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Isolamento e criopreservacao de foliculos ovarianos pré-antrais de marras preé-
puberes

RESUMO

Objetivou-se neste estudo isolar mecanicamente e criopreservar com glicerol nas
concentragdes de 1,5 e 3 M foliculos ovarianos pré-antrais de marras pré-puberes.
Foram utilizados ovarios (n=18) de marras pré-puberes seccionados em tissue
chopper em intervalos de 250 e 500 um. A quantificacao folicular foi realizada em
camara de neubauer e a analise de viabilidade em microscopio. No intervalo de
corte de 250 um o numero médio de foliculos isolados foi de 168.889 + 69.017,
enquanto que no corte de 500 um o numero médio foi de 180.000 + 92.800, sendo
que em ambos os intervalos o ndmero médio de foliculos pré-antrais foram
estatisticamente iguais. A taxa de viabilidade folicular foi de 76,50% e 74,08% nos
intervalos de corte 250 e 500 pm, respectivamente, ndo apresentando diferenca
estatistica. No segundo estudo foram utilizados (n=12) ovarios de marras pré-
puberes processados mecanicamente com fatiador de tecido (tissue chopper) com
intervalo de corte de 250 um. Para teste de toxicidade foram adicionados glicerol na
concentragao final de 1,5 e 3 M. A taxa de viabilidade dos foliculos pré-antrais no
grupo controle sem glicerol 72,72%, apds exposicao ao glicerol 1,5 M (tox-1,5) e 3
M (tox-3) foi 62,15% e 12,07%, respectivamente, sendo que ndo houve diferenca
estatistica entre o controle sem glicerol e o tox-1,5 e sim entre controle sem glicerol
e tox-3 e entre tox-1,5 e tox-3. Apdés o procedimento de criopreservacao/
descongelamento o numero de foliculos pré-antrais viaveis foi de 18,88% no grupo
glicerol 1,5 M (crio-1,5) e 2,81% no grupo glicerol 3 M (crio-3) ndo apresentaram
diferengas significativas. Em crio-1,5 e crio-3 as taxas de viabilidade em relagdo ao
grupo controle sem glicerol (72,72%) apresentaram-se significativamente diferentes
e baixas e entre crio-1,5 e crio-3 ndo foram significativas. A andlise de viabilidade
do teste de toxicidade e de criopreservagcdo/ descongelamento com o glicerol, na
concentracéao de 1,5 M (tox-1,5 e crio1,5) foi significativamente menor em crio-1,5,
enquanto que esta mesma analise na concentracao 3 M (tox-3 e crio-3) nao houve
diferengas. Conclui-se que ambos os intervalos de cortes (250 e 500 um) podem ser
utilizados no isolamento de foliculos ovarianos pré-antrais de marras pré-puberes

com a mesma eficiéncia e ap6s exposicao ao glicerol 1,5 M apresentaram melhor



taxa de viabilidade, porém em ambas as concentracbes 1,5 e 3 M a criopreservacao
nao foi satisfatéria.

Palavras-chave: Isolamento. Viabilidade. Glicerol. Marras.



Isolation and cryopreservation of ovarian preantral follicles from pré pubertal
gilts

Abstract

The aim of this study it was to isolate mechanically and cryopreserve ovarian follicles
from pre pubertal gilts; with glycerol on the concentrations of 1,5 M and 3 M.
Eighteen ovaries from pre pubertal gilts were used (n = 18) sectioned using tissue
chopper in sections with interval of 250 e 500 um. The follicular quantifying was
performed in neubauer chamber and the viability analysis in microscope. In the
section of 250 um the mean number of isolated follicles was 168.889 + 69.017, while
on the section of 500 um the mean number was 180.000 + 92.800, being in both
sections the mean number of preantral follicles were statistically similar. The rate of
follicular viability was 76,50% and 74,08% in the sections of 250 and 500 pm,
respectively, not showing significant difference. In the second study were used
twelve (n=12) ovaries from pre pubertal gilts processed mechanically in tissue
chopper, making sections of 250 um. Designed to the toxicity test, glycerol was
added on the final concentration of 1,5 e 3 M. The rate of viability of preantral follicles
on the control group without glycerol 72,72 %, after exposition to glycerol 1,5 M (tox-
1,5) and 3 M (tox-3) was 62,15% and 12,07%, respectively, being that there was no
statistical difference between the control without glycerol and the tox-1,5 and there
was between control without glycerol and tox-3 and between tox-1,5 and tox-3. After
the cryopreservation/thawing procedure the number of viable preantral follicles was
18,88% on the glycerol group 1,5 M (cryo-1,5) and 2,81% on the group glycerol 3M
(cryo-3) did not show statistical difference. At cryo-1,5 and cryo-3 the rates of viability
in relation to the control group without glycerol (72,72%) showed significantly
different and low, and between cryo-1,5 and cryo-3 were not significant. The analysis
of viability from the test of toxicity and cryopreservation/thawing with glycerol, on the
concentration of 1,5 M (tox-1,5 and cryo1,5) was significantly lower in cryo 1,5, while
at the same analysis on the concentration of 3 M (tox-3 and cryo-3) there was no
difference. In conclusion, both interval of section (250 and 500 um) can be used on
the isolation of ovarian follicles from pre pubertal gilts with the same efficiency and
after the exposition to glycerol 1,5 M showed the best viability rate, however in both
concentrations 1,5 e 3 M the cryopreservation was not satisfactory.

Key-words: Isolation. Viability. Glycerol. Gilt.
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1 Introducao

A aplicacdo de biotécnicas reprodutivas como a manipulacdo de ovécitos
inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) permite a obtencao de
ovocitos provenientes de foliculos ovarianos pré-antrais. Esta biotécnica vem sendo
bastante pesquisada por sua potencialidade em aproveitar milhares de ovdcitos
inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais.

A maioria da populagéo de foliculos pré-antrais (FOPA) presentes nos ovarios
mamiferos (99,9%) morre por atresia e somente (0,01%) destes foliculos chegam a
ovulagao (FIGUEIREDO et al., 1998). A reserva de células germinativa de fémeas
mamiferas localizada em foliculos ovarianos em varios estadios de desenvolvimento
€ estabelecida durante a vida fetal, e gradualmente mobilizada durante a vida
reprodutiva (VAN DER HURK; ZHAO, 2005).

Os foliculos ovarianos sao classificados, segundo HULSHOF (1994) em
foliculos pré-antrais: primordiais (circundado por uma camada de células da
granulosa de forma pavimentosa), primarios (ovécitos circundado por uma camada
de células da granulosa de formato cubdide) e secundarios (ovécitos circundados
por duas ou mais camadas de células da granulosa de forma cubica) e antrais:
terciarios (proliferacao das células da granulosa, formagao do antro).

O principal objetivo desta técnica é recuperar um grande numero de ovocitos
inclusos nestes foliculos por meio do isolamento e cultivo in vitro, visando multiplicar
animais de elevado valor genético bem como animais em via de extincao (LUCCI et
al., 2002).

O estudo de foliculos pré-antrais da espécie suina auxilia na protecdo de
espécies de animais pertencentes a mesma familia, como o cateto (Tayassu tajacu)
e a queixada (Tayassu pecar), que com aperfeicoamento desta biotécnica
(MOIFOPA) estas espécies podem ser favorecidas.

Os foliculos pré-antrais podem ser isolados do tecido ovariano pelo método
mecanico, enzimatico ou associacoes destes dois métodos. O método mecanico é
realizado com auxilio de instrumentos como tissue chopper, mixer, tesouras
cirurgicas, pequenos férceps e agulhas dissecantes. O método enzimatico utiliza
enzimas proteoliticas como colagenase, tripsina e pronase ou pela associacio
destes dois métodos.
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A criopreservacgdo de foliculos ovarianos pré-antrais tem sido estudada em
varias espécies como camundongos (CANDY et al., 1997), felinos (LIMA et al., 2006;
JEWGENOW et al., 1998), caprinos (RODRIGUES et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2004 ab), ovinos (AMORIM et al., 2006; AMORIM et al., 2003, SANTOS et al.,
2006ab), caninos (LOPES, 2008), bovinos (COSTA et al., 2010; LUCCI et al., 2004)
e suinos (BORGES et al., 2009) permitindo que as células sejam submetidas a uma
reducao do metabolismo, no qual podem permanecer por um periodo indeterminado
e, futuramente, serem resgatadas ainda viaveis a fim de continuarem o seu
desenvolvimento normal apés descongelamento.

Apesar da acao benéfica dos crioprotetores deve-se considerar a toxicidade
destas substancias, que & um dos fatores limitantes para o sucesso de um protocolo
de criopreservacdao (OKTAY et al.,, 1998). A alta capacidade de penetracdo do
crioprotetor oferece maior risco de toxicidade celular, por isso torna-se téo
importante a descoberta da concentracdo ideal de crioprotetor para melhor
aproveitamento destas células.

Objetivou-se neste estudo isolar mecanicamente e criopreservar com glicerol
nas concentragcdes de 1,5 e 3M foliculos ovarianos pré-antrais de marras pré-

puberes.
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2 Ovarios de mamiferos e o processo de ovogénese e de foliculogénese

2.1 Ovarios de mamiferos

O ovario de mamiferos é um érgao composto por uma regiao medular e uma
cortical, circundada pelo epitélio germinativo. A regiao medular, que na maioria das
espécies consiste na porcao interna do ovario, € constituida por tecido conjuntivo,
nervos, vasos sanguineos e vasos linfaticos responsaveis pela nutricdo e
sustentacdo do ovario. O cértex, localizado mais externamente, com excecao dos
equideos, contém corpos luteos, albicans e foliculos ovarianos, cuja funcao é
proporcional um ambiente ideal para crescimento, maturacdo e manutencdo do
ovocito (FIGUEIREDO et al., 2008) (figura 1).

Foliculo

Foliculo  Foliculo Foliculo pré-ovulatério

primdrio secunddrio  antral

Foliculo
primordial

(@@=,
@@@ R
Pr=— 9GP 7 =
S~ <
@@@

Epitélio
superficial

Corpus albicans

Corpo liteo  Foliculo atrésico  Ovulagdo

Fonte: FIGUEIREDO et al.(2008)
Figura 1 - Ovario de mamiferos ilustrando suas principais estruturas

Fisiologicamente o ovario exerce duas funcdes principais: 1) liberacdo de
ovocitos maturos (ovulacao) aptos a serem fecundados e 2) producédo de horménios
esteroides, fatores de crescimento e outros. Estas duas funcdes sdo exercidas pela
interacao de dois fenbmenos que ocorrem no ovario, a ovogénese e a foliculogénese
(BARNETT et al., 2006).
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2.2 Ovogénese

E o processo de desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas
primordiais (CGP) de fémeas, culminando com a formagéo do ovocito maduro apto a
ser fecundado (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

As células germinativas primordiais sao formadas durante o periodo
embrionario. Apds a fecundacao do ovécito pelo espermatozéide, forma-se o zigoto
que evoluira ao estadio de blastocisto e este por sua vez é constituido por duas
estruturas, o trofoblasto e o botdo embrionario, também chamado de embrioblasto
ou massa celular interna (MCI). A partir do botdo embrionario serao formados trés
folhetos: ectoderma, mesoderma e endoderma. Deste ultimo sera formado entre
varias estruturas o saco vitelino, de onde as células germinativas primordiais que
migrardo para o mesénquima da crista genital e colonizam a gdénada indiferenciada
(FIGUEIREDO et al., 2008). Apds a migracao as células perdem sua caracteristica
mével e iniciam a mitose, ou seja, as CGP intraovarianas, multiplicam-se ativamente
e diferenciam-se em ovogdnias (SENEDA; SILVA, 2009).

As ovogobnias sofrem sucessivas mitoses e, posteriormente, entram na
primeira divisdo meibtica (estadio de profase |) e passardo a ser denominadas de
ovocitos primarios (FIGUEIREDO et al., 2008). Em suinos a meiose comecga ao
redor de 40 dias do desenvolvimento embrionario (HAFEZ; HAFEZ, 2004). O nucleo
ovocitario que se encontra na fase de meiose | passard sucessivamente pelos
estadios da préfase | (leptoteno, zigéteno, paquiteno e dipléteno). O processo
meiodtico é interrompido (primeira parada da meiose) no estadio de dipléteno,
também denominado de estddio de dictioteno ou de vesicula germinativa (VG). O
nucleo do ovocito permanecera neste estadio pelo menos até que o animal atinja a
puberdade (FIGUEIREDO et al., 2008).

Quando o animal atinge a puberdade, devido a liberagdes pré-ovulatérias de
horménio luteinizante (LH), algumas horas antes da ovulagcdo a meiose é retomada e
0 nucleo ovocitario entra em diacinese (FIGUEIREDO et al., 2008). Neste momento,
inicia-se o rompimento da VG e expulsdao do primeiro corpusculo polar, resultando
na formacao do ovécito secundario que progredira até a metafase Il, ocorrendo a
segunda parada da meiose que sera retomada somente apds a fecundacao pelo
espermatozoide seguida da expulsdo do segundo corpusculo polar e formacao do
ovocito fecundado (MARTINS et al., 2008) (figura 2).
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2.3 Foliculogénese

Entendida como processo de formacédo, crescimento e maturacao folicular,
inicia-se na vida embrionaria na maioria das espécies com a formacao do foliculo
primordial e termina com o foliculo pré-ovulatério (MARTINS et al., 2008). Durante a
foliculogénese a morfologia folicular € modificada, uma vez que o ovdcito cresce e
passa por intensas proliferacdes das células da granulosa (LEITAO et al., 2009)
(figura 2).
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Fonte: Adaptado FIGUEIREDO et al. (2008)

Figura 2 - Formacao dos ovécitos e foliculos, destacando a relacdo dos processos
de ovogénese e foliculogénese, LH: hormdnio luteinizante.

O crescimento e a maturacao folicular sdo controlados por uma perfeita

interacdo entre fatores autécrinos, paracrinos e endocrinos. Segundo VAN DER
HURK e ZHAO (2005) e LEITAO et al. (2009) os fatores de crescimento, como fator
de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de

crescimento semelhante a insulina-1(IGF-1), fator de crescimento transformante-f3
(TGF-B), fator de crescimento e diferenciacao-9 (GDF-9) e Kit ligante (KL) sao de
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grande importancia durante este processo, os quais podem atuar de diferentes
formas durante a foliculogénese. Estes fatores de crescimento sdo produzidos pelo
ovécito, células da granulosa e células da teca, frequentemente atuam modulando
os efeitos do horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH)
(MAGALHAES et al., 2009).

Segundo FIGUEIREDO et al. (2008) foliculos podem ser classificados de
acordo com o grau de evolugdao em foliculos pré-antrais: primordiais, primarios e

secundarios; e antrais: terciarios.

2.3.1 Foliculos pré-antrais

A maioria da populacdo folicular ovariana € constituida por foliculos pré-
antrais correspondem a 90-95% da populacgao folicular (FIGUEIREDO et al., 2008).

Segundo HULSHOF et al. (1994) os foliculos pré-antrais (figura 3) sao
classificados de acordo com o estadio de desenvolvimento em:

e Foliculos primordiais: sdo os primeiros e os menores foliculos encontrados

no ovario e consistem em um ovdcito imaturo localizado no centro do foliculo,
circundado por uma camada de células da granulosa de forma pavimentosa
demarcada por uma lamina basal que os separa do estroma ovariano e
permanecem “inativos” até seu recrutamento.

e Foliculos primarios: ovécitos circundados por uma camada de células da

granulosa de formato cubodide. Diariamente grupos de foliculos primordiais sao
recrutados e os foliculos iniciam seu crescimento de acordo com a ordem em que
sao formados.

e Foliculos secundarios: ovécitos circundados por duas ou mais camadas de

células da granulosa de forma cubica. Nestes foliculos, em estadios mais
avancados, as fibras de tecido conjuntivo organizam-se paralelamente a lamina
basal para formar a camada de células tecais e a zona pelicida pode ser
identificada.



21

Foliculo Primordial Foliculo Primario Foliculo Secundério

Figura 3 - Classificagao dos foliculos pré-antrais, segundo Hulshof (1994)

2.3.2 Foliculos antrais

Com intensa proliferacdo das células da granulosa, ocorre a formacao de uma
cavidade repleta de liquido folicular, chamada antro (figura 4). O fluido antral é rico
em substancias reguladoras derivadas do sangue ou secrecées das células
foliculares, como gonadotrofinas, esteréides e fatores de crescimento (LEITAO et al.,
2009). A produgéo desse fluido é intensificada pelo aumento da vascularizacao
folicular e da permeabilidade dos vasos sanguineos que ocorrem com O
desenvolvimento folicular (VAN DEN HURK; ZHAQO, 2005).

A partir desse estadio, o diametro folicular aumenta gradativamente, devido
ao crescimento do ovdcito, multiplicacdo das células da granulosa, da teca e
aumento da cavidade antral. No ultimo estadio do desenvolvimento folicular, o
foliculo pré-ovulatério (figura 4) é caracterizado por um ovocito circundado por
células especializadas da granulosa (FIGUEIREDO et al., 2008).

Foliculo antral Foliculo pré-ovulatério

Figura 4 — Classificacao dos foliculos antrais, segundo Hulshof (1994)
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3 A biotécnica MOIFOPA

A biotecnologia que manipula ovécitos inclusos em foliculos ovarianos pré-
antrais (MOIFOPA) visa aproveitar ao maximo o potencial reprodutivo de uma
fémea. Consiste em isolar do ovario o foliculo in situ, conservar o foliculo por curto
(resfriamento) ou longo periodo (criopreservacao) e/ ou cultivo folicular que tem a
finalidade de promover o crescimento, a maturagcdo e a fecundacéo in vitro dos
ovocitos previamente inclusos em FOPA (FIGUEIREDO et al., 2008).

A recuperacao de FOPA para desenvolvimento, maturacéo e fecundacgao in
vitro minimiza as perdas causadas pela atresia folicular. Deste modo esta biotécnica
tem grande importancia, aplicacbes e vantagens na reproducao humana e animal
(FIGUEIREDO, 2009) (figura 5).

Animais
e Alto valor genético
e Em vias de extingao

‘

P Performance reprodutiva

Producao de milhares de animais

Mortos ou vivos I
(fetos, neonatos, adultos) Clonagem
.' Tp G Transgénese
OVARIO I |
MIV-FIV
" Isolamento MIV N\

’ t
Milhares de FOPA
Cultura in vitro - Maturacao

3

Criopreservacgao /

N

Figura 5 - Associacdo da biotécnica MOIFOPA com outras biotécnicas da
reproducao. MIV-maturacao in vitro; FIV-fecundacao in vitro; TE- transferéncia de
embrides.
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Segundo Figueiredo (2009) as vantagens e aplicagcbes da MOIFOPA envolve
formacao de bancos genéticos da espécie humana e de animais de alto valor
zootécnico ou em vias de extingdo; redugcao de intervalo entre geragdes utilizando
ovarios de animais jovens: fetos, recém nascidos e pré-puberes; utilizacdo de
animais que nao respondem aos tratamentos de superovulagdo; obtencdo de
descendentes de um animal mesmo apo6s sua morte, desde que a colheita seja
antes de sua degeneracao; estudo da foliculogénese na fase pré-antral, visando
identificar os mecanismos envolvidos na foliculogénese (epigenética) expressao de
genes responsaveis pelo controle do crescimento de foliculos pré-antrais; industria
farmacéutica: realizagcdo de teste in vitro da agdo de farmacos sobre foliculos;
multiplicacdo de animais: possibilitando a producao in vitro de embriées em larga
escala a partir de FOPA, recuperados de ovarios inteiros ou de fragmentos
ovarianos (bidpsia), que seriam submetidos ao processo crescimento, maturacéo e
fecundacao in vitro; bioseguranca: avaliar efeito da radioatividade sobre a
sobrevivéncia e a capacidade de desenvolvimento folicular e preservar a fertilidade
feminina nos casos de mulheres que se submeteram a tratamentos de radio ou
quimioterapia que retiram seus ovarios e 0s criopreserva para posterior

autotransplante ou cultivo in vitro;

4 Técnicas de isolamento de foliculos ovarianos pré-antrais - FOPA

Pesquisas vem sendo realizadas no sentido de estimar a populagao folicular
ovariana em diversas espécies como suinos (ALVES, 2010; KERONG et al., 2007;
GREENWALD; MOOR.,1989), ovinos (AMORIM et al., 2000), caprinos
(RODRIGUES et al.,1998), bovino (BASSO et al., 2002, LUCCI et al., 1999), felideos
(LIMA, 2006, JEWGENOW; STOLTE, 1996) e caninos (DURRANT et al., 1998).

Fatores como idade (DOMINGUES et al., 2003) e a espécie (JEWGENOW;
STOLE, 1996) podem afetar quantitativamente a populacédo folicular ovariana.
Aproximadamente cerca de 90% da populagao ovariana é constituida por foliculos
pré-antrais, sendo estes os responsaveis pela renovagdo continua dos foliculos
antrais no ovario (MACHADO et al., 2002).

Definir o melhor método de isolamento de foliculos de forma a obter o maior

namero com a melhor viabilidade é o primeiro passo para a MOIFOPA (TELFER et
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al., 1996). Os primeiros registros de estudos de FOPA isolados ocorreram nas
décadas de 60 e 90 utilizando-se procedimentos enzimaticos em ovarios de
camundongos (GROB, 1964) e mecanico (FIGUEIREDO et al., 1993) em ovarios da
espécie bovina.

Os métodos de isolamentos de foliculos ovarianos pré-antrais pode ser
realizado pelo método mecénico demonstrado em bovinos (BASSO et al., 2007;
LUCCI et al.,, 2002; BASSO; ESPER, 2002), ovinos (CECCONI et al.,, 1999;
AMORIM et al., 2000), caprinos (RODRIGUES et al., 1998) e suinos (ALVES, 2010).
pelo o método enzimatico aplicado em camundongos (CARROL et al., 1991),
hamasteres (ROY; GREENWALD, 1985), caninos (DURRANT et al.,, 1998),
humanos (ROY; TREACY, 1993), suinos (HIRAO et al., 1994; KERONG et al. 2007)
€ a associacao destes dois métodos, em bovinos (FIGUEIREDO et al., 1993).

O isolamento folicular consiste na dissociacao ou separacao dos foliculos pré-
antrais dos demais componentes do estroma ovariano (fibroblastos, fibras colagenas
e elasticas, fibronectina, etc) utilizando-se para isto instrumentos mecanicos como
tissue chopper, mixer, tesouras cirurgicas, pequenos forceps e agulhas dissecantes
associados ou nao ao método enzimatico que utiliza enzimas proteoliticas, entre

elas colagenase, tripsina e pronase (FIGUEIREDO et al., 2007).

5 Principais avancos obtidos com a utilizacao de FOPA de mamiferos em

sistema in vitro

Diferentes métodos de cultivo in vitro tém sido desenvolvidos a fim de se
manter a viabilidade, promover o crescimento de FOPA in vitro e obter ovocitos
maturos para producao in vitro (PIV) de embrides (CHAVES et al., 2010) (figura 6).
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ESPECIE Crescimento Antro Embriao Nascimento

GATA
Jewgenow et al., 1998

MACACA
Nayudu et al., 2003

CADELA

Serafimet al., 2010

VACA
McCaffery et al., 2000

OVELHA

Arunakumariet al., 2010

CABRA
Magalh3esetal., 2010

PORCA

Wu et al., 2001

BUFALA
Guptaetal,, 2008

CAMUNDONGA

O'Brienet al., 2003

| '

Fonte: CHAVES et al. (2010)

Figura 6 - Principais avancos obtidos com a utilizagdo de FOPA de mamiferos
cultivados in vitro.

Pesquisas sobre o principais avancos de foliculos ovarianos pré-antrais de
mamiferos cultivas in vitro constam que somente houve nascimento em
camundongas (O’BRIEN et al.,, 2003), formacdo de embribes em ovelhas
(ARUNAKUMARI et al., 2010), cabras (MAGALHAES et al., 2010), porcas ( WU et
al., 2001) e bufalas (GUPTA et al., 2008), crescimento dos foliculos pré-antrais em
gatas (JEWGENOW et al., 1998) e em macacas (NAYUDU et al., 2003), cadelas
(SERAFIM et al., 2010) e vacas (Mc CAFFERY et al., 2000) os foliculos evoluiram

somente até o estadio de desenvolvimento antral.

6 Criopreservacao de FOPA

Estudada em varias espécies como humanos (OKTAY et al.,, 1998) na

preservacao de ovarios de mulheres submetidas a tratamentos quimioterapicos e
radioterapicos e que desejam recuperar sua fertilidade apds cura do cancer, em



26

camundongos (CANDY et al., 1997), felinos (LIMA, 2006; JEWGENOW et al., 1998),
caprinos (RODRIGUES et al. 2005; RODRIGUES et al. 2004 ab), ovinos (AMORIM
et al., 2006; AMORIM et al., 2003; SANTOS et al., 2006 ab), caninos (LOPES,
2008), bovinos (LUCCI et al., 2004) e suinos (BORGES et al., 2009) visando
multiplicar animais de elevado valor genético bem como animais em via de extin¢ao.

Esta biotecnologia é utilizada na preservacao de material bioldgico a baixas
temperaturas, geralmente em nitrogénio liquido a —196°C, onde a energia cinética
molecular é muito baixa e reacées metabdlicas impulsionadas por energia térmica
ocorrem muito lentamente, no qual podem permanecer por um periodo
indeterminado e, futuramente, serem resgatadas ainda viaveis a fim de continuarem
o seu desenvolvimento normal apés descongelagdao (DERMICI et al., 2001).

Existem dois fatores letais as células quando nao tratadas adequadamente
podem levar a morte celular durante o congelamento/ descongelamento: a formacao
de gelo intracelular e o choque osmético, que podem ser reduzidos ou evitados com
a utilizacao de crioprotetores (SHAW, 2000).

Quando os crioprotetores sdo adicionados, a agua intracelular (solvente) deixa
a célula e os crioprotetores intracelulares (soluto) a penetram, interagindo com a
membrana celular, estabilizando as proteinas intracelulares e reduzindo o ponto de
congelacao, minimizando a formacao de cristais de gelo, de maneira a conservar as
estruturas celulares, aumentando a viscosidade do meio, diminuindo riscos a danos
osmoéticos (VAJTA, 2000). Apesar da acao benéfica dos crioprotetores deve-se
considerar a toxicidade destas substancias, que € um dos fatores limitantes para o
sucesso de um protocolo de criopreservacao (OKTAY et al., 1998).

Estudos tém demonstrado que crioprotetores intracelulares como glicerol,
etilenoglicol, dimetilsulfoxido e propilenoglicol nas concentracdes de 1,5 e 3,0 M
foram utilizados com sucesso para a criopreservacao de foliculos ovarianos pré-
antrais (RODRIGUES et al., 2004ab).

Método de congelamento bastante utilizado em foliculos ovarianos pré-antrais é
o congelamento lento, onde FOPA sdo expostas a baixas concentracdes de
crioprotetor, acondicionada em congelador programavel previamente estabilizado a
temperatura de -6°C. Seguido de cristalizagdo manual com objeto metalico
congelado em nitrogénio liquido e resfriamento lento 0,5°C / min até -32°C e
posteriormente armazenamento das palhetas em nitrogénio liquido -196°C
(BORGES, 2009).
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A criopreservacao de foliculos pré-antrais apresenta vantagem em relacao aos
foliculos antrais, pois sao disponiveis em maior quantidade, mais tolerantes ao
processo de criopreservacao, devido a algumas caracteristicas como tamanho do
foliculo, baixo metabolismo celular, menor quantidade de lipidio intracitoplasmatico,

zona pelucida ausente ou parcialmente formada (SHAW et al., 2000).
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Quantificacao e qualificacao de foliculos ovarianos pré-antrais de marras pré-
puberes isolados mecanicamente em diferentes intervalos de cortes

Resumo

Objetivou-se neste estudo isolar mecanicamente, em dois intervalos de seccéo,
quantificar e qualificar foliculos ovarianos pré-antrais de marras pré-puberes. Ovarios
(n = 18) de marras pré-puberes foram seccionados em tissue chopper em intervalos
de 250 e 500 pm. A quantificacado folicular foi realizada em camara de neubauer e a
analise de viabilidade em microscopio, utilizando-se o corante fluorescente iodeto de
propideo. No intervalo de corte de 250 um o niumero médio de foliculos isolados foi
de 168.889 + 69.017, enquanto que no corte de 500 um o numero médio foi de
180.000 £ 92.800, sendo que em ambos os intervalos 0 niumero médio de foliculos
pré-antrais foram estatisticamente iguais. A taxa de viabilidade folicular foi de
76,50% e 74,08% nos intervalos de corte 250 e 500 um, respectivamente, nao
apresentando diferenca estatistica. Conclui-se que ambos os intervalos de cortes
(250 e 500 um) podem ser utilizados no isolamento de foliculos ovarianos pré-antrais
de marras pré-puberes com a mesma eficiéncia

Palavras-chave: lodeto de Propideo. Ovario. Tissue Chopper. Marras.
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Abstract

The aim of this study was to isolate mechanically, in two intervals of section, quantify
and qualify preantral ovarian follicles from pre pubertal gilts. Eighteen ovaries (n =
18) of pre pubertal gilts were sectioned in tissue chopper in intervals of 250 and 500
um. The follicular quantification was performed using neubawer chamber and the
analysis of viability in microscope using staining Propidium iodide. On the interval of
250 pm the mean number was 168.889 + 69.017, while on the section of 500 um the
mean number was 180.000 + 92.800, being that both intervals the mean number of
preantral follicles were statistically the same. The rate of follicle viability was 76,50%
and 74,08% on the intervals of section 250 and 500 um, respectively, do not showing
statistical difference. It concludes that both intervals of section (250 e 500 um) can be
used on the isolation of pre antral ovarian follicles from pre pubertal gilts with the
same efficiency.

Key- words: Propidium iodide. Ovary. Tissue Chopper. Gilts.
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Introducao

Os métodos atuais para a producao in vitro de embrides dependem de ovdcitos
competentes de foliculos antrais ou de foliculos pré-ovulatérios, que estao presentes
no ovario. Os foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) representam cerca de 90-95%
de toda a populacéo folicular (MACHADO et al., 2002) e podem ser importante fonte
de ovécitos para pesquisas e, mesmo, no futuro, servirem comercialmente. A maioria
da populagdo de foliculos pré-antrais (99,9%) presentes nos ovarios mamiferos
morre por atresia e somente 0,01% destes foliculos chegam a ovulagédo
(FIGUEIREDO et al.,1998).

Considerando que a maioria dos ovécitos sera eliminada pelo processo de
atresia, caso permanegam no interior dos ovarios, a biotécnica de manipulacao de
ovocitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) permite a obtencao
de grande numero de ovécitos provenientes de foliculos pré-antrais, visando
multiplicar animais de elevado valor genético bem como animais em via de extingao
(LUCCI et al., 2002).

Os foliculos pré-antrais podem ser isolados do tecido ovariano pelo método
mecanico com auxilio de instrumentos como tissue chopper, mixer, tesouras
cirurgicas, pequenos forceps e agulhas dissecantes, utilizado em bovinos (BASSO et
al., 2007, LUCCI et al., 2002; BASSO; ESPER, 2002), ovinos (CECCONI et al.,
1999; AMORIM et al., 2000), caprinos (RODRIGUES et al., 1998) e suinos (ALVES,
2010). Pelo método enzimatico os foliculos podem ser isolados com o uso de
enzimas proteoliticas como colagenase, tripsina e pronase, ja adotadas em estudos
com camundongos (CARROL et al.,, 1991), caninos (DURRANT et al.,, 1998),
humanos (ROY; TREACY, 1993), suinos (HIRAO et al., 1994; KERONG et al. 2007)
ou associagao destes dois métodos, bovinos (FIGUEIREDO et al., 1993).

Pesquisas sendo realizadas no sentido de estimar a populagcado folicular
ovariana em diversas espécies como em suinos (ALVES, 2010; KERONG et al.,
2007; GREENWALD; MOOR.,1989), ovinos (AMORIM et al., 2000), caprinos
(RODRIGUES et al.,1998), bovino (BASSO et al., 2002, LUCCI et al., 1999), felideos
(LIMA, 2006, JEWGENOW; STOLTE, 1996) e caninos (DURRANT et al., 1998).

Fatores como idade (DOMINGUES et al., 2003) e a espécie (JEWGENOW;
STOLE, 1996) podem afetar quantitativamente a populacédo folicular ovariana.

Aproximadamente cerca de 90% da populacao ovariana é constituida por foliculos
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pré-antrais, sendo estes os responsaveis pela renovagdo continua dos foliculos
antrais no ovario (MACHADO et al., 2002).

Objetivou-se com este estudo isolar mecanicamente, quantificar e classificar
qualitativamente foliculos ovarianos pré-antrais de marras utilizando dois diferentes

intervalos de cortes.

Material e Métodos

O experimento foi realizado nos laboratérios de Reprodugcdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Morfologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade Federal de Uberlandia — UFU.

Foram utilizados 18 ovéarios de marras pré-puberes sem raca definida (SRD),
de aproximadamente 150 dias de idade e peso médio de 90 Kg, obtidos de frigorifico
local da cidade de Uberlandia-MG. Apés a coleta, os ovarios foram acondicionados
em tubos plasticos com solucdo tampéo fosfatada (PBS) resfriada a 4°C e
conduzidos ao laboratoério dentro de uma caixa térmica, conforme Lucci et al. (2007).

Os ovarios foram divididos ao meio em duas partes iguais, com o auxilio de
uma lamina de bisturi. O procedimento de isolamento mecanico foi realizado em
tissue chopper (The Mickle Laboratory Enginnering CO, Gomshal, Surrey, England),
sendo uma parte do ovario seccionada em 250 um e a outra em 500 um. Os cortes
foram realizados nos eixos longitudinal e transversal. Os fragmentos ovarianos
obtidos foram diluidos em 20 mL PBS. Os foliculos foram dissociados
mecanicamente por repetidos movimentos de succdo e ejecdo, utilizando-se
sucessivamente, pipetas de Pasteur com didmetro de entrada de 1600 ym (40
movimentos) e 600 um (40 movimentos). A suspensao obtida foi sucessivamente
filtrada em malhas de nailon de 500 um e 100 um de diametro, respectivamente,
com a finalidade de separar os foliculos pré-antrais dos fragmentos de tecido
ovariano (figura 1), baseado em AMORIM et al. (2000).
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/N

/ N\

Isolamento mecanico 250 um Isolamento mecéanico 500 um
tissue chopper tissue chopper

N\ /

Dissociacdo mecanica
Pipeta de Pasteur 1600-600 um

|

Malhas de néailon 500 e 100 um

/ \

Contagem dos foliculos isolados Analise qualitativa
(cAmara neubauer) (iodeto propideo)

Figura 1 - Sequéncia da metodologia utilizada para isolamento mecanico,
quantificacao e analise qualitativa de foliculos pré-antrais de marras pré-puberes
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Corte longitudinal Corte transversal

Arquivo pessoal

A: Malha de nailon de 500 um; B: Malha de nailon de 100 um e
C: Dissociagao mecanica (Pipeta de Pasteur)

Figura 2 — Procedimento de isolamento mecénico
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Os FOPA foram quantificados em camara de neubauer nos dois intervalos de
cortes (250 e 500 pm). Foi retirada da suspensao de FOPA uma amostra de 1000 uL
para cada intervalo de corte. Nas amostras foi adicionado 1uL (10 pg) do corante
fluorescente iodeto de propideo (IP) (P3566: Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA). As
amostras foram incubadas em estufa a 37°C, ao abrigo da luz, por 20 minutos e
posterior leitura em microscopio invertido, 200x (Axiovert® 200 M) (AMORIM et al.,
2000).

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa Bioestat® 5.0. Os
dados referentes a quantificacao folicular em cadmara de neubauer foram submetidos
ao teste t. Para a avaliacdo da viabilidade folicular utilizou-se o teste néo
paramétrico Man-Whitney. Os testes foram significativos quando p<0,05.

Resultados

O numero de foliculos ovarianos pré-antrais isolados mecanicamente (tissue
chopper) obteve grande variagdo nos dois intervalos de cortes (250 e 500 um). No
intervalo de corte de 250 um o numero médio de foliculos isolados foi de 168.889 *
69.017 (minimo de 40.000 e maximo de 280.000) e no de 500 um, observou-se
média de 180.000 = 92.800 (minimo de 60.000 e maximo de 400.000), sendo ambos
os intervalos de cortes estatisticamente iguais (p>0,05, tabela 1).

Tabela 1 — Numero médio de foliculos pré antrais isolados mecanicamente, pelo
tissue chopper, por ovario de marras pré-puberes em diferentes intervalos de cortes
(250 e 500 um)

N° de foliculos isolados/corte

Intervalo de cortes

Média * Desvio Padrao Minimo-Maximo
250um 168.889 +69.017 a 40.000 — 280.000
500um 180.000 +92.800 a 60.000 — 400.000

Valores com letras minuUscula diferentes na mesma coluna diferem entre si. Teste t.

A viabilidade dos foliculos analisada por meio do corante fluorescente IP foi
de 76,50% e 74,08% nos intervalos de corte 250 e 500 um, respectivamente, ndo
apresentando diferencas estatisticas (p>0,05; tabela 2).
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Os foliculos que apresentaram nucleo corado de vermelho (iodeto propideo)
foram classificados como néo viaveis e os ndo corados foram considerados viaveis,

sendo estes de interesse na criopreservagao e cultivo.

Tabela 2 - Porcentual de foliculos ovarianos pré-antrais viaveis isolados
mecanicamente de marras pré-puberes em diferentes intervalos de cortes (250 e
500 pm)

Intervalo de cortes % Viaveis % Nao Viaveis
250um 76,50 (420/549) a 23,49 (129/549) a
500um 74,08 (403/544) a 25,91 (141/544) a

Valores com letras minuscula diferentes na mesma coluna diferem entre si. Teste de Man-Whitney
(p<0,05)

Discussoes

Os resultados obtidos demonstraram que os foliculos ovarianos pré-antrais de
marras pré-puberes podem ser isolados em grande numero nos dois intervalos de
corte testados. Ao longo da vida do animal, ocorre uma redugdo gradativa do
namero de FOPA. Essa reducdo deve-se a dois fendmenos que ocorrem
naturalmente no ovario, a ovulagdo e a atresia. Somente uma pequena parte
(0,01%) dos foliculos primordiais chega a ovulacédo, enquanto os demais se tornam
atrésicos.

Assim, como neste estudo e resultados disponiveis na literatura existe grande
variagdo no numero de foliculos ovarianos pré-antrais isolados em diferentes
espécies. No presente estudo o intervalo de corte de 500 um apresentou média de
180.000 foliculos/ ovario, valor proximo a média de foliculos ovarianos de suinos
(185.000 foliculos/ovario) isolados enzimaticamente por Greenwald e Moor (1989).
Alves (2010) isolou, por meio de procedimento mecanico (tissue chopper), média de
599.160 foliculos/ovario de marrds pré-puberes, entretanto a metodologia de
contagem foi realizada em placa de Petri. Kerong et al. (2007) isolaram
enzimaticamente média de 779.000 foliculos/ ovario de fémeas suinas. Em ovinos,
Amorim et al. (2000) isolaram mecanicamente média de 1.592 foliculos/ovario.
Rodrigues et al. (1998) e Basso et al. (2002) isolaram mecanicamente em média

1.126 e 35.539 foliculos/ovario em caprinos e bovinos, respectivamente. Ja
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Jewgenow e Stolte (1996), também por procedimento mecéanico, observaram 2.892
e 1.867 foliculos/ovario de felideos domésticos e nao domésticos, respectivamente.

Quanto ao método de isolamento a ser utilizado, é importante considerar
algumas particularidades de cada procedimento. Ao contrario dos procedimentos
mecanicos, a utilizacdo de enzimas para isolamento de foliculos pré-antrais requer
maior controle, principalmente em relacdo ao tempo de exposicédo do tecido ovariano
a enzima (GROB, 1964). A utilizacado de enzimas pode representar alguns riscos
para os foliculos, como por exemplo, danos a membrana basal e ruptura das
juncbes entre as células foliculares (NICOSIA et al.,, 1975), além do
comprometimento da viabilidade folicular (WANDJI et al., 1996).

O método ideal de isolamento de foliculos deve ter maior numero de foliculos
isolados e melhor viabilidade, porém nem sempre € possivel conciliar estas duas
caracteristicas simultaneamente E preferivel isolar menor nimero de foliculos pré-
antrais viaveis a isolar numero maior de FOPA de baixa viabilidade. Uma das formas
de avaliar a viabilidade folicular é analisando a integridade da membrana celular com
corantes fluorescentes, como o iodeto de propideo, corante de coloracédo
avermelhada que cora células que apresentam incapacidade de expulsar o mesmo
pela desativacao do sistema de transporte ativo (MATOS et al., 2007).

Alves (2010) utilizando o corante iodeto de propideo no “pool” de foliculos pré-
antrais de marras pré-puberes obteve taxa de 76,44 % de viabilidade. Neste estudo
a taxa de viabilidade foi bastante satisfatéria (76,50 e 74,08%), respectivamente,
para os cortes de 250 e 500 um. Em foliculos pré-antrais de fetos caprinos, Machado
et al. (2002) observaram taxa de viabilidade 84,6% (método enzimatico) e 75%
(método mecéanico). Em fetos bubalinos, corte de 75 um, Santos et al. (2006)
obtiveram 76% de viabilidade folicular.

Estudos relacionados a producao de embrides a partir de ovécitos de foliculos
pré-antrais desenvolvidos in vitro necessitam de grandes quantidades de foliculos
vidveis para os sistemas de cultivo. Os resultados deste estudo confirmaram a
possibilidade de se obter nimero suficiente de foliculos pré-antrais de marras pré-
puberes pelo uso do fatiador de tecido (tissue chopper), de maneira a preservar a
viabilidade dos foliculos para que possam ser criopreservados e cultivados.
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Conclusao

Os dois intervalos de cortes, 250 e 500 pum, podem ser utilizados no
isolamento de foliculos ovarianos pré-antrais de marras pré-puberes com a mesma

eficiéncia.
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Capitulo 3 - Teste de toxicidade e criopreservacao de foliculos ovarianos pré-

antrais de marras pré-puberes isolados mecanicamente utilizando glicerol
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Teste de toxicidade e criopreservacao de foliculos ovarianos pré-antrais de
marras pré-puberes isolados mecanicamente utilizando glicerol

Resumo

Objetivou-se neste estudo avaliar a toxicidade e a eficiéncia do glicerol na
criopreservacgao, nas concentragées de 1,5 e 3 M, sobre a viabilidade de FOPA de
marras pré-puberes isolados mecanicamente, ap0s exposicdo e criopreservacgao.
Foram utilizados (n=12) ovéarios de marrds pré-puberes e processados
mecanicamente com fatiador de tecido (tissue chopper) com intervalo de corte de
250 uym. Para teste de toxicidade foram adicionados glicerol na concentracao final de
1,5 e 3 M. A taxa de viabilidade dos foliculos pré-antrais no grupo controle sem
glicerol 72,72 %, apds exposicao ao glicerol 1,5 M (tox-1,5) e 3 M (tox-3) foi 62,15%
e 12,07%, respectivamente, sendo que nao houve diferenca estatistica entre o
controle sem glicerol e o tox-1,5 e sim entre controle sem glicerol e tox-3 e entre tox-
1,5 e tox-3. ApGs o procedimento de criopreservacao/ descongelamento o niumero
de foliculos pré-antrais viaveis foi de 18,88% no grupo glicerol 1,5 M (crio-1,5) e
2,81% no grupo glicerol 3 M (crio-3) ndo apresentaram diferengas significativas . Em
crio-1,5 e crio-3 as taxas de viabilidade em relacdo ao grupo controle sem glicerol
(72,72%) apresentaram-se baixas e significativamente diferentes e entre crio-1,5 e
crio-3 ndo foram significativas. A analise de viabilidade do teste de toxicidade e de
criopreservacao/ descongelamento com o glicerol, na concentragdo de 1,5 M (tox-
1,5 e crio-1,5) foi significativamente menor em crio-1,5, enquanto que esta mesma
analise na concentracdo 3 M (tox-3 e crio-3) ndo houve diferencas. Conclui-se que
os foliculos pré-antrais isolados mecanicamente de marrds pré-puberes apds
exposicao ao glicerol 1,5 M apresentaram melhor taxa de viabilidade, porém em
ambas as concentracdes 1,5 e 3 M a criopreservagao nao foi satisfatoria.
Palavras-chave: Congelamento. Viabilidade. Ovario. Marras.
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Test of toxicity and cryopreservation of pre antral ovarian follicle from gilts
isolated mechanically using glycerol

Abstract

The aim of this study it was evaluate the toxicity and eficiency of glycerol on the
cryopreservation on the concentration of 1, 5 and 3 M, on the viability of ovarian pre
antral follicles from gilts isolated mechanically, after exposition and cryopreservation.
Twelve ovaries from gilts (n=12) were used and processed mechanically with cutting
tissue (tissue chopper) with interval of section com 250 ym. To the test of toxicity,
glycerol was added on the final concentration of 1,5 and 3 M. The viability rate of
preantral follicles on the control group without glycerol 72,72 %, after exposition to
glycerol 1,5 M (tox-1,5) and 3 M (tox-3) was 62,15% and 12,07%, respectively, being
that , there was no statistical difference between control without glycerol and tox-1,5
and there was between control without glycerol and tox-3 and between tox-1,5 and
tox-3. After the cryopreservation/ thawing procedure the number of viable preantral
follicles was 18,88% on the group 1,5 M (cryo-1,5) and 2,81% on the group glycerol
3 M (cryo-3) did not show significant difference. At cryo -1,5 and cryo-3 the rates of
viabitlity in realtion to the control group without glycerol (72,72%) showed low and
significantly different and between cryo-1,5 and cryo-3 was not significant. The
analysis of the viability test and cryopreservation/thawing with glycerol, on the
concentration 1,5 M (tox-1,5 and cryo-1,5) was significantly lower at cryo-1,5, while
the same analysis on the concentration of 3M (tox-3 e cryo-3) there was no
difference. In conclusion, the preantral follicles from gilts isolated mechanically after
exposition to glycerol 1,5 M showed best rate of viability, however in both
concentrations 1,5 and 3 M the cryopreservation was not satisfactory.

Key-words: Frozen. Viability. Ovary. Gilts.
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Introducao

A manipulagdo de ovdcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais
(MOIFOPA) é uma biotécnica da reproducao que vem sendo aprimorada e consiste
no isolamento, conservagao (resfriamento e criopreservacao) e/ou cultivo in vitro de
foliculos ovarianos pré-antrais, visando a estocagem, ativagdo, crescimento e
maturacéo in vitro dos foliculos (FIGUEIREDO et al., 2007).

Desta forma, sera possivel obter de um unico ovario milhares de FOPA
cultivados e submetidos a outras biotécnicas da reproducdo como a fecundacgao in
vitro, viabilizando a producao in vitro de um grande numero de embrides.

Na medicina veterinaria, o principal objetivo desta biotécnica é recuperar um
grande numero de ovocitos inclusos nestes foliculos por meio do isolamento e
cultivo in vitro, visando multiplicar animais de elevado valor genético bem como
contribuir na preservacao de animais em via de extincdo (LUCCI et al., 2002).

O isolamento folicular consiste na dissociacao ou separagao dos foliculos pré-
antrais dos demais componentes do estroma ovariano (fibroblastos, fibras colagenas
e elasticas, fibronectina, etc) utilizando-se para isto instrumentos mecanicos como
tissue chopper, mixer, tesouras cirirgicas, pequenos forceps e agulhas dissecantes
associados ou ndo ao enzimatico que utiliza enzimas proteoliticas, entre elas
colagenase, tripsina e pronase (FIGUEIREDO et al., 2007).

A criopreservacao permite que as células sejam submetidas a uma redugéo do
metabolismo, no qual podem permanecer por um periodo indeterminado e,
futuramente, serem resgatadas ainda viaveis a fim de continuarem o0 seu
desenvolvimento normal ap6s descongelamento.

Criopreservar foliculos ovarianos pré-antrais em suspensao (pool) é diferente
de criopreservar estas células in situ. In situ a difusdo dos crioprotetores € mais
dificil, jA que o estroma ovariano é muito rico em células, as quais estdo juntamente
posicionadas de maneira que ha a formacao de gelo no espaco intercelular podendo
danificar as células.

Este biotecnologia vem sendo estudada em varias espécies como humanos
(OKTAY et al, 1998) na preservagdo de ovarios de mulheres submetidas a
tratamentos quimioterapicos e radioterapicos e que desejam recuperar sua
fertiidade apo6s cura do cancer, em camundongos (CANDY et al., 1997), felinos
(LIMA et al., 2006; JEWGENOW et al., 1998), caprinos (RODRIGUES et al., 2005;
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RODRIGUES et al., 2004 ab), ovinos (AMORIM et al., 2006; AMORIM et al., 2003,
SANTOS et al., 2006ab), caninos (LOPES, 2008), bovinos (COSTA et al., 2010;
LUCCI et al., 2004) e suinos (BORGES et al., 2009), porém por meio de isolamento
mecanico de FOPA com fatiador de tecidos (tissue chopper) pouco sabe sobre a
viabilidade folicular ap6s a exposicdo ao crioprotetor e a criopreservacao/
descongelamento.

Objetivou-se com este estudo avaliar a toxicidade (tox-1,5 e tox-3) e a
eficiéncia do glicerol na criopreservagao (crio-1,5 e crio-3,0), nas concentracoes de
1,5 e 3 M, sobre a viabilidade de foliculos ovarianos pré-antrais de marras pré-

puberes isolados mecanicamente, apds exposicao e criopreservacao.

Material e Métodos

O experimento foi realizado nos laboratérios de Reprodugcdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Morfologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade Federal de Uberlandia — UFU.

Foram utilizados 12 ovarios de marras pré-puberes sem racga definida (SRD) de
aproximadamente 150 dias de idade e peso médio de 90 Kg obtidos de frigorifico
local da cidade de Uberlandia-MG. Cada tratamento foi repetido 12 vezes. ApGs a
coleta, os ovarios foram acondicionados em tubos plasticos com solugdo tampéao
fosfatada (PBS), resfriada a 4°C (LUCCI et al., 2007) e conduzidos ao laboratério
dentro de uma caixa térmica.

O procedimento de isolamento mecanico foi realizado em tissue chopper (The
Mickle Laboratory Enginnering CO., Gomshal, Surrey, England), com intervalo de
corte de 250 uym. Os cortes foram realizados nos eixos longitudinal e transversal. Os
fragmentos ovarianos obtidos foram diluidos em 20 mL PBS. Os foliculos foram
dissociados mecanicamente por repetidos movimentos de succdo e ejecao,
utilizando-se sucessivamente, pipetas de Pasteur com didmetro de entrada de 1600
gm (40 movimentos) e 600 pum (40 movimentos). A suspensao obtida foi
sucessivamente filtrada em malhas de nailon de 500 ym e 100 ym de didmetro,
respectivamente, com a finalidade de separar os de foliculos pré-antrais dos
fragmentos de tecido ovariano (AMORIM et al., 2000).
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Para o teste de toxicidade glicerol a 1,5 M (tox-1,5) e glicerol a 3 M (tox-3) e
criopreservacao para glicerol a 1,5 M (crio1,5) e para glicerol a 3 M (crio3). Utilizou-
se solugao de glicerol a 3 e 6 M em PBS com 2% de soro fetal bovino (SFB). Para
obter-se concentragéo final de 1,5 e 3,0 M adicionou-se 1 mL da solugéo de glicerol
a 1 mL de cada amostra.

Da suspensao de FOPA foram retiradas 5 amostras de 1 mL cada. No grupo
controle sem glicerol adicionou-se a 1 mL da amostra, 1 uL do (10 pg do iodeto de
propideo/uL), corante fluorescente iodeto propideo (IP) (P3566: Invitrogen®,
Carlsbad, CA, USA) que foi incubada em estufa a 37°C, ao abrigo da luz, por 20
minutos e, posterior, leitura em microscépio invertido 200x (Axiovert® 200
M)(AMORIM et al., 2000). Os foliculos que apresentaram nucleo corado de vermelho
(iodeto propideo) foram classificados como néo vidveis e os foliculos ndo corados
foram considerados viaveis, sendo estes de interesse na criopreservagao.

No teste de toxicidade do glicerol adicionou-se a 1 mL da amostra, 1 mL da
solucao de glicerol a 3 M e 6 M (PBS a 2%SFB), respectivamente (tox-1,5 e tox-3)
em tubos plasticos de 2 mL. Apds periodo de estabilizagdo de 20 minutos a
temperatura ambiente as amostras foram centrifugadas duas vezes (1000 rpm/ 20
2 min.) para remogéao do glicerol e posterior andlise da viabilidade com IP conforme
protocolo do grupo controle.

No processo de criopreservacdo os grupos crio 1,5 e crio 3 M receberam o
mesmo glicerol do teste de toxicidade, respectivamente (3 € 6 M). Ap6s o término do
periodo de estabilizagcdo de 20 minutos a temperatura ambiente cada amostra foi
envasada em quatro palhetas de 0,5 mL e acondicionada em congelador
programavel (TK 3000 SE COMPACTA) previamente estabilizado a temperatura de
-6°C. Decorridos 2 minutos, com auxilio de uma pinga imersa em nitrigénio liquido
era feita a cristalizacdo manual (seeding), apés 15 min iniciava-se o resfriamento
lento 0,5°C/ min até -32°C, em seguida as palhetas foram armazenadas em
nitrogénio liquido - 196°C.

Apés 10 dias de congelamento, as palhetas foram retiradas do nitrogénio e
expostas a temperatura ambiente por 10 segundos e entdo colocadas em banho-
maria a 37°C, até o completo descongelamento (30 segundos). As amostras
descongeladas foram colocadas em tubos plasticos de 2 mL, centrifugadas e
coradas com IP, seguindo o mesmo protocolo adotado para os grupos controle, tox-
1,5 e tox-3.
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As analises dos efeitos das concentracbes de glicerol 1,5 e 3 M em relagdo ao
controle sobre a viabilidade de FOPA isolados apds a exposicéo e criopreservacao/
descongelamento foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de Friedman
utiizando-se o programa Instat 3.0, sendo valores considerados estatisticamente
significativos quando p<0,05.

Resultados

O método de isolamento mecénico utilizando fatiador de tecidos (tissue
chopper) permitiu o isolamento de grande numero de foliculos pré-antrais. A taxa de
viabilidade dos foliculos pré-antrais no grupo controle sem glicerol 72,72%, apo6s
exposicdo ao glicerol 1,5 M (tox-1,5) e 3 M (tox-3) foi 62,15% e 12,07%,
respectivamente, sendo que nao houve diferenga estatistica entre o controle sem
glicerol e o tox-1,5 e sim entre controle sem glicerol e tox-3 e entre tox-1,5 e tox-3
(tabela 1).

Figura 1 - Analise da viabilidade de foliculos pré-antrais de marras pré- puberes
isolados mecanicamente apos exposi¢cdo ao glicerol 1,5 e 3 M utilizando-se o
corante fluorescente iodeto propideo em microscopia de fluorescéncia. (A) foliculo
pré-antral viavel; (B) foliculo ndo viavel apos glicerol 1,5 M e (C) foliculo nao viavel
apos glicerol 3 M, barra 10 um
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Tabela 1 - Porcentagem de foliculos ovarianos pré-antrais isolados mecanicamente
de marras pré-puberes viaveis, apds o exposicao ao glicerol nas concentragdes de
1,5e3M

Teste de toxicidade

FOPA Controle Tox-1,5 Tox-3
Viaveis (%) 72,72 a 62,15 a 12,07 b
Viaveis/Total 264/363 225/361 39/323

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). Teste de Friedman
Tox-1,5: Teste de toxicidade com glicerola 1,5 M
Tox-3: Teste de toxicidade com glicerol a 3 M

Ap6s o procedimento de criopreservagcdo/ descongelamento a taxa de
viabilidade folicular foi de 18,88% no grupo glicerol 1,5 M (crio-1,5) e 2,81% no
grupo glicerol 3 M (crio-3) ndo apresentaram diferengas significativas . Em crio-1,5 e
crio-3 as taxas de viabilidade em relagdo ao grupo controle sem glicerol (72,72%)
apresentaram-se baixas e significativamente diferentes e entre crio-1,5 e crio-3 néao

foram significativas (tabela 2).

Figura 2 - Andlise da viabilidade de foliculos pré-antrais de marras pré- puberes
isolados mecanicamente apds exposicdo ao glicerol 1,5 e 3 M utilizando-se o
corante fluorescente iodeto propideo em microscopia de fluorescéncia. (A) foliculo
pré-antral viavel; (B) foliculo ndo viavel apos criopreservagao/ descongelamento com
glicerol 1,5 M e (C) foliculo ndo viavel apés criopreservagcao/ descongelamento com
glicerol 3 M, barra 10 um
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Tabela 2 - Porcentagem de foliculos ovarianos pré-antrais isolados mecanicamente
de marras pré-puberes viaveis, apés a criopreservacao/ descongelamento com
glicerol nas concentragdes de 1,5e 3 M

Teste de criopreservacao/ descongelamento

FOPA Controle Crio-1,5 Crio-3
Viaveis (%) 72,72 a 18,88 b 2.81Db
Viaveis/Total 264/363 225/361 10/355

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). Teste Friedman
Crio-1,5: Teste de criopreservacao com glicerola 1,5 M
Crio-3: Teste de crioprservagao com glicerol a 3 M

A analise de viabilidade do teste de toxicidade e de criopreservagcao/
descongelamento com o glicerol, na concentracdo de 1,5 M (tox-1,5 e crio-1,5) foi
significativamente menor em crio-1,5 (tabela 3), enquanto que esta mesma analise

na concentracao 3 M (tox-3 e crio-3) n&o houve diferengas (tabela 4).

Tabela 3 - Porcentagem de foliculos ovarianos pré-antrais isolados mecanicamente
de marras pré-puberes viaveis comparando o teste de toxicidade e criopreservacao/
descongelamento com glicerol na concentracao de 1,5 M

Teste de toxicidade e criopreservacao/ descongelamento

FOPA Controle Tox-1,5 Crio-1,5
Viaveis (%) 72,72 a 62,15 a 18,88 b
Viaveis/Total 264/363 225/361 225/361

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). Teste de Friedman
Tox-1,5: Teste de toxicidade com glicerola 1,5 M
Crio-1,5: Teste de criopreservacao com glicerola 1,5 M

Tabela 4 - Porcentagem de foliculos ovarianos pré-antrais isolados mecanicamente
de marras pré-puberes viaveis comparando teste de toxicidade e criopreservacao/
descongelamento com glicerol na concentracdo de 3 M

Teste de toxicidade e criopreservacao/ descongelamento

FOPA Controle Tox-3 Crio-3
Viaveis (%) 72,72 a 12,07 b 281 b
Viaveis/Total 264/363 39/323 10/355

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). Teste de Friedman
Tox-3: Teste de toxicidade com glicerol a 3 M
Crio-3: Teste de crioprservagcao com glicerol a 3 M
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Discussoes

Estudos tém demonstrado que a exposi¢ao do tecido ovariano ou de foliculos
pré-antrais isolados ao glicerol resulta em uma reducao na porcentagem de foliculos
viaveis em diferentes espécies como em camundongos (CANDY et al., 1997), felinos
(LIMA, 2006; JEWGENOW et al.,, 1998), caprinos (RODRIGUES et al. 2005;
RODRIGUES et al. 2004ab), ovinos (SANTOS et al., 2006 ab; AMORIM et al., 2006;
AMORIM et al., 2003), caninos (LOPES, 2008), bovinos (COSTA et al., 2010; LUCCI
et al., 2004) e suinos (BORGES et al, 2009).

A viabilidade folicular no teste de toxicidade n&o apresentou diferenca
estatistica entre o controle sem glicerol (72,72%) e o tox-1,5 (62,15%), entre o0
controle sem glicerol e o tox-3 (12,07%) e tox-1,5 e tox-3. Os foliculos pré-antrais
apresentaram-se sensiveis ao glicerol, apresentando reducdo no numero de
foliculos viaveis (tabela 1).

Ao contrario deste estudo Lima (2006) observou em FOPA isolado
mecanicamente de felinos diferenga significativa entre grupo controle e toxicidade
1,5 M (98,6 versus 28,6%). Segundo este autor apds a criopreservacao in situ de
foliculos pré-antrais, também notou redugao na taxa de viabilidade entre controle e
glicerol 1,5 M (71,3 versus 39,3%). Rodrigues et al. (2004) observaram em FOPA
apds exposicdo ao glicerol 1,5 e 3 M taxas de viabilidades significativamente
reduzidas quando expostos ao glicerol 3 M, como relatada neste estudo. Amorim et
al. (2003) também identificaram que elevadas concentracdes de crioprotetor
prejudicam a viabilidade de foliculos pré-antrais. Quando os crioprotetores sao
utilizados em altas concentragdes ou em concentracdes inadequadas, podem
interagir com FOPA, comprometendo a viabilidade de suas estruturas (SANTOS et
al., 2008). A temperatura e periodo de exposicao adotada neste estudo, também
podem ter influenciado na viabilidade folicular, como também evidenciado por
SANTOS et al. (2008).

A viabilidade folicular apods criopreservacao/ descongelamento com glicerol
1,5 e 3 M 18,88% (crio-1,5) e 2,81% (crio-3) foram semelhantes. Em crio-1,5
(18,88%) e crio-3 (2,81%) as taxas de viabilidade em relagédo ao grupo controle sem
glicerol (72,72%) apresentaram-se significativamente baixas (tabela 2). Rodrigues et
al. (2004) relataram diferencas nas concentracées 1,5 e 3 M apds criopreservagao/

descongelamento de FOPA, mas observaram que o etilenoglicol 1,5 M apresentou-
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se mais eficiente. Costa et al (2010), Borges (2009), Lima (2006) e Santos et al.
(2006ab) compararam a viabilidade FOPA utilizando glicerol 1,5 e 3 M com outros
crioprotetores como etilenoglicol, dimetilsulféxido, propilenoglicol, e observaram que
apds a criopreservacao com glicerol 1,5 e 3 M os FOPA apresentavam baixa
viabilidade. Isto pode ter ocorrido devido ao glicerol apresentar baixa capacidade de
penetracdo a membrana celular, e ter causado danos as estruturas celulares,
consequentemente baixa viabilidade folicular.

A comparacdao entre o0 teste de toxicidade e criopreservagao/
descongelamento com o glicerol, na concentracdo de 1,5 M apresentou viabilidade
folicular de 62,15% para tox-1,5 e 18,88% para crio-1,5 e controle sem glicerol
72,72%, mostrando que nesta concentracdo ocorreu danos foliculares somente nos
foliculos criopreservados (crio-1,5). Na concentragdo de 3 M, viabilidade folicular de
12,07% para tox-3 e 2,81% para crio-3 e controle sem glicerol 72,72% identificou
que tanto em tox-3 quanto em crio-3 houve reducado significativa em relagdo ao
controle, indicando a concentragdo 3 M de glicerol afetou tanto na viabilidade
folicular no teste de toxicidade, quanto na criopreservagdo/ descongelamento.
SANTOS et al. (2006ab) nesta mesma analise notaram redugéo significativa com o
uso de glicerol nas concentracdes 1,5 e 3 M.

Embora existam estudos de criopreservacao de foliculos ovarianos pré-antrais
em diversas espécies como em camundongos (CANDY et al., 1997), felinos (LIMA,
2006; JEWGENOW et al., 1998), caprinos (RODRIGUES et al. 2005; RODRIGUES
et al. 2004ab), ovinos (SANTOS et al., 2006 ab; AMORIM et al., 2006; AMORIM et
al., 2003), caninos (LOPES, 2008), bovinos (COSTA et al., 2010; LUCCI et al., 2004)
e suinos (BORGES et al, 2009), mais estudos com outros crioprotetores como
etilenoglicol, dimetilsulféxido e propilenoglicol em diferentes concentragdes devem
ser realizados para criopreservacao de foliculos pré-antrais de marras pré-puberes

isolados mecanicamente

Conclusao

Os foliculos pré-antrais isolados mecanicamente de marras pré-puberes apos

exposicao ao glicerol 1,5 M apresentaram melhor taxa de viabilidade, porém em
ambas as concentracdes 1,5 e 3M a criopreservagao nao foi satisfatoria.
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