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RESUMO

A utilizagdo do xenotransplante de tecido ovariano fetal e da vitrificagdo, podem ser
alternativas para preservagdo de material genético. Sendo assim, com este trabalho objetivou-
se avaliar o potencial genotdxico da metodologia de vitrificagdo e xenotransplante sobre células
ovarianas de fetos bovinos, utilizando o teste de micronucleo. Para isso, utilizou-se fragmentos
de ovarios de fetos bovinos (n=5 pares) que foram submetidos aos tratamentos como o
xenotransplante em camundongos, vitrificagdo e vitrificagdo seguida de xenotransplante. O
teste de micronucleo, foi realizado por meio do afrouxamento da matriz colagenosa do tecido
ovariano por digestdo enzimatica (colagenase tipo I), com subsequente coloragdo do material
genético com o fluorocromo Hoeschst 33258 e posterior analise em microscopio de
fluorescéncia. Os resultados, demonstraram que ndo houve diferenga significativa (p> 0,05)
entre os grupos de tratamento do controle vitrificado (CV), xenotransplante fresco (XF) e
xenotransplantados vitrificado (XV). No entanto, houve diferenca entre o tratamento de
controle fresco com os outros tipos de tratamentos. Permitindo concluir que tratamentos como

o xenotransplante e a vitrificagdo sdo capazes de causar danos ao material genético.

Palavras chave: fetos bovinos, genotocixidade, micronucleos.
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1. INTRODUCAO

1.1 Xenotransplante

Xenotransplante ¢ a denominac¢do dada ao transplante de células, tecidos ou 6rgaos
entre animais de espécies diferentes. Uma de suas principais aplicagdes € na area de transplantes
de orgaos e tecidos (MACEDO; BEZERRA, 2015). Sendo uma técnica importante para o
fornecimento de 6rgdos para tratamento de pacientes que apresentam alguma doenga que cause
faléncia de 6rgdos. Outra aplicagdo do xenotransplante em relacdo a bancos de germoplasmas
animais, que podem ser usados para preservacdo de espécies ameagadas de extingdo
(GONCALVES; FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2008).

Uma possivel futura aplicagdo, diz respeito ao aspecto econdmico. Pois, tendo o
xenotransplante como uma tecnologia reprodutiva, ¢ possivel que animais com potencial
genético superior, gerem um nimero maior de descendentes também com alto valor genético,
através da diminuicdo do intervalo de geragdes. O que ¢ importante para o melhoramento
genético animal. Pois, a resposta a selecdo pode ser acelerada diminuindo-se o intervalo de
geragdes (JUNIOR, 2010).

A utiliza¢do de xenotransplante de tecido ovariano fetal bovino ¢ algo inovador, pois
espera-se que o tecido fetal proporcione menores taxas de rejei¢do e melhores taxas de
recuperagdo celular do tecido. Ja que, nesse estagio, o ovario contém uma quantidade minima
de tecido estromal e conjuntivo (COX; SHAW; JENKIN, 1996). Esses tecidos contém altas
concentragdes de linfocitos do tipo T, principal célula causadora de rejeicdo de enxertos. Por
isso, pesquisas cientificas nessa area tem o intuito de aprimorar a técnica, e criar mecanismos
para se conhecer mais sobre o xenotransplante e sua influéncia no organismo do individuo

receptor.



1.2 Vitrificagdo

A criopreservagao do tecido ovariano € um método que pode ser utilizado para preservar
a fertilidade de mulheres. Esta biotecnologia tem a finalidade de preservar as células
germinativas por periodos prolongados (RODRIGUES et al., 2014). No entanto, ovocitos
maturados sao muito sensiveis ao resfriamento e dificeis de serem criopreservados por métodos
de congelamento lento (Oktay et al., 2006). No entanto, a vitrificagdo ultrar-rapida resolveu
essas dificuldades em grande parte, e o congelamento de dvulos ¢ muito eficiente (KAGAWA;

SILBER; KUWAYAMA, 2009).

O resfriamento e reaquecimento na técnica de vitrificagdo, proporcionam o aumento da
produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), de maneira que o estresse osmotico gerado
pelo aumento do metabolismo pode comprometer o restabelecimento do tecido ovariano, € o
desenvolvimento folicular (WANG et al., 2013). A presenca de EROs no citoplasma celular
pode influenciar a sobrevivéncia celular apds a criopreservagao de tecidos ovarianos (FABRI

et al., 2010).

Além disso, quando ocorre a perda do equilibrio entre producao e eliminacao de EROs,
0 que ¢ chamado de estresse oxidativo, podem ocorrer danos ao DNA, RNA, lipidios e
proteinas. Além de fragmentacdo do DNA, as EROs podem causar o mal funcionamento do
sistema de reparo do DNA, contribuindo para o desenvolvimento de doengas, como o cancer

(SOSA et al., 2013).

1.3 Danos ao DNA e métodos de detec¢ao

A molécula &cido desoxirribonucléico (DNA) ¢ a matéria-prima da heranga que
influencia todos os aspectos da estrutura e funcionamento dos organismos. Uma unica molécula
de DNA, juntamente com proteinas associadas, compreende um cromossomo. Os cromossomos

estao localizados nos nucleos de todas as células eucariotas, bem como em organelas como o



cloroplasto e a mitocondria. Os genes sdo unidades funcionais de informagdo genética que
residem nos cromossomos. Estas unidades sdo sequéncias lineares de bases nitrogenadas que
codificam as moléculas necessarias para o bom funcionamento do corpo. A informagao genética
contida nos cromossomos ¢ replicada e distribuida para células recém-criadas durante a divisao

celular mitética (GERSEN; KEAGLE, 2005).

Varia¢des cromossomicas (ou cariotipicas) podem ocorrer entre diferentes células do
individuo, entre individuos diferentes da mesma populag@o ou entre populagdes diferentes da
mesma espécie (CHAVES; NICOLAU, 2013). Tais alteracdes podem ser classificadas em
numéricas quando correspondem ao aumento ou a perda de um ou mais cromossomos; ou
estruturais que, menos comuns que as numéricas, podem afetar a estrutura de um ou mais

cromossomos, autossomos ou sexuais. (GUERRA, 1988).

Rearranjos cromossomicos sdo diversos, e frequentemente resultam em anormalidades
fenotipicas (SHAFFER; LUPSKI, 2000). Por isso, constituem uma categoria importante de
doencas genéticas, respondendo por uma proporcao significativa dos insucessos reprodutivos,
malformagdes congénitas e retardo mental (GARDNER; SUTHERLAND, 1996). Com relagao
a origem das aberracdes cromossOmicas, sabe-se que resultam de quebras cromossOmicas
espontaneas ou induzidas por agentes mutagénicos. As quebras nas extremidades tendem a se
unir, podendo originar uma deficiéncia ou uma reorganizagdo estrutural do cromossomo

durante os estadgios da mitose ou meiose do ciclo celular (ROSSETTO, 2015).

O termo citogenética atualmente refere-se a todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua
morfologia, organizacdo, funcdo e replicagcdo, quanto a sua variagdo e evolu¢do (CHAVES;
NICOLAU, 2013). A analise cromossdmica, ¢ um procedimento diagndstico cada vez mais

importante em varias areas da medicina clinica (THOMPSON; THOMPSON, 2002). Esta



analise ¢ muito valida para correlacionar determinadas patologias ou a adogdo de técnicas de

transplante com alteragdes do caridtipo normal (GUERRA, 1988).

Um dos testes mais comuns e aplicaveis em ensaios de toxicidade ¢ o teste do
microndcleo. Uma vez que, apresenta resultados rapidos na detec¢do de danos cromossdmicos
induzidos. Microntucleos sdo fragmentos de DNA que sdo separados do nucleo principal e se
caracterizam por serem corpusculos pequenos, arredondados ou ovais, encontrados no
citoplasma, normalmente ao lado do niicleo principal. A sua semelhanga com o nucleo principal
em forma, textura, coloracao e conteiido de DNA ¢ o que facilita sua deteccdao. O tamanho dos
micronicleos varia conforme o agente indutor, sendo que micronucleos derivados de
cromossomos inteiros, sao normalmente maiores do que aqueles derivados de fragmentos

cromossdmicos (AGOSTINI, 1993).

As quebras de DNA, que levam a formacao de micronucleos, podem nao ser reparadas
se as enzimas de reparo na via de unido das extremidades ndo homologas, estiverem com
defeito. (FENECH et al., 2011). Além disso, as células contendo microntcleos podem ser
destinadas a apoptose, causando sua morte. Ou entdo, micronticleos podem ser reintegrados na

cromatina (STOPPER; MULLER, 1997), restabelecendo entdo, a homeostasia genética.

A frequéncia de células com microntucleos reflete o nivel de dano induzido por agentes
clastogénicos (aqueles que causam quebras cromossdmicas) ou aneugénicos (indutores de
aneuploidia ou promotores de segregacdo cromossomica anormal) (AGOSTINI, 1993). O
aumento desta frequéncia, revela uma acdo genotdxica que pode ou ndo estar associada a

transformagao neoplésica.

A formagdo do micronucleo (Figura 1), se dé& pela perda de cromossomos inteiros ou
apenas fragmentos de cromossomos ou cromossomo. Ainda pode ocorrer pela perda de

cromossomos que nao foram incluidos nos nucleos filhos, na conclusdo da telofase durante a



mitose, porque ndo se ligaram ao fuso durante a segregacdo na anafase (KLOBUTCHER,

2001).

)

(KLOBUTCHER, 2001).

Figura 1: Visdo geral da formagao de microntcleos originarios de um cromossomo em células
mononucleares.

Para evidenciar os micronucleos, se faz necessario, o uso de corantes do material

genético. Atualmente, uma das principais técnicas utilizadas ¢ a microscopia de fluorescéncia,

devido a sua vantagem de ser especifica em suas ligagoes.

O corante Hoechst 33258, ¢ um composto sintético que contém dois anéis
benzimidazole consecutivos com um grupo fenolico e um grupo N-metilpiperazina em cada
extremidade da molécula alongada (Figura 2). Sabe-se que se liga ao DNA helicoidal duplo e,
como tal, tem sido amplamente utilizado como corante citoldgico fluorescente para o DNA.
Diversos estudos mostraram que o Hoechst 33258 se liga preferencialmente a regido rica em
nucleotideos de adenina e timina do DNA com um tamanho de ligagdo minimo de quatro pares

de bases consecutivas de adenina e timina (WU; SANTI, 1988).
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(WU; SANTI 1988)

Figura 2. Estrutura quimica do Hoechst 33258

Dentro do nosso conhecimento atual, com base em revisdes bibliograficas, ndo existem
trabalhos que relacionem xenotransplante de tecido ovariano fetal bovino com suas possiveis
altera¢des cromossodmicas. Compreendendo entdo, a aplicabilidade e importancia da técnica de
vitrificagdo como método de preservacdo celular, ¢ do xenotransplante como técnica
reprodutiva, nota-se a importincia de estudar as possiveis alteracdes cromossomicas

decorrentes dessas técnicas.

A hipétese principal deste trabalho, € que as técnicas de vitrificagdo e xenotransplante

ndo causem danos a estrutura ao DNA.

2. OBJETIVOS
Avaliar o potencial clastogénico e genotoxico da metodologia de vitrificacdo e

xenotransplante sobre células ovarianas de fetos bovinos.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Etica
O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais

(CEUA), da Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo 006/2017).

3.2 Desenho experimental

Foram utilizados 5 pares de ovarios de fetos bovinos, divididos em fragmentos de 3mm
x 3mm x Ilmm, e distribuidos aleatoriamente nos grupos: controle fresco (CF), controle
vitrificado (CV) vitrificado xenotransplantado (VX) e xenotransplantado fresco (XF). Foram
realizadas duas repetigdes, a primeira com 3 pares de ovarios e a segunda com 2 pares. Os

fragmentos de todos tratamentos foram submetidos a analise citogenética.

3.3 Coleta de ovarios

Ovdérios de fetos bovinos (n = 5 pares) a partir de 180 dias de gestacdo foram obtidos
em frigorifico local. A idade dos fetos foi determinada pela distdncia em centimetros entre a
articulacdo atlanto-occiptal e a inser¢do da cauda aplicada a uma féormula desenvolvida por
Rexoard et al., (1974). Apos a coleta, os ovarios foram lavados em éalcool 70% por 10 segundos,
em seguida lavados duas vezes em PBS e transportados ao laboratério em caixa isotérmica a

temperatura de 4°C, em até 2 horas.

3.4 Preparagdo das amostras

No laboratorio de Reprodugdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria — UFU,
os ovarios foram cortados ao meio e a fragmentacao do cortex ovariano originou fragmentos de
3 mm x 3mm x Imm. Os fragmentos foram conservados em soro fisiologico auto clavado até

serem destinado aos diferentes tratamentos.

3.5 Vitrificagao



O processo de vitrificagdo de fragmentos ovarianos envolveu o equilibrio das amostras
em duas solucdes de vitrificagdo (SV) com diferentes concentragdes de crioprotetores
(CARVALHO et al., 2014). Neste trabalho, foram utilizados os crioprotetores etileno (EG) e o
dimetilsulfoxido (DMSO). A solug¢ao 1 (SV1) continha TCM199 suplementado com 10 mg/
mL de albumina sérica bovina (BSA), 0,25 M de sacarose, 10% de etileno (EG) ¢ 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO). A solugdo 2 (SV2) foi composta por TCM199 suplementado com

10mg/ mL de BSA, 0,25 M de sacarose, 20% de EG ¢ 20% de DMSO.

Os fragmentos foram expostos a SV1 durante 4 minutos e em seguida expostos a SV2
durante 1 minuto. Todo os procedimentos foram realizados em temperatura ambiente. Em
seguida os fragmentos foram envasados em bainhas francesas com a SV2 que foram vedadas
com massa acrilica. As bainhas foram expostas ao vapor de nitrogénio por 5 minutos (-30°C) a
uma distancia de 3 centimetros do nitrogénio e mergulhadas em nitrogénio liquido para

armazenamento (-196°C) durante uma semana (TING et al., 2011).

3.6 Reaquecimento

Para o reaquecimento, as bainhas contendo as amostras foram expostas a temperatura
ambiente (25°C) por 30 segundos e em seguida imersas em banho-maria a 37°C durante 1
minuto.

3.7 Remogao dos crioprotetores

Apos o reaquecimento, o grupo de fragmentos vitrificados foi submetido a remog¢ao da
solugdo de vitrificacdo por meio da passagem pela solucdo de lavagem (SL), realizada em 3
etapas: SL1) TCM199 + 3 mg/ mL de BSA + 0,5M de sacarose, SL2) TCM 199 + 3 mg/ mL
de BSA + 0,25 M de sacarose e SL3) TCM 199 + 3 mg/ mL de BSA.

Os fragmentos ficaram por 5 minutos em cada etapa (CARVALHO et al., 2014). Apos

a remocao dos crioprotetores os fragmentos foram incubados por 24 horas em placas de 24



pogos contendo 500 puL de meio TCM 199 suplementado com gentamicina (1uL/mL), em
temperatura ambiente (25°C) (DAl et al., 2015).

3.8 Xenotransplante

Foram utilizados 10 camundongos com seis semanas de idade, fémeas, BALB C,
produzidas no setor de reprodu¢do da rede de biotérios de roedores da Universidade Federal de
Uberlandia, com peso vivo de aproximadamente 20 gramas.

Antes do procedimento cirtrgico, os camundongos foram anestesiados com xilazina 2%
e quetamina 2% e a dor foi controlada durante o p6s-operatorio com tramadol. Em cada animal
foram transplantados cinco fragmentos de tecido ovariano, os quais foram fixados junto ao
peritonio na cavidade abdominal com fio de sutura prolene 5/0 ndo absorvivel.

Apbs o transplante dos fragmentos ovarianos, os camundongos ficaram alojados em
caixas individuais, em sala com temperatura e iluminacgdo controladas a 22°C e com ciclos de
iluminagao alternados entre claro e escuro a cada 12 horas. Os animais ficaram alojados dentro
da rede de biotérios de roedores da Universidade Federal de Uberlandia. A 4gua e o alimento
foram ofertados a vontade e previamente esterilizados. A recuperacao dos enxertos foi feita 14
dias ap0s o transplante. Os camundongos foram anestesiados com o uso de anestesia geral e em
seguida eutanasiados por deslocamento cervical. Os enxertos foram recuperados para
posteriores analises.

3.9 Andlise citogenética

A metodologia utilizada, foi desenvolvida neste trabalho, sendo entdo uma metodologia
nova. O principio baseou-se no afrouxamento da matriz colagenosa do tecido ovariano fetal
bovino por digestdo enzimatica, subsequente coloragdo do material genético com o fluorocromo
Hoeschst 33258, para posterior analise em microscopio de fluorescéncia (Olympus®), do
laboratorio de Morfologia Vegetal e Microscopia de Imagem da Universidade Federal de

Uberlandia.
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3.9.1 Dissociagao tecidual

Para afrouxamento da matriz colagenosa utilizou-se a enzima colagenase tipo I, isolada
de Clostridium histolyticum (GIBCO). A enzima foi preparada de acordo com as instrugdes do
fabricante e utilizada a uma concentra¢ao de 20U/uL. Os fragmentos foram transferidos para
eppendorff adicionando de 0,5 mL da solucdo enzimatica de uso. Os eppendorffs foram
mantidos em banho maria a 37°C e a dissociagdo foi assistida por pipetagens da suspensdo,
repetidas de 10 em 10 minutos apds as 3 primeiras horas. Ao final da dissociacdo tecidual, a
atividade enzimatica foi bloqueada com 450 pL de 4cido acético a 100% e 50 uL de agua
destilada. Para obtenc¢ao do concentrado de células, o eppendorft foi centrifugado a 1000 rpm
por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet, ressuspendido em 20 uL de acido
acético diluido a 45%. Esse volume final foi transferido para uma lamina de microscopia, para

realizacdo do esfregaco.

3.9.2 Coloragao com fluorocromo Hoechst 33258

Apos a secagem da lamina, foram adicionados 50 pL do fluorocromo Hoechst 33258
diluido em PBS. Em seguida uma laminula foi posicionada sobre a 1amina, que permaneceu por
aproximadamente 20 minutos em estufa a 37°C para secagem do fluorocromo. Apds a secagem,
a laminula foi retirada utilizando agua destilada. Sobre a ldmina foi adicionado 50 pL da

solucdo de montagem, e posicionado outra laminula.

3.9.3 Leitura de laminas

A leitura das laminas foi realizada em microscopio de fluorescéncia Olympus®, do
laboratorio de Morfologia, Microscopia e Imagem (LAMOVI) da Universidade Federal de
Uberlandia. Para tanto, foi feita a contagem de micronucleos nas células, em uma amostragem
de 1000 células por laminas. Deve-se ressaltar que todos os tratamentos, foram utilizados na
confeccdo de laminas para analise citogenética, de forma que foram analisadas 3

laminas/animal/tratamento.
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3.10 Analise estatistica
Andlise estatistica foi realizada com o software Sigma Plot versao 11.0 (Systat Software
Inc., EUA). A anélise dos dados foi realizada por meio da compara¢do das médias entre os

tratamentos pelo teste de Fisher (LSD) com significancia estatistica estabelecida de p < 0,05.

4. RESULTADOS

A presenca de micronucleos nas células foi identificada pala coloragcdo com o

fluorocromo Hoechst 33258 (Figura 3).

Fonte: proprio autor

Figura 3: Deteccdo de micronucleos em células ovarianas de fetos bovinos. A: células micro
nucleadas encontradas no grupo controle (CF). B: célula com dois micronticleos encontradas
no grupo tratado com vitrificagdo (CV). C: célula micronucleada encontrada no grupo
submetido a xenotransplante (XF). D: célula micronucleada encontrada no grupo submetido a

vitrificagdo e ao xenotransplante.
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Os resultados da analise de micronucleos estdo dispostos na tabela 1. Nao houve
diferencga entre os grupos de tratamento do controle vitrificado (CV), xenotransplante fresco
(XF) e xenotransplantados vitrificado (XV). No entanto, nota-se diferenga entre o tratamento
de controle fresco com os outros tratamentos. Entretanto, ndo houve diferenga entre os
tratamentos quando analisados o nimero de células com mais de 1 microntcleo. Demonstrando
que o nivel de agressividade dos tratamentos ndo foi maior em nenhum tratamento.

Tabela 1 — Quantidade células com micronticleos (MN) encontrados em fragmentos de ovarios

de fetos bovinos submetidos aos tratamentos controle fresco (CF), controle vitrificado (CV),

xenotransplante fresco (XF) e xenotransplantados vitrificado (XV), em 1000 células.

Tratamento N°de MN (média + epm) > 1 MC (média + epm)
CF 7,8+0,62 0,6+0,2?
Cv 11,4+1,6° 0,8+0,4°?
XF 10,4 +0,6° 02+0,12
XV 10,0+ 0,9° 04+022

Letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente (p < 0,05).

5. DISCUSSAO

A frequéncia de micronucleos em células de tecido ovariano fornece um indice de dano
genético acumulado que ocorre durante o tempo de vida dessas células. Para a aplicacao do
teste do micronucleo como monitor citogenético de dano cromossdmico, o nivel de danos ao
DNA na populacdo “normal” deve ser identificado. A média obtida em nossa amostra foi de
7,8 £ 0,6 células micronucleadas no total de 1000 células analisadas no controle fresco. No
presente trabalho os resultados apresentaram valores menores (7,8 = 0,6) do que valores

encontrados por outros autores (10) se encaixam com valores encontrados em outros trabalhos.

(TANG et al., 2018).
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Os resultados encontrados no presente estudo, demonstraram que houve aumento na
frequéncia de micronticleos em células do grupo controle (CF) com os demais tratamentos a

que o tecido foi submetido (CV, XF e XV).

O presente estudo demonstrou haver diferenca entre o grupo controle (CF) e o grupo
tratado com vitrificagdo (CV). Sabendo que a vitrificagdo demanda uma alta concentracio de
crioprotetores para que as células suportem as baixas temperaturas de resfriamento e que o uso
de crioprotetores pode ser danoso ao DNA, dependendo da concentragao e do tempo que a
célula permanece em contato com esses agentes. Podemos assim, explicar este resultado. Além
do efeito negativo do crioprotetor, submeter as células a temperatura muito baixas, pode
comprometer a integridade das membranas e de organelas, o que pode levar a danos ao DNA

com a formag¢ao dos micronucleos.

A diferenga encontrada entre a frequéncia de micronucleos nas células do grupo
submetido a xenotransplante e o grupo controle (CF), demostra que o estresse gerado no tecido
submetido a esse tratamento, € capaz de danificar a estrutura do DNA. Uma possivel explicagdo
para este fato, € que possiveis inflamagdes que podem ter ocorrido durante os 14 dias em que o
fragmento ovariano permaneceu transplantado no camundongo, possa ter induzido estresse
oxidativo no tecido. Segundo Bartsch e Nair (2006), a ativacdo de células inflamatorias,
induzem enzimas produtoras de oxidantes, como NADPH oxidase, 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS), xantina oxidase (XO) e mieloperoxidase, que por sua vez, essas enzimas sao
responsaveis pela geragdo de altas concentragcdes de diversas espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio (RNS), que reagem umas com as outras para formar espécies reativas,
muitas vezes mais potentes, como o peroxinitrito. Essas espécies reativas sdo capazes de

danificar o DNA, produzindo quebras em sua estrutura.



14

Devido ao efeito genotoxico tanto da vitrificagdo quanto do xenotransplante, seria
esperado que o tecido que passou por ambas as técnicas apresentasse uma frequéncia de
micronucleos ainda maior do que o tecido apena vitrificado ou xenotransplantados. O que nao
foi verificado neste estudo. Uma possivel explicacdo, seria que a maquinaria de reparo das
células contra os danos ao DNA, tenha sido capaz de cumprir o seu papel durante o periodo que
permaneceu transplantado no camundongo, reparando entdo os defeitos ao DNA, seja por meio

da indugdo celular a apoptose ou por reincorporacao do fragmento de DNA perdido da célula.

Em resumo, os resultados encontrados neste trabalho, questionam a seguranga da
utilizagdo da vitrificagdo como método de preservagdo celular, bem como a utilizagdo do
xenotransplante como uma técnica reprodutiva. Pois, ndo se apresentam completamente seguras
geneticamente. Uma vez que a maior incidéncia de instabilidade cromossomica na populagao
infértil ¢ amplamente conhecida. Trkova et al. (2000), mostraram que as frequéncias de
micronucleos estdo aumentadas em casais com infertilidade ou com dois ou mais abortos
espontaneos. Milosevic-Djordjevic et al. (2012), mostram que as frequéncias médias de
microntcleos em pacientes masculinos e femininos aumentaram em comparagdo com as
frequéncias médias de micronucleos de controles saudaveis de homens e mulheres. Além disso
a influéncia genética desse defeito nas geragdes futuras, ndo ¢ bem definido. Podendo
caracterizar ou nao delecdo de genes que possuam caracteristicas importantes para a

sobrevivéncia da espécie.

6. CONCLUSAO
A partir dos resultados encontrados no presente trabalho, ¢ possivel concluir que o
xenotransplante e a vitrificacdo sao capazes de gerar danos a estrutura do DNA, propiciando a

formagdo de microntcleos em células do tecido ovariano de fetos bovinos.
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