vitrificados na fase de vesicula germinativa (VG) no qual, somente 41%
conseguem chegar a meiose II (MII), porém os autores concluiram que a vitrificagdo de

ovocitos em VG apresentam melhores resultados quando clivados 48 horas apds a fecundacgao.
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Oberstein et al. (2001), compararam dois métodos para vitrificar embrides da espécie
equina, sendo elas palhetas estiradas e abertas- Open pulled strws (OPS) aumentando a
velocidade de congelamento, diminuindo as lesdes no embrido. O Crioloop é uma técnica que
consiste na utilizacdo de um instrumento constituido por uma alga de metal presa com um lago
de nylon, este lago ¢ preenchido por solugdo de vitrificacao bastante viscosa. Deste modo, o
liquido presente no lago confere uma tensao superficial que mantém o material a ser vitrificado
fixo no mesmo para entdo ser mergulhado em nitrogénio. Utilizou-se embrides menores que
300 um com grau de qualidade 1 e 2. Portanto, a diferenca entre os dois métodos é que o
material vitrificado em cryoloop ¢ armazenado em tubos, enquanto em OPS tem contato direto
com o nitrogénio contendo outros materiais, aumentando o risco de contaminagdo (EL-
GAYAR; HOLTZ, 2001). Apos o descongelamento os embrides foram cultivados por 20 horas
e corados com iodeto de propidio e Hoechst 33342, Observaram que 51% das células dos
embrides que foram vitrificados se mantiveram vivas. Em contrapartida Moussa et al. (2004a,
2005), compararam o método de vitrificagdo com os métodos convencionais de congelamento
para embrides equinos coletados nos dias 6,5 € 7,5, notando que 46% das células dos embrides
vitrificados, estavam mortas, avaliando a viabilidade pds-descongelagdo através da coloragao
com 4’,6’diamino-phenylindole (DAPI). Este resultado foi similar ao de Oberstein et al. (2001),
o0 sucesso na vitrificagdo de embrides equinos baseia-se no didmetro dos embrides no momento
da vitrificagdo, sendo que embrides nas fases de morula e blastocisto inicial que apresentam
tamanho menor que 300 um sdo mais resistentes a vitrificacdo por conta do grande volume de
fluido na blastocele e a capsula embriondria pouco desenvolvida, permitindo uma desidratacio
celular adequada onde ira ocorrer uma preservagao de um maior nimero de células durante o
procedimento, resultando em indices positivos de gestacdo apds transferéncia (ARAUJO,
2010).

Com relagdo a vitrificacdo do tecido ovariano de equinos ndo foram encontrados

trabalhos na literatura que elucidasse resultados sobre o assunto.

2.5 Avancos e dificuldades na vitrificacdo equina

Dentre todas as espécies domésticas, a equina € a que menos se tém estudos na area de
vitrificagdo, pois para vitrificar material genético equino usa-se protocolos adaptados de outras
espécies (BASS et al., 2004). Os principais avangos relacionados a espécie equina dao-se com
a implantagdo da técnica de criopreservagao de embrides, que consiste no armazenamento

destes em uma temperatura de 5°C por até 24 horas, preservando as células, e diminuindo o
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metabolismo, fazendo com que diminua também a divisdo celular (SEIDEL et al., 1989;
SQUIRES et al., 2003).

Dentre essa técnica de criopreservagao, pode-se destacar uma das maiores vantagens
que € o armazenamento de material genético, podendo ser levado para locais distantes. Portanto,
pode-se fazer a coleta de embrides das éguas doadoras, vitrificar os mesmos e transferir em
éguas receptoras que estejam em propriedades diferentes (SEIDEL JR et al., 1989; SQUIRES
et al., 2003). Desta forma, diminui o risco do transporte desses animais e, consequentemente
minimizando os custos (MOUSSA et al., 2003). Mesmo sendo de alto mérito, a vitrificagdo de
embrides equinos € uma técnica que ainda possui alguns obstaculos devido a dificuldade de
penetracdo dos agentes crioprotetores na capsula glicoproteica do embrido (ELDRIDGE-
PANUSKA et al., 2005).

Além da falta de resultados para poder melhorar as técnicas de criopreservacao na
espécie equina, o fator principal para a falta de pesquisas sobre esta espécie, € o baixo nimero
de frigorificos regulares de abatedores de equinos, onde sdo encontrados apenas os frigorificos
Oregon em Apucarana-PR, Floresta em Sio Gabriel-RS, sendo que este Gltimo ndo foi bem
aceito pelos produtores rurais alegando que violentava os costumes e tradigdes locais.
Entretanto, com o tempo, os produtores comecaram a negociar animais de descarte, tornando o
frigorifico um potente exportador da carne equina, responsavel por 80% da produ¢do da carne
equina exportada. Outro frigorifico no Brasil ¢ Prosperidad em Araguari-MG, que retomou os
abates recentemente, apos passados dois anos fechado devido ao surto de mormo, que ¢ uma

doenga infectocontagiosa causada pela bactéria Burkholderia mallei.’

Portanto, o baixo niimero de estudos em equinos principalmente sobre a vitrificagao de
tecido ovariano equino fica em prejuizo perante as demais espécies, como bovinos, ovinos e

caprinos.

1 Unico frigorifico que abate equideos no estado regularmente esta para retomar as atividades. Estado de

Minas, 2013. Disponivel em: < https://www.em.com.br/app/noticia/economia/2013/03/04/internas_economia,354405/unico-

frigorifico-que-abate-equideos-no-estado-regularmente-esta-para-retomar-as-atividades.shtml>. Acessado em: 18/11/2016)
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2.6 Uso de antioxidantes

O crescimento dos foliculos ovarianos in vivo ¢ dependente de nutrientes que chegam
ao ovario através da corrente sanguinea (McNATTY et al., 2000) e o crescimento in vitro tem
resultados positivos quando mimetizam o mais proximo esse ambiente in vivo, sendo assim o
ambiente in vitro produz uma concentracao de oxigénio muito maior, levando a um aumento no
numero de espécies reativas ao oxigénio (ROS), o que leva a efeitos toxicos e prejudiciais nas
células (LUVONI et al., 1996).

Para que ocorra uma diminui¢do dos ROS nas células vitrificadas sdo usados agentes
antioxidantes, dentre eles o acido ascorbico (AA) e o acido alfa lipoico (ALA). Suas atividades
podem variar de acordo com a concentragdo utilizada, pois altas concentra¢des podem causar
efeitos deletérios as células cultivadas in vitro de FOPA. Assim, o uso de antioxidantes deve ser
cauteloso por causar efeitos indesejaveis em doses extras (ANDRADE et al., 2002; TALEBI et
al., 2012), inibindo processos fisioldgicos que ocorrem no ovario, levando a degeneragao
folicular (MURRAY et al., 2001) devido aos danos oxidativos causados ao DNA,
principalmente quando em contato com Cu?" e Fe?" reagindo com peroxido de hidrogénio,
formando radicais livres de hidroxil (LI; SCHELLHORN, 2007).

Dentre os tipos de antioxidantes, podem-se ressaltar os flavonoides, que sdo superiores
até mesmo as vitaminas C ¢ E (BARREIROS et al., 2006). O uso destes ¢ fundamentado em
suas agdes de oxirredu¢do, empenhando um papel de grande valor na neutralizacao dos ROS
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

O uso de antioxidantes na espécie equina ainda ¢ um fator que deixa a desejar na
literatura, cabendo aos pesquisadores um maior nimero de pesquisas para maior esclarecimento

e o desenvolvimento de um melhor protocolo de vitrificagdo e cultivo in vitro de FOPA.

2.6.1 Resveratrol

Ultimamente, o uso de antioxidantes para combater os efeitos oxidativos nas células
congeladas tem se tornado rotina. Diversos estudos in vivo e in vitro, mostraram que o
resveratrol, um antioxidante, encontrado em uvas, amendoins, amoras, dentre outros (BURNS
et al., 2012), possui propriedades anti-inflamatorias, antibidticas e antifiungicas, além de ser
uma substancia soluvel em compostos organicos, como o etanol e o dimetilsulfoxido, que sdo
toxicos para as cé€lulas, devem ser utilizados em baixas concentragdoes (HARIKUMAR;

AGGARWALL, 2008). Alguns experimentos mostram uma melhora na qualidade dos
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parametros seminais de bovinos com o uso do resveratrol como antioxidante. Na vitrificagdo
de embrides equinos e bovinos (BUCAK et al., 2014; BRANCO et al., 2010) e em equinos o
uso de flavonoides, vitamina C e E sdo usadas na criopreservacao seminal (PRIOR, 2003;
FRANCO et al., 2014).

Existem varios trabalhos com o uso do resveratrol como antioxidantes, entretanto,
poucos estudos obtiveram resultados sobre os efeitos das dosagens, protocolos e diferentes
concentracdes na criopreservagao seminal de bovinos e ovinos (BUCAK et al., 2014; GARCEZ
et al., 2010; SILVA et al., 2012), tdo pouco na espécie eqiiina.

Em uma pesquisa feita por Sarlés et al. (2002), para avaliagdes espermaticas de s€émen
de bode, observou-se que o resveratrol ¢ um potente antioxidante, quando usado nas dosagens
de 15 e 20 pg/mL, incubando o sémen por 120 minutos a 37°C. O antioxidante foi capaz de
inibir a peroxidacao lipidica em baixas concentracdes, avaliando ao final da pesquisa um alto
indice de motilidade espermatica e menor defeito acrossomal dos espermatozdide. Por outro
lado, Silva et al. (2012) estudando sémen de bode, observaram que nido houve resultados
positivos quanto a motilidade, vigor, integridade do acrossoma ¢ membranas plasmaticas,
quando usada a dosede 5, 10, 15 € 20 pg/mL. Porém Silva et al. (2011), ndo observaram efeitos
benéficos do resveratrol sobre a motilidade do espermatozdide ovino ap6s a descongelacdo. Em
estudo por (2015), o uso de resveratrol a 0,5 uM na vitrificagdo de embrides bovinos, resultou
em altas taxas de eclosdo comparadas ao grupo controle que ndo havia adi¢ao de resveratrol.

O resveratrol possui efeito antioxidante, que serve para manter a qualidade celular e
protegendo contra as lesdes oxidativas, a suplementacdo de resveratrol na maturagdo in vitro
(MIV) mostra que houve melhora quanto a competéncia e desenvolvimento de ovdcitos,
elevando os valores de glutationa (GSH) e diminuindo os teores de espécies reativas ao oxigénio

(EROS) em ovocitos suinos e bovinos (SEONG, 2010; WANG, 2014; LEE et al., 2010).

2.6.2. Resveratrol na vitrificagdo

De acordo com Giaretta et al. (2013), o uso do resveratrol na MIV de ovdcitos suinos,
diminuiu a quantidade de células que entraram em processo de apoptose apds descongelamento,
expondo efeitos positivos quanto ao desenvolvimento embriondrio, enquanto em bovinos, o
resveratrol aumentou a taxa de sobrevivéncia e o nimero embrides eclodidos que foram
vitrificados e em seguida descongelados (SALZANO et al., 2014).

Intimeros fatores podem influenciar a vitrificacdo de tecidos, citando com exemplo a

desorganizacao do citoesqueleto, estresse oxidativo, comprometimento dos estoques de RNA,
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vacuolizagdo do citoplasma e da cromatina e lesdes das membranas celulares (MORATO et al.,
2008c; CHANKITISAKUL et al., 2013; CHAMAYOU et al., 2011; THARASANIT et al.,
2006a; SPRICIGO et al., 2014; HORVATH et al., 2006). Sendo assim, a suplementagao com
antioxidantes ¢ uma alternativa para minimizar esses fatores, diminuindo os danos
morfoldgicos e funcionais causados pela vitrificagdo (SEONG et al., 2012).

Com o intuito de melhorar as técnicas criobioldgicas e aumentar o conhecimento sobre
os principios da vitrificagdo, novos estudos estdo sendo feitos com a adi¢do de resveratrol aos
meios de vitrificagdo de embrides. Rafaella. ANN., (2015) em um estudo onde foi feito
maturagdo de ovdcitos suinos, € posteriormente a vitrificagao utilizando o resveratrol como
antioxidante, verificou-se que houve uma redugdo no niimero de células apoptéticas apos o
descongelamento e foram observados resultados positivos quanto ao desenvolvimento dos
embrides (GIARETTA et al., 2013; LEE et al., 2010).

Ja é possivel provar que o resveratrol ¢ um grande potencializador na agdo antioxidante
de embrides e ovoécitos bovinos, provavelmente induzindo a secrecao da progesterona,
aumentando os genes que fazem sintese desse hormonio e reduzindo os genes produtores de
estradiol, provando entdo que o resveratrol pode promover a maturagao de ovocitos bovinos
através da liberagdo de progesterona pelas células do cumulus (FENG WANG et al., 2014).

Por ser um grande antioxidante usado tanto na vitrificagdo quanto na MIV de ovécitos
de animais domésticos, o resveratrol também ¢ usado na vitrificagcdo de s€émen de animais de
alto valor zootécnico por ser um inibidor especifico de COX 1 (KENNEDY et al., 2003) que
estd intimamente ligado ao fator de motilidade dos espermatozoides (FAYED, 1996). De fato,
o resveratrol possui uma atividade eliminadora de radicais livres, fator esse que provavelmente
¢ o que protege o DNA dos espermatozédides (SIERENS et al., 2002; AGARWAL, 2004).

O primeiro relato de vitrificagdo de tecido ovariano foi descrito em camundongas, que
desde entdo obtiveram descendentes férteis e normais, levando a biotécnica a se destacar como
algo promissor. Mesmo que essa técnica tenha sido demonstrada positiva em relagdo aos
foliculos xenotransplantados (transplante de um fragmento de um tecido ovariano entre
diferentes espécies) de bovinos em ovarios de camundongas, os foliculos se desenvolveram até
o0 estagio antral, mas ainda ndo hé registro de nascimentos a partir dessa metodologia (MATOS
etal.,2011).

No entanto, apesar da vitrificagdo de tecido ovariano ter uma resposta positiva aliada ao
processo de xenotransplante em algumas espécies como ovinos e bovinos (MATOS et al.,
2011), ndo foram encontrados relatos no atual momento sobre vitrificacdo de tecido ovariano

equino com o uso do resveratrol.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e preparacdao dos ovdrios equinos

Foram coletados 12 ovarios equinos, sem raga definida, no abatedouro Prosperidad,
localizado no municipio de Araguari-MG. Os ovarios foram transportados em uma caixa
térmica na temperatura de 4°C, em um intervalo de 4 horas. Apds a coleta, os ovarios foram
lavados 1 vez em alcool 70% por 10 segundos e 2 vezes em PBS suplementado com 100 pg/mL
de gentamicina e 100 ug/mL de estreptomicina. Cada ovario foi dividido em 8 fragmentos de
3 mm x 3 mm x 1 mm, totalizando 48 fragmentos. Ao final das 3 réplicas obteve-se um total de

144 fragmentos.

3.2. Preparacdo de meios e vitrifica¢io

O meio de vitrificacdo SV1 (solugdo de vitrificagdo 1) foi composto de TCM-199
suplementado com 10 mg/mL de BSA, 0,25 M de sacarose, 10% de DMSO e 10% de
etilenoglicol. J& o meio SV2 (solugdo de vitrificagdo 2) foi composto de TCM-199
suplementado com 10 mg/mL de BSA, 0,25 M de sacarose, 20% de DMSO e 20% de
etilenoglicol. Os tratamentos SVIRes1OuM (solu¢do de vitrificagdo 1 com resveratrol na
concentracado 10 uM) e SVIRes20uM (solucao de vitrificagdo 1 com resveratrol na
concentracao 20 pM) s3o similares a0 meio SVI1, porém, com adicdo do resveratrol nas
concentragdes 10 pM e 20 uM respectivamente.

Para elaboragdo dos meios SV2Res10uM (solugdo de vitrificagdo 2 com resveratrol na
concentracdo 10 uM) e SV2Res20uM (solucao de vitrificagdo 2 com resveratrol na
concentracdao 20 pM) foi utilizado o meio SV2 adicionando o resveratrol nas concentragdes 10
uM e 20 uM, na devida ordem.

Os fragmentos foram distribuidos individualmente em placas de 24 pogos, sendo 5
fragmentos para cada grupo: tratamento 1: CVSRes (controle de vitrificacdo - fragmentos
vitrificacdo sem resveratrol), tratamento 2: Res10uM (fragmentos vitrificados com 10 uM de
resveratrol), tratamento 3: Res20uM (fragmentos vitrificados com 20 uM de resveratrol) e 4
fragmentos para o CF (controle fresco - fragmentos destinados a histologia sem nenhum
tratamento logo ap6s a fragmentacdo do ovario).

Os fragmentos do grupo CVSRes foram vitrificados utilizando os meios SV1 por 4

minutos € SV2 por 1 minuto. Para vitrificar os fragmentos dos tratamentos 2, e 3 foram
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utilizados os meios SVIReslOuM e SV1Res20uM, respectivamente, por 4 minutos. Ao
término, os fragmentos foram mantidos por 1 minuto nos meios SV2Res1Oume SV2Res20um,
respectivamente.

Todos os fragmentos foram envasados individualmente em bainhas francesas de
inseminacao adaptadas com o devido meio de congelamento (SV2Res10pum, SV2Res20um e

SV2) e armazenados no nitrogénio liquido.

3.3. Meios de aquecimento e aquecimento dos fragmentos

A solugdo de aquecimento 1 (SA1) foi composta de TCM-199 suplementado com 3
g/mL de BSA e 0,5 M de sacarose. A solu¢do de aquecimento 2 (SA2) foi composta de TCM-
199 suplementado com 3 g/mL de BSA e 0,25 M de sacarose. J4 a solu¢do de aquecimento 3
(SA3) foi composta de TCM-199 suplementada com 3 g/mL. BSA. Os meios de aquecimento
SAIRes, SA2Res e SA3Res foram compostos pelos meios SA1, SA2 e SA3 com adig¢dao de 10
uM e 20 uM de resveratrol, respectivamente.

Apoés 15 dias, os fragmentos foram aquecidos sendo retirados do nitrogénio liquido,
permaneceram por 1 minuto em temperatura ambiente (25°C). Em seguida, os fragmentos
foram colocados por 30 segundos em banho maria a 37°C. Foram feitas 3 lavagens de 5 minutos
em cada uma das solu¢des de aquecimento. Portanto, os fragmentos dos tratamentos congelados
com resveratrol (SV2Res10uM e SV2Res20uM) foram lavados por 5 minutos em cada meio

de aquecimento (SA1Res e SA2Res) e os fragmentos do tratamentol foram lavados nos meios

SA1, SA2 e SA3.

3.4. Anadlise Histologica

Apoés a preparagao histologica classica (desidratagdo e emblocagem em parafina), as
amostras serdo totalmente seccionadas a 7 um de espessura, colocadas em laminas de vidro, e
coradas com acido periddico de Schiff (PAS) e hematoxilina.

As leituras das laminas histologicas foram realizadas no microscopio Optico marca
Olympus® CH2 em aumento de 400x. Os seguintes parametros foram avaliados: o numero de
foliculos por fragmento; classificacdo 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 morfoldgica de pavimentoso
para cuboide; primdrio: foliculo com ovécito imaturo e central rodeado por uma camada de

células da granulosa de formato cuboide, secundario: foliculo com ovocito imaturo rodeado por
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duas ou mais camadas de células da granulosa de formato cubodide e presenca de células da
teca quando em estdgio mais avancado), classificacdo morfologica onde foliculos foram
considerados normais ou degenerados conforme padrao descrito por Alves et al. 2015, ¢

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



3.5. Design do experimento
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l

3 Fragmentos/ovario
18 Fragmentos
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Fixacao-histologia | ¢——
4 fragmentos

!
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Meios de Vitrificacao

o~
fall —

Meio SV1: 4 min SV1Res10: 4 min SV1Res20: 4 min
Meio SV2: 1 min SV2Res10: 1 min SV2Res20: 1 min

. .

Tratamento 1: Tratamento 2: Tratamento 3:

Sem Com Com
Resveratrol Resveratrol 10 pM Resveratrol 20 pM
(CVSRes) (Res10uM) (Res20uM)
4 fragmentos 5 fragmentos 5 fragmentos
N— _/
~N
Aquecimento

\4

Temperatura ambiente: 1 min

\ 4
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A
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Tratamento 1:
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.
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Res10pM
4 fragmentos

SA1Res: 5 min
SA2Res: 5 min
SA3Res: 5 min

!

Tratamento 3:
Res20pM
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4. RESULTADOS

Neste trabalho foram encontrados um total de 73 foliculos em 400 secgoes. Destes
foliculos 60% estava presente no grupo CF, 8% no CVSRes, 8% no VT10uM e 23% no
VT20uM, sendo que 45%, 6%, 4% e 16% apresentaram foliculos anormais (Tabela 1),
respectivamente.

Tabela 1- Relagdo entre foliculos normais e anormais de acordo com os tratamentos expostos.

CF CVSRes VT10pM VT20pM

NT(%) NT(%) NT(%) NT(%)
NORMAIS 11 (15) 1(1) 3 (4) 5 (60)
ANORMAIS 33 (45) 5(6) 3 (4) 12 (16)
TOTAL 44 (60) 6 (8) 6 (8) 17 (23)

CF: controle fresco; CVSRes: controle vitrificado sem resveratrol; VT10uM: vitrificado com

10 uM de resveratrol; VT20uM: vitrificado com 20 uM de resveratrol; NT: nimero total.

Considerando-os em foliculos primordiais, de transi¢do, primario ¢ secundario, de
acordo com suas morfologias, adotando a caracteristica normal e anormal para avaliagdo, foram

encontrados 44 no CF, 6 no CVSRes, 6 no VT10uM e 17 no VT20uM (Tabela 2).

Tabela 2- Relacdo dos foliculos primordial, de transi¢do, primarios e secundarios de acordo

com os tratamentos

TRAT PRIMORDIAL TRANSICAO PRIMARIO SECUNDARIO TOTAL

NT(%) NT(%) NT(%) NT(%)
N A N A N A N A
CF 10(22) 3(6) 00) 1329) 1(2) 1431) 000)  3(6) 44
CVSRes 0(0)  3(50) 0(0( 0(0) 0(0) 1(16) 1(16) 1(16) 6
VT10uM  0(0)  0(0) 2(33) 1(16) 1(16) 1(16) 0(0)  1(16) 6
VI20uM  4(23)  529) 0(0) 4(23) 0(0) 2(11) 1(5)  1(5) 17
TOTAL 14(19) 11(15) 2(2) 1824) 2(2) 18(24) 22)  6(8) 73

N: normal; A: anormal; CF: controle fresco; CVSRes: controle vitrificado sem resveratrol;

VT10uM: vitrificado com 10 uM; VT20uM: vitrificado com 20 pM.
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5 DISCUSSAO

Desde a década de 50, fragmentos de tecido ovariano de animais de laboratério sdao
submetidos a criopreservagdo e posteriormente autotransplantes (DEANESLY, 1954; GREEN
et al., 1956), assim, diversos estudos realizados com estes animais tém demonstrado que
foliculos pré-antrais apresentaram-se morfologicamente normais apods criopreservacao
(CANDY et al., 1997). Na espécie bovina, alguns autores obtiveram resultados significativos
na criopreservagdo de tecido ovariano, demonstrando que foliculos pré-antrais bovinos
apresentam altas taxas de sobrevivéncia, apos exposic¢ao aos crioprotetores (LUCCI et al., 2004;
CELESTINO et al., 2008). E, segundo Gandolfi et al. (2006), a criopreservacao em suinos e
humanos também obtiveram respostas positivas. Esses dados contradizem os resultados do
presente trabalho, mostrando que mesmo o CVSRes apresentou a maioria dos foliculos
anormais. Além do mais, ndo foram encontrados estudos que avaliem a vitrificacao de tecido
ovariano na espécie equina tendo como agente antioxidante o resveratrol.

Borges et al. (2009) observaram que independente da espécie, os processos de
vitrificacao testados para criopreservacdo de tecido ovariano causaram grandes danos aos
foliculos, confirmando o resultado do presente trabalho. Contudo, na espécie equina, ainda ndo
ha relatos de criopreservagao de tecido ovariano, nem tanto o nascimento de animais apos
criopreservacao deste tecido.

As técnicas de vitrificagdo que utilizam taxas de resfriamento rapido, tém sido uma
grande alternativa que visa minimizar os danos que ocorrem ao tecido vitrificado causados pela
técnica de resfriamento lento (SHAW E JONES, 2003). Apesar de ter tido grandes avangos na
vitrificagao, mostrando até mesmo nascimentos de animais, apds esse processo in vitro, cultivo
e transplante de TO (DELA PENA et al., 2002; BORDES ET AL., 2005) as técnicas de
vitrificacdo ainda passam por fase experimental, primeiramente pelas dificuldades em preservar
concomitantemente os ovdcitos, células da granulosa e da teca e células do estroma (SEGINO
et al., 2005) e por ultimo a alta densidade de células e foliculos, que varia de acordo com a
espécie, raga, estagio fisioldgico da reprodugdo (BAIRD, 1984).

O estudo da vitrificagdo de tecido ovariano equino com suplementacao de resveratrol
tem como proposito a preservacao de material genético desta espécie por tempo indeterminado
através da melhor concentracdo deste antioxidante, na tentativa de minimizar as injurias
causadas pelas baixas temperaturas criogénicas que os fragmentos sdo submetidos neste

processo. Os resultados das analises de microscopia de luz do estudo, mostraram pouca
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diferenca entre os tratamentos (SV1Resl0 e SVIRes20), sendo que o CF se mostrou com
resultados superiores aos demais.

Uma das possiveis causas para ndo obter um resultado positivo com maior nimero de
foliculos ovarianos nos fragmentos que foram tratados com resveratrol ¢ o “burn-out”, que se
trata de uma atresia em massa dos foliculos menores, por conta da morte dos foliculos que
apresentaram maior crescimento, sendo mais intensa em tecidos vitrificados que passaram por
um processo de preparo refinado e ainda mais em tecidos que foram congelados e
descongelados.

Uma outra possivel hipdtese para os resutados encontrados neste trabalho em relagdo a
grande quantidade de foliculos presentes nos fragmentos do grupo CF, € que o resveratrol pode
ter causado uma toxicidade aos fragmentos que foram submetidos ao processamento nas
solugdes que ele estava presente, independente da concentragdo. Desta forma, ocorreu uma
degradacdo dos foliculos por conta da sua acdo antioxidante. Entretanto, ao observar os
resultados do CF, que apesar de possuir um grande nimero de foliculos, foi apresentado um
grande nimero de foliculos anormais acredita-se que as técnicas de vitrificagdo e/ou de
histologia possam ter causado danos as estruturas. Para uma melhor analise dos resultados ¢

necessario aumentar o nimero amostral da pesquisa.

6. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o resveratrol apesar de apresentar bons resultados na
vitrificagdo tanto de sémen equino e bovino, como para embrides bovinos nao foi possivel
afirmar se ajudou ou causou danos aos fragmentos e consequentemente, aos foliculos pré-
antrais equinos vitrificados em diferentes concentragdes devido ao baixo nimero amostral da

pesquisa e possiveis danos causados pela propria vitrificagdo e histologia classica.
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