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RESUMO 

 
A utilização do xenotransplante de tecido ovariano fetal bovino pode permitir a otimização do 

aproveitamento do material genético de animais de alto valor zootécnico antes mesmo do seu 

nascimento, como em casos de morte da vaca prenhe no final da gestação. Ao utilizar esse tecido 

espera-se bons resultados de viabilidade folicular, pois nessa fase, os ovários possuem maior reserva 

de folículos primordiais, que são mais tolerantes às biotecnologias de criopreservação, como a 

vitrificação. Tendo em vista a aplicabilidade da vitrificação e do xenotransplante como métodos de 

preservação do potencial reprodutivo, nota-se a importância de estudar possíveis alterações 

genéticas decorrentes dessas técnicas. Objetivou-se, no primeiro artigo, após cultivo in vitro e in 

vivo (xenotransplante) de tecido ovariano de fetos bovinos, avaliar a morfologia e a capacidade de 

desenvolvimento dos folículos pré- antrais, e ainda, o estresse oxidativo e os níveis de degeneração 

celular e apoptose no tecido, e no segundo artigo, avaliar após vitrificação e/ou xenotransplante de 

tecido ovariano de fetos bovinos alterações cromossômicas morfológicas nas células teciduais, 

além da morfologia e a capacidade de desenvolvimento dos folículos pré-antrais. Grupos de cultivo 

in vivo (xenotransplante) foram eficientes na manutenção da viabilidade folicular e estimularam 

desenvolvimento folicular moderado além de apresentarem redução dos níveis de degeneração 

celular e de espécies reativas de oxigênio, comparado àqueles do grupo controle fresco. O tecido 

recuperado após 14 dias apresentou maiores escores de morfologia, aderência e hemorragia do que 

aqueles submetidos a recuperação após 7 dias. A recuperação de fragmentos após 14 dias 

xenotransplantados, apresenta bons resultados na manutenção da viabilidade de folículos pré-

antrais inclusos em tecido ovariano fetal bovino, e fornece suporte ao crescimento folicular. 

Fragmentos submetidos a vitrificação e/ou xenotransplante apresentaram maior quantidade de 

células com micronúcleos, comparados ao grupo controle fresco. Os escores de morfologia, 

aderência e hemorragia entre os fragmentos submetidos a xenotransplante a fresco e aqueles 

submetidos ao vitrificação anterior ao xenotransplante foram semelhantes. Houve manutenção da 

reserva folicular, entretanto, o xenotransplante e a vitrificação são capazes de gerar danos a estrutura 

do DNA em células do tecido ovariano de fetos bovinos. 

 

Palavras chave: Citogenética, cultivo, folículo ovariano, vitrificação 



 

ABSTRACT 

 
The use of foetal bovine ovaries tissue xenograft may allow optimization in utilization of genetic 

material of animals of high genetic merit even before birth, as in the case of cow death before the 

end of gestation. By using this tissue, good follicular viability results are expected, since at this 

stage, the ovaries have a greater reserve of primordial follicles, which are even more tolerant to 

cryopreservation biotechnologies, such as vitrification. Given the applicability of vitrification and 

xenotransplantation as methods of preserving the reproductive potential, it is important to study 

possible genetic alterations resulting from these techniques. The objective of the first article was 

to evaluate, after in vitro an in vivo (xenograft) culture of foetal bovine ovarie tissue, the 

morphology and developmental capacity of the preantral follicles, as well as the oxidative stress 

and the levels of Cell degeneration and tissue apoptosis; and in the second article, to evaluate after 

vitrification and/or xenograft of foetal bovine ovarie tissue morphological chromosomal changes 

in tissue cells, in addition to the morphology and developmental capacity of preantral follicles. In 

vivo cultivation groups (xenograft) were effective in maintaining follicular viability, stimulated 

moderate follicular development and reduced levels of cells degeneration and reactive oxygen 

species compared to those in the fresh control group. Tissue recovered after 14 days had higher 

morphology, adherence, and hemorrhage scores than those undergoing recovery after 7 days. The 

recovery of fragments after 14 days xenotransplanted, has good results in maintaining the viability 

of preantral follicles included in bovine fetal ovarian tissue, and provides support for follicular 

growth. Fragments submitted to vitrification and/or xenotransplantation showed an increase in the 

number of cells with micronuclei, compared to the fresh control group. The morphology, 

adherence, and hemorrhage scores between fragments submitted to fresh xenograft and those 

submitted to vitrification prior to xenograft were similar. Follicular reserve was maintained, 

however, xenotransplantation and vitrification are able to generate structure DNA damages in the 

ovarian tissue cells of bovine fetuses. 

 

Key words: Cytogenetics, culture, ovarian follicle, vitrification 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1. INTRODUÇÃO 

Pesquisas referentes a dinâmica ovariana pré-antral e desenvolvimento folicular 

durante a vida fetal em espécies de interesse zootécnico, objetivam o aproveitamento do 

estoque desses folículos (ALVES, 2014). A conservação do tecido ovariano fetal bovino 

contribui para a manutenção da intenção evolutiva, mesmo que este feto, posteriormente, 

não seja compatível com a vida, como em casos em que fêmea prenhe venha a óbito no 

final da gestação (MORAES et al., 2018). Para tanto, biotecnologias reprodutivas são 

essenciais, pois viabilizam o cultivo in vitro ou in vivo de folículos, que posteriormente 

terão condições de produzirem ovócitos para serem submetidos a protocolos de produção 

in vitro de embriões (PIVE). 

O xenotransplante de tecido ovariano, surge então como promissora 

biotecnologia reprodutiva, pois consiste na coleta de tecido de uma espécie e inserção 

desse realizada em um receptor de uma espécie distinta (AUBARD, 2003). Quando 

realizado com tecido ovariano fetal de fêmeas bovinas, o xenotransplante permite a 

otimização no aproveitamento do material genético de animais de alto valor zootécnico 

antes mesmo do seu nascimento, ou que as mães gestantes vieram a óbito antes do final da 

gestação (MORAES et al., 2018). O xenotransplante de tecido ovariano fetal pode então, 

viabilizar o cultivo in vivo de folículos ovarianos em outra espécie receptora 

(FIGUEIREDO et al., 2008). Dessa forma, o feto poderá ser utilizado como reprodutora 

e, consequentemente, pode-se diminuir o intervalo de gerações e, assim, aumentar 

estimativas de ganho genético de características de interesse para a evolução genética dos 

rebanhos. 

Ao passar por xenotransplante, o tecido ovariano é submetido a desafios para que 

consiga se manter viável. Os enxertos, segundo Liu et al. (2002), levam alguns dias para 

receberem neovascularização, e assim adequado aporte de oxigênio e nutrientes, o que 

pode causar perda massiva de folículos. Entretanto, espera-se que ao utilizar tecido fetal 

obtenha-se melhores resultados de viabilidade folicular, pois nessa fase, os ovários 

possuem maior reserva de folículos primordiais (FORTUNE, 2003). Tais folículos são 

ainda, mais tolerantes às biotecnologias de criopreservação, como a vitrificação, dado o 

seu pequeno tamanho e morfologia relativamente inespecífica, permitindo que haja 

satisfatória preservação tecidual. Essas características definem um baixo metabolismo, em 
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comparação ao que é observado nas fêmeas adultas, com menor consumo de oxigênio 

(PARIS et al., 2004). 

Biotecnologias como a vitrificação e o xenotransplante, que objetivam a 

preservação da fertilidade, devem ser pautadas em estudos citogenéticos, como testes 

genotóxicos, que avaliam a capacidade que algumas circunstâncias têm de induzir 

alterações no material genético (KOLLING et al., 2006). Espera-se que tais estudos 

possam fornecer parâmetros de viabilidade da biotecnologia com segurança genética. 

 
2 OBJETIVOS 

 
 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

Avaliar a viabilidade tecidual, alterações cromossômicas e a morfologia e 

capacidade de desenvolvimento de folículos pré-antrais inclusos em fragmentos de tecido 

ovariano de fetos bovinos submetidos a xenotransplante. 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

Avaliar, após cultivo in vitro e após xenotransplante por 7 ou 14 dias de tecido 

ovariano de fetos bovinos, a morfologia e a capacidade de desenvolvimento dos folículos 

pré-antrais, e ainda o estresse oxidativo e os níveis de degeneração celular e apoptose no 

tecido (Capítulo 2). 

 
Avaliar após vitrificação e/ou xenotransplante de tecido ovariano de fetos 

bovinos alterações cromossômicas morfológicas nas células teciduais, além da morfologia 

e a capacidade de desenvolvimento dos folículos pré-antrais (Capítulo 3). 

 

 
3. REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

3.1 Ovogênese e foliculogênese 

 
 

Com funções gametogênicas (produção e liberação de células germinativas, os 

ovócitos) (FIGUEIREDO et al., 1993) e endócrinas (produção de hormônios como o 

estrógeno e a progesterona) (FORTUNE, 2003), os ovários são os principais órgãos 
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reprodutivos das fêmeas, e possuem duas regiões principais, a córtex e a medular. Nos 

bovinos, a córtex, localizada na parte externa, é circundada pelo epitélio germinativo, onde 

estão os folículos ovarianos em diferentes estágios de desenvolvimento (ARAÚJO et al., 

2014), corpos lúteos e albicans (FIGUEIREDO et al., 1999). A medular, responsável pela 

sustentação, vascularização e inervação do órgão, está localizada na parte interna do ovário 

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

Os processos que envolvem o desenvolvimento e a diferenciação das células 

germinativas primordiais da fêmea até a formação do ovócito apto a ser fecundado, 

constituem a ovogênese (GONÇALVES et al., 2001). Na ovogênese, ainda na fase 

embrionária, as células germinativas primordiais migram para as gônadas em 

desenvolvimento e diferenciam-se em ovogônias, com proliferação celular, redistribuição 

das organelas citoplasmáticas e perda de características de motilidade (SADEU et al., 

2006). Quando formadas, as ovogônias iniciam processo de meiose e diferenciam-se em 

ovócitos. Coincidentemente ao início da primeira divisão meiótica, os folículos 

primordiais emergem do final do cordão distal e consistem em um ovócito circundado por 

uma camada de células somáticas escamosas, denominadas então, de células da granulosa 

(VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). 

Ainda durante a fase fetal, na maioria dos mamíferos, há início da meiose 

ovocitária, após intensas mitoses. Fatores inibitórios presentes no fluido folicular e 

sintetizados pelas células da granulosa interrompem as divisões meióticas na sub-fase 

diplóteno da prófase I, em vesícula germinativa (MOTLIK et al, 1998; HURD et al, 2005). 

Nesse estádio, permanecem até a puberdade, sendo então, gradualmente mobilizados a 

partir da retomada da meiose, sob estímulo gonadotrófico, próximo à ovulação (HURD et 

al, 2005). 

Já a foliculogênese é o processo de formação, crescimento e desenvolvimento 

folicular, que em bovinos, inicia durante a vida fetal, por volta dos 95 dias de gestação com 

a formação do folículo primordial (DINIZ et al., 2005). As fêmeas bovinas nascem com uma 

reserva de folículos primordiais (COSTA et al., 2001) que estará disponível por toda a vida 

reprodutiva (FIGUEIREDO et al, 2008). 

Proporcionar um ambiente adequado para a manutenção da viabilidade, ativação, 

crescimento e maturação do ovócito é a função do folículo ovariano (GONÇALVES et al., 

2001). Morfologicamente, são classificados como normais ou degenerados, sendo que os 

folículos normais apresentam o ovócito e o núcleo preservados e circundados por células 

da granulosa organizadas em uma ou mais camadas. Os folículos degenerados apresentam 
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citoplasma retraído ou desorganizado, com células da granulosa separadas da membrana 

basal e ovócito com núcleo picnótico (FIGUEIREDO et al., 1999). 

Já em relação ao seu desenvolvimento, os folículos ovarianos são classificados de 

acordo com o grau de evolução resultante do crescimento do ovócito e proliferação das 

células da granulosa, em um processo contínuo, porém não linear (GRIFFIN et al., 2006). 

Os folículos primordiais são estruturas não ativadas (quiescentes) nas quais os ovócitos 

são circundados por uma camada de células da granulosa de formato pavimentoso (Figura 

1). A quantidade desses folículos diminui ao longo da vida reprodutiva, seja por ativação, 

apoptose, por necrose ou por atresia folicular. No processo de ativação desses folículos, as 

células da granulosa, antes pavimentosas, tornam-se cubóides e nesta fase os folículos são 

denominados de folículos de transição. Já os folículos primários possuem ao redor do 

ovócito, uma camada de células da granulosa, todas em formato cubóide (Figura 1). A 

formação de várias camadas de células em formato cubóide ao redor do ovócito ocorre por 

proliferação das células da granulosa, formando o folículo secundário (Figura 1) 

(RODGERS & IRVING-RODGERS, 2010). Nesses folículos, a zona pelúcida pode ser 

identificada, pois as fibras de tecido conjuntivo organizam-se paralelamente 

(GONÇALVES et al., 2001). Em sucessão, há os folículos antrais, que contêm área 

preenchida por fluido folicular, o antro, e compreendem os folículos terciários 

(subordinados e dominantes) e pré- ovulatórios. 

O ovócito cresce e se desenvolve através de uma relação intima e dependente das 

células somáticas adjacentes (GILCHRIST et al., 2004). Com o crescimento folicular e 

formação do antro, as células da granulosa se dividem em células do cumulus oophorus e 

células murais. As células do cumulus circundam e estão em contado direto com o ovócito, 

fornecendo nutrientes e sinais regulatórios que facilitam a progressão da maturação. 

Enquanto que as células murais formam a parede do folículo em um epitélio estratificado 

assentado em uma membrana basal (GILCHRIST et al., 2004). 
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Figura 1 - Ovário de mamíferos e suas principais estruturas envolvidas. Fonte: 

CARVALHO et al. (2013) 

 
O fluido folicular tem sua produção intensificada durante o desenvolvimento 

folicular, devido ao aumento da vascularização e permeabilidade dos vasos sanguíneos, 

consecutivamente ao aumento do diâmetro folicular (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). 

Gonadotrofinas, esteróides, fatores de crescimento, enzimas e lipoproteínas são, então, 

substâncias regulatórias que chegam ao folículo por via hematógena ou por secreções das 

células foliculares (ALVES et al., 2013). 

 
3.2 Manipulação de ovócitos inclusos em folículos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) 

 
 

Milhares de folículos pré antrais que são considerados o pool de reserva folicular 

das fêmeas, são encontrados nos ovários, todavia, apenas cerca de 0,1% desses conseguirão 

chegar à ovulação. O restante, 99,9%, serão perdidos por atresia folicular, o que torna 

subutilizado o potencial reprodutivo das fêmeas (ALVES, 2014). As biotecnologias 

intencionam então, o desenvolvimento de formas para o melhor aproveitamento deste 

material. Técnicas eficientes para o isolamento, conservação, manipulação e cultivo in 
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vitro de folículos e ovócitos após sua obtenção, são fundamentais para o sucesso 

reprodutivo de uma espécie. Alguns autores reportaram a produção de embriões com o 

cultivo de folículos pré-antrais em diversas espécies (suínos: WU et al., 2001; caprinos: 

MAGALHÃES-PADILHA et al., 2012; camundongos: WANG et al., 2011). 

A MOIFOPA propõe técnicas para disponibilização de um grande número de 

ovócitos oriundos de folículos pré antrais, para biotécnicas reprodutivas, como cultivo e 

posterior maturação (MIV) e fertilização in vitro (FIV), para a produção in vitro de 

embriões (PIVE), (FIGUEIREDO et al., 2008). Com o objetivo de estocar, ativar e 

promover crescimento e maturação dos folículos do estágio primordial até o pré-

ovulatório, a MOIFOPA pode ser associada a biotecnologias como a criopreservação e o 

transplante ovariano, e assim, viabilizar a reprodução de genótipos desejáveis em uma 

população de interesse zootécnico, por incentivar maior uso de fêmeas de alto mérito 

genético, além de preservar e auxiliar na reprodução de espécies ameaçadas de extinção. 

 
3.3 Xenotransplante 

 
 

A utilização do autrotransplante é justificável em casos de infertilidade adquirida 

e como suporte a pesquisas, enquanto que o alotransplante (transplante entre animais da 

mesma espécie) necessitaria de compatibilidade entre doadoras e receptoras ou que estas 

sejam submetidas a tratamentos imunossupressivos (BEZERRA et al., 2011). Em seres 

humanos, mais de 130 nascidos vivos foram notificados em todo o mundo após o auto-

transplante de córtex ovariano submetido a criopreservação (ANDERSON et al., 2017). 

Já o xenotransplante é uma importante possibilidade de aproveitamento e 

manutenção do ovário dos mamíferos, pois consiste na realização de enxerto de tecido de 

um doador de uma determinada espécie em um receptor de outra (BARROS et al., 2014). 

Portanto, nessa técnica é viável a utilização de animais reproduzidos e criados em 

laboratório, como camundongos imunossuprimidos, como receptores (BEZERRA et al., 

2011), que possuem menor incidência de rejeição do tecido transplantado, devido ao 

controle genético e ambiental desses animais. Com o advento das linhagens de 

camundongas geneticamente modificadas e imunodeficientes, tornou-se possível a 

obtenção de ovócitos apropriados para maturação in vitro por meio da técnica de 

xenotransplante de tecido ovariano (BARROS et al., 2014). Linhagens de camundongos 

SCID (Severe combined Immunodeficiency) ou ratos NUDE (SENBON et al., 2003) são 

utilizadas como receptoras para estudos realizados não apenas em ruminantes, mas 
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também em humanos, como sugerem Bols  et al. (2010). 

A biotecnologia xenotransplante, quando realizada com tecidos reprodutivos, 

como ovário, contribui para a manutenção e incremento da capacidade da fêmea doadora 

em transmitir aos descendentes seu potencial genético, assim como auxilia a preservação 

de espécies ameaçadas de extinção (KIKUCHI et al., 2011). Portanto, o xenotransplante 

ovariano bovino foi desenvolvido diante da necessidade de minimizar a perda de folículos 

ovarianos de fêmeas de alto valor zootécnico de maneira a aproveitar ovócitos existentes 

em ovários que estariam condenados ao baixo aproveitamento do tecido reprodutivo, ou ao 

descarte, devido a morte da doadora (BEZERRA et al., 2011). 

O tecido ovariano submetido ao xenotransplante é desafiado por vários fatores 

para que consiga se manter viável, como a falta de nutrientes e oxigênio nos primeiros 

momentos após a cirurgia. Os fragmentos, realocados em novo ambiente, necessitam 

receber neovascularização (Figura 2) e, assim adequado aporte de oxigênio passados 

alguns dias do transplante. Caso isso não ocorra adequadamente, segundo Liu et al. (2002), 

pode haver perda massiva de folículos devido a injurias relacionadas a hipóxia, isquemia 

tecidual e reperfusão sanguínea. 

 

 

 

 
 

Figura 2: Tecido ovariano humano enxertado em músculo das costas de camundongos 

SCID ovariectomizados (A), com formação de vasos sanguíneos entre o fragmento de 

tecido e o sítio enxertado (setas) (B). Fonte: Lee et al. (2019). 

 

 

3.3.1 Xenotrasplante de tecido ovariano fetal 

 
Ao submeter o tecido ovariano fetal ao xenotransplante é possível ainda, ao 
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associa-la com a PIVE, aproveitar o material genético de fêmeas de alto mérito genético 

antes mesmo do seu nascimento, ou que as mães gestantes vierem a óbito antes do final da 

gestação, o que reduziria o intervalo de gerações, proporcionando aumento das estimativas 

de ganho genético em características de interesse (MORAES et al., 2018). 

Espera-se que as biotecnologias reprodutivas que utilizam folículos ovarianos 

pré antrais (FOPA) a partir de tecidos fetais possam apresentar melhor rendimento, pois 

seus ovários possuem maior reserva de folículos primordiais (FORTUNE, 2003). Tais 

folículos são ainda, mais tolerantes à criopreservação, devido ao seu pequeno tamanho e 

morfologia relativamente inespecífica, além do baixo metabolismo, em comparação ao 

que é observado nas fêmeas adultas (PARIS et al., 2004). A conservação do tecido 

ovariano fetal bovino tem potencial para contribuir para a manutenção da intenção 

evolutiva, visto que o tecido de fetos bovinos sofreu menor interferência ambiental, 

podendo apresentar satisfatórios resultados em biotecnologias. O tecido fetal possui alta 

capacidade de crescimento e proliferação, além de capacidade de diferenciação celular e 

capacidade de produzir fatores de crescimento, estimulando células do receptor, com 

menor antigenicidade do que os tecidos adultos (PARIS et al., 2004) e, então, possibilidade 

menor de rejeição. 

Estudos realizados com xenotransplante de tecido ovariano fetal demonstraram 

ativação massiva de folículos primordiais isolados cerca de 14 dias após o enxerto sob a  

cápsula renal de camundongos imunodeficientes (AERTS et al., 2010). Paralelamente, 

pesquisa também com ovários fetais bovinos demonstrou crescimento espontâneo de 

FOPA e  surgimento de folículos antrais a partir de 30 dias de transplante com ovócitos de 

tamanho apropriado à MIV (BEZERRA, 2010). Tais fatos demonstram que a técnica de 

xenotransplante de tecido ovariano fetal é uma alternativa para a utilização do material 

genético de fêmeas com alto mérito genético, ainda em fase gestacional.  

 

 
3.4 Criopreservação - Vitrificação 

 

A criopreservação do tecido ovariano é um método utilizado para preservar a 

fertilidade de fêmeas (FAUSTINO et al., 2011), auxiliando a MOIFOPA, por manter a 

funcionalidade de folículos ovarianos pré antrais, preservando-os até o momento de sua 

utilização in vitro (FABRI et al., 2010). De acordo com Oktay et al. (1998) ovócitos 

imaturos e menos diferenciados, inclusos em folículos pré antrais, são mais resistentes a 

criopreservação que ovócitos maturos, devido ao seu menor tamanho, taxa metabólica 
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mais baixa, pequeno número de células da granulosa e ausência de zona pelúcida e de 

grânulos corticais (KAGAWA et al., 2009). 

A criopreservação consiste em redução da temperatura para diminuir o 

metabolismo celular, permitindo a conservação de células ou tecidos em nitrogênio líquido 

a -196ºC (SANTOS et al., 2008). O tecido ovariano pode ser criopreservado por protocolo 

de congelamento lento (CASTRO et al., 2011) ou por vitrificação (LUNARDI et al., 2012). 

A vitrificação propicia solidificação sem que haja formação de cristais de gelo 

intracelular (KEROS et al., 2009), e se destaca como método para a criopreservação de 

tecido ovariano graças a sua praticidade e ao seu baixo custo de execução (CARVALHO 

et al., 2011). Para vitrificação de tecido ovariano deve-se considerar o tamanho dos 

fragmentos, o tempo de exposição aos crioprotetores, o volume de solução de vitrificação 

e a velocidade do processo de vitrificação (BORDES et al., 2005; AMORIM et al., 2011; 

BANDEIRA et al., 2015). Durante o processo de vitrificação há exposição da célula ou 

do tecido a altas concentrações de crioprotetor por um curto período de tempo à 

temperatura ambiente (BANDEIRA et al., 2015), o que permite que a água passe do estado 

líquido para o estado vítreo (KEROS et al., 2009). Na técnica de vitrificação convencional 

são utilizadas palhetas francesas (utilizadas para congelamento de sêmen), preenchidas 

com a solução de vitrificação e o tecido a ser vitrificado, de forma que as extremidades 

são vedadas (Figura 3) e então as palhetas são imersas em nitrogênio líquido (BORDES 

et al., 2005). 

 

 

 

Figura 3 – Esquema ilustrativo de palheta francesa preenchida com solução de vitrificação 

e fragmentos de tecidos ovarianos intercaladas por colunas de ar e extremidade vedadas com 

massa acrílica. Fonte: ROCHA C. D. (2017) 
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3.5 Alterações citogenéticas 

 

O termo citogenética refere-se a estudos no que concerne a cromossomos, sejam 

esses isolados ou em conjunto, condensados ou distendidos, a respeito da sua morfologia, 

organização, função e replicação, além de sua variação e evolução (GUERRA, 1988). A 

análise cromossômica, é um procedimento diagnóstico de suma importância em várias 

áreas da medicina clínica (THOMPSON; THOMPSON, 2002), fundamental para 

correlacionar determinadas patologias ou a adoção de técnicas de transplante, com 

alterações do cariótipo normal (GUERRA, 1988). 

Testes genotóxicos, utilizados em estudos de citogenética, que avaliam a 

capacidade que algumas circunstâncias têm de induzir alterações no material genético 

(KOLLING et al., 2006), detectam mutações gênicas e cromossômicas. Dentre eles, o teste 

do micronúcleo fornece informações primárias sobre injúrias no ácido desoxirribonucleico 

(DNA), com resultados rápidos na detecção de danos cromossômicos induzidos. 

Micronúcleos são então, fragmentos de DNA que foram separados do núcleo principal e 

se caracterizam por serem corpúsculos pequenos, arredondados ou ovais, encontrados no 

citoplasma, normalmente ao lado do núcleo principal, sendo que sua semelhança com esse, 

em forma, textura e coloração, é o que facilita sua detecção (AGOSTINI,1993). 

A formação do micronúcleo (Figura 4), se dá pela perda de cromossomos inteiros 

ou apenas fragmentos de cromossomos. Ainda pode ocorrer pela perda de cromossomos 

que não foram incluídos nos núcleos filhos, na conclusão da telófase durante a mitose, 

porque não se ligaram ao fuso durante a segregação na anáfase (DOHERTY et al., 2016). 
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Figura 4: Representação esquemática da formação de micronúcleos originários de um 

cromossomo em células mononucleares. Fonte: DOHERTY et al. (2016). 

 

Para evidenciar os micronúcleos é necessário a utilização de corantes do material 

genético, e uma das principais técnicas utilizadas é a microscopia de fluorescência, devido 

a vantagem de ser específica em suas ligações. O corante Hoechst 33258, é um composto 

sintético que contém dois anéis benzimidazole consecutivos com um grupo fenólico e um 

grupo N- metilpiperazina em cada extremidade da molécula alongada (Figura 5), que se 

liga à molécula de DNA. O Hoechst 33258 se liga preferencialmente à região rica em 

adenina e timina do DNA com um tamanho de ligação mínimo de quatro pares de bases 

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

 

 

Figura 5. Estrutura química do corante Hoechst 3325. Fonte: WU; SANTI, 1988 

 

 
Com a análise citogenética, auxiliada pela a utilização da microscopia de 

fluorescência, com o corante Hoechst 3325, é possível determinar a frequência de células 

com micronúcleos em determinado tecido. Isso reflete o nível de dano induzido por 

agentes clastogênicos (aqueles que causam quebras cromossômicas) ou aneugênicos 

(indutores de aneuploidia ou promotores de segregação cromossômica anormal) 

(AGOSTINI, 1993), sendo que o aumento dessa frequência, revela uma ação genotóxica. 
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Ainda, não há definição exata das possíveis influências nas gerações futuras dessa 

ação genotóxica devido a presença de MN. Suspeita-se que com a quebra cromossômica 

do núcleo principal, possa haver deleção de genes importantes para o desenvolvimento 

animal e para a sobrevivência da espécie. Trkova et al. (2000) reportaram que há maior 

frequência de MN em linfócitos de amostras sanguíneas de casais humanos com 

infertilidade ou com dois ou mais abortos espontâneos, e em concordância, Milosevic-

Djordjevic et al. (2012) mostraram que em pacientes com problemas de fertilidade, as 

frequências de MN em linfócitos foram maiores em comparação com pacientes saudáveis. 

Portanto, ao se tratar de biotecnologias que objetivam a preservação da fertilidade, o 

estudo citogenético é fundamental para fornecer parâmetros de viabilidade da técnica e 

posterior segurança genética. 
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CAPÍTULO 2 – Avaliação de córtex ovariano de fetos bovinos submetido a 

xenotransplante 
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Alvarenga², Y. Pinto3, A.P.R.Rodrigues3, B.G. Alves4, K.A. Alves5, R.M. Santos1
 

 

1 – Laboratório de Reprodução Animal, Faculdade de Medicina Veterinária, Universidade 

Federal de Uberlândia, Uberlândia, MG, Brasil. 2 – Laboratório de Saúde em Grandes 

Animais, Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia, MG, Brasil. 3 - Laboratório de 

Diagnóstico por Imagem Aplicada à Reprodução Animal, Universidade Estadual do Ceará, 
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Federal de Goiás- regional de Jataí, GO, Brasil. 5- Departamento de Ginecologia e Obstetrícia 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo- Ribeirão Preto, SP, Brasil. 

 

Resumo 

O xenotransplante de tecido ovariano fetal bovino associado a produção in vitro de embriões 

possibilita que fêmeas de alto valor zootécnico possam gerar descentes durante a fase fetal, 

além de fomentar a criação de bancos de germoplasma. Objetivou-se, após cultivo in vitro e 

xenotransplante de tecido ovariano de fetos bovinos, avaliar a morfologia e o 

desenvolvimento dos folículos pré-antrais, e ainda os níveis de estresse oxidativo, 

degeneração celular e apoptose. Foram utilizados 20 ovários de fetos bovinos fragmentados 

e distribuídos aleatoriamente nos grupos Controle fresco (CF), Xenotransplantado por 7 dias 

(X7), Xenotransplantado por 14 dias (X14), Cultivado in vitro por 1 dia (D1) e Cultivado in 

vitro por 7 dias (D7). Os fragmentos do grupo CF foram imediatamente destinados à análise 

por histologia clássica e confocal. Imediatamente após a fragmentação, amostras dos grupos 

X7 e X14 foram submetidas ao xenotransplante (cultivo in vivo) com recuperação após 7 ou 

14 dias, respectivamente, e avaliados em escores visuais de morfologia, hemorragia e 

aderência, com posterior presparação para análise por histologia clássica e confocal. Os 

grupos de cultivo in vivo foram eficientes na manutenção da viabilidade folicular e 

estimularam desenvolvimento folicular moderado. Adicionalmente, o número de vasos 

sanguíneos por secção apresentou resultado semelhante entre grupos submetidos a cultivo in 
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vitro e cultivo in vivo. Houve correlação negativa entre o número de vasos sanguíneos no 

tecido e o número de dias de cultivo, e o percentual de ativação folicular. Enquanto que, o 

número de vasos sanguíneos por secção histológica foi correlacionado positivamente com o 

percentual de folículos primordiais e com a viabilidade folicular. Os fragmentos submetidos 

a xenotransplante apresentaram redução dos níveis de degeneração celular e de espécies 

reativas de oxigênio, comparado àqueles do grupo CF, independentemente de terem sido 

recuperados após 7 ou 14 dias, porém, aqueles recuperados após 7 dias tiveram a menor taxa 

de apoptose celular. O tecido ovariano fetal xenotransplantado, recuperado após 14 dias 

apresentou maiores escores de morfologia, aderência e hemorragia do que aqueles 

submetidos a recuperação após 7 dias, sendo que, houve correlação forte e positiva entre os 

escores de adesão e a hemorragia tecidual. A utilização da biotecnologia xenotransplante, 

com recuperação de fragmentos após 14 dias, apresenta bons resultados na manutenção da 

viabilidade de folículos pré antrais inclusos em tecido ovariano fetal bovino e, ainda fornece 

suporte ao crescimento de folículos ovarianos em todos os estágios de desenvolvimento. Os 

níveis de degeneração celular e de espécies reativas de oxigênio foram reduzidos após o 

processo de xenotransplante. 

 
Palavras chave: Apoptose, cultivo in vitro, degeneração celular, fertilidade 

 

 

1. Introdução 

 

A reserva ovariana de folículos pré-antrais é um indicador da capacidade 

reprodutiva de uma espécie, e seu estudo contribui para o desenvolvimento de biotécnicas 

reprodutivas para manter ou melhorar a fertilidade feminina. Como alternativa para melhor 

aproveitamento dessa reserva,  o xenotransplante, metodologia de cultivo in vivo, é uma 

biotecnologia reprodutiva promissora (BOLS et al., 2010), inclusive em seres humanos, para 

restauração da capacidade reprodutiva de mulheres que foram submetidas à tratamentos com 

fármacos quimioterápicos, uma vez que o tratamento é toxico para os ovários e células 

germinativas (NOYES et al., 2010). O xenotransplante de tecido ovariano bovino, além de 

ser utilizado como modelo animal, permite que fêmeas de interesse zootécnico, possam gerar 

um maior número de descentes, e ainda fomenta a criação de bancos de germoplasmas 

animais,  que  podem  ser  usados para preservação de espécies ameaçadas de extinção 

(LUVONI et al., 2006).  
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Tendo em vista essas vantagens, nota-se nos últimos anos, um número crescente de 

pesquisas com a utilização de xenotransplante ovariano, que atesta o interesse da 

comunidade científica sobre o tema. Entretanto, ainda há poucos estudos que objetivem a 

conservação do material genético fetal, com a utilização do xenotransplante. A conservação 

do tecido ovariano fetal bovino contribui para a manutenção da intenção evolutiva, mesmo 

que  o  feto  não  seja  compatível com a vida, como em casos em que a fêmea prenhe venha 

a óbito no final da gestação. A utilização do xenotransplante a fim de permitir a preservação 

de folículos pré-antrais (FOPA) presentes no tecido ovariano de tecido ovariano fetal bovino 

tem potencial de apresentar menores taxas de rejeição e melhores taxas de recuperação 

celular do tecido (PARIS et al., 2004). 

Espera-se que os descendentes possuam valor genético superior às gerações 

anteriores, portanto, a conservação dos folículos ovarianos de fetos e subsequente maturação 

in vitro de ovócitos diminui o intervalo de gerações e sucessivamente aumenta o ganho 

genético em características de interesse (BEZERRA, et al., 2011; MORAES et al., 2018). O 

tecido fetal, além de ter sofrido menores interferências ambientais,  possui maior reserva de 

folículos primordiais, que devido ao seu pequeno tamanho e baixo metabolismo, são mais 

tolerantes à criopreservação (PARIS, et al., 2004). Desta forma a aplicação de biotecnologias 

reprodutivas em tecido ovariano fetal pode ter aplicabilidade futura a campo. Assim, 

objetivou-se, após cultivo in vitro e após cultivo in vivo (xenotransplante) de tecido ovariano 

de fetos bovinos, avaliar a morfologia e a capacidade de desenvolvimento dos folículos pré-

antrais e, ainda o estresse oxidativo e os níveis de degeneração celular e apoptose no tecido. 

 

2. Metodologia 

 
 

2.1 Comitê de ética em experimentação animal 

 
Este experimento foi analisado e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Uberlândia, sob protocolo número 

006/17. 

 

2.2 Coleta de ovários 

 
Vinte ovários de fetos bovinos (10 pares) a partir de 180 dias de gestação foram 

obtidos em frigorífico local. A idade dos fetos foi determinada pela distância (cm) entre a 
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articulação atlanto-occiptal e a inserção da cauda (REXOARD et al., 1974). Após a coleta, 

os ovários foram lavados em álcool 70% por 10 segundos, em seguida lavados duas vezes em 

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

 

2.3 Preparação das amostras e desenho experimental 

 
No laboratório de Reprodução Animal da Faculdade de Medicina Veterinária da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU), os 20 ovários foram cortados ao meio e o córtex 

ovariano fragmentado em 3 x 3 x 1 mm e distribuídos aleatoriamente nos grupos Controle 

fresco (CF) (50 fragmentos), xenotransplantado por 7 dias (X7) (50 fragmentos), 

xenotransplantado por 14 dias (X14) (50 fragmentos), cultivado in vitro por 1 dia (D1) (20 

fragmentos) e cultivado in vitro por 7 dias (D7) (50 fragmentos) (Figura 1). Foram realizadas 

quatro repetições. Fragmentos de todos os tratamentos foram analisados por histologia 

clássica, e aqueles dos grupos CF, X7 e X14, foram ainda submetidos a análise por 

intensidade de fluorescência em microscopia Confocal. Imediatamente após a fragmentação, 

uma parte dos fragmentos do grupo CF foi fixada em paraformaldeído 4% por 3 horas e em 

seguida fixada em álcool 70% para análise de histologia clássica e outra parte reservada para 

análise da intensidade de fluorescência. 

 

 

 
 

Figura 1 – Desenho experimental - Avaliação de tecido ovariano de fetos bovinos submetido 

a xenotransplante. 
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2.4 Cultivo in vivo (xenotransplante) 

 
 

Foram utilizados 20 camundongos com seis semanas de idade, fêmeas, BALB C, 

isogênicas, produzidas no setor de reprodução da rede de biotérios de roedores da 

Universidade Federal de Uberlândia, com peso vivo aproximadamente 20 gramas. Antes do 

procedimento cirúrgico, os camundongos foram anestesiados previamente com 0,05 ml de 

Acepran 0,2% (Acepromazina 1% - Vetnil, Vetecia Laboratórios de Produtos Veterinários, 

Louveura – SP), 0,09 ml de solução geral de Xilazina 2% (Cloridrato de Xilazina 2% – 

Syntec, Rhobifarma Indústria Farmaceutica, Hortolândia – SP) e Cetamin 2% (Cloridrato de 

Cetamina 10% - Syntec, Rhobifarma Indústria Farmaceutica, Hortolândia – SP). A solução 

geral foi composta por 37,5% de soro fisiológico, 37,5% de solução de Cetamin a 2% e 25% 

de solução de Xilazina a 2%. A dor foi controlada durante o pós-operatório com 0,05 ml de 

Tramadol (Cloridrato de tramadol 50 mg/ml - Hipolabor Farmacêutica Ltda., Belo Horizonte 

– MG) e dose única de 0,05 ml de Pentabiótico Veterinário Pequeno Porte (Zoetis Indústria 

de Produtos Veterinários Ltda., Fort Dodge Saúde Animal, Paulínia - SP). Em cada animal 

foram transplantados cinco fragmentos de tecido ovariano, os quais foram fixados ao 

peritônio na cavidade abdominal por fio de sutura Nylon 6/0 não absorvível. Após o 

transplante dos fragmentos ovarianos, os camundongos ficaram alojados em caixas 

individuais, em sala com temperatura e iluminação controladas à 22°C e com ciclos de 

iluminação alternados entre claro e escuro a cada 12 horas, respectivamente, dentro da rede 

de biotérios de roedores. A água e o alimento foram ofertados à vontade e previamente 

esterilizados. Em 10 camundongos, a recuperação dos enxertos foi feita sete dias após o 

transplante, e nos outros 10, 14 dias após o transplante. Os camundongos foram eutanasiados 

com o uso de anestesia geral. Os enxertos foram recuperados cirurgicamente para posteriores 

análises. 

 

2.5 Escores 

Após a recuperação dos enxertos, os fragemntos foram classificados 

macroscopicamente de acordo com os seguintes critérios. (A) morfologia, 1 = necrótica 

(totalmente escuro); 2 = alguns pontos de necrose; 3 = intacto; 4 = intacto e ligeiramente 

inchado; e 5 = intacto e inchado com aumento de volume; (B) adesão, 1 = ruim (remoção 

fácil); 2 = ligeiramente inserido; 3 = moderado (bem inserido); 4 = forte (bem inserido com 

alguma dificuldade de remoção); e 5 = intenso (muito difícil de remover); e (C) hemorragia, 

1 = ausente; 2 = até duas áreas; 3 = metade do fragmento; 4 = dois terços do fragmento; 5 = 
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todo fragmento. Todas as classificações foram realizadas por um único operador. 

 
 

2.6 Cultivo in vitro 

 
 

O cultivo in vitro foi realizado por 1 e por 7 dias, utilizando como meio de base o 

tissue culture medium 199 (TCM 199) suplementado com 50 μg/mL de ácido ascórbico 

(AA), 1% de ITS (10 μg/mL de insulina, 5,5 μg/mL de transferrina e 0,5 ng/mL de selênio), 

2 mM de glutamina e 2 mM de hipoxantina. Os fragmentos foram cultivados 

individualmente em placas de 24 poços, contendo 1mL de meio de cultivo utilizando 

incubadora a 39ºC (5% de CO2 em ar), sendo a troca total de meio realizada a cada 48 horas. 

 
2.7 Histologia clássica 

 
 

Os fragmentos foram fixados em paraformaldeído a 4%, em álcool 70% e 

encaminhados para análise de histologia clássica e após inclusão em parafina os fragmentos 

foram seccionados serialmente a 7 µm de espessura (ALVES et al., 2015) e corados com 

hematoxilina e eosina (HE). As lâminas foram analisadas utilizando microscopia de luz 

(Nikon, Japão) em aumento de 400x e imagens capturadas pelo Leica Software Imaging, 

Wetzlar, Alemanha. Os folículos foram classificados em normais quando o ovócito e o 

núcleo estavam preservados e circundados por células da granulosa organizadas em uma ou 

mais camadas e os folículos degenerados (anormais) aqueles que apresentaram citoplasma 

do ovócito retraído ou desorganizado, com células da granulosa separada da membrana basal 

e ovócito com núcleo picnótico (RODGERS; IRVING-RODGERS, 2010). Os folículos pré-

antrais foram quantificados e classificados de acordo com a fase de desenvolvimento em 

primordial (ovócito rodeado por uma camada de células da granulosa pavimentosas), 

primário (uma camada completa de células da granulosa cuboides e todo o ovócito com 

aspecto esférico) e secundário (ovócito com zona pelúcida rodeado por duas ou mais 

camadas de células da granulosa cuboides) (HULSHOF et al., 1994). Foi realizada ainda, a 

contagem da quantidade de vasos sanguíneos por secção histológica. Toda avaliação 

histológica foi realizada pelo mesmo operador. 

 

2.8 Confocal 

A análise foi realizada com fragmentos dos grupos CF, X7 e X14. Os fragmentos 
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destinados para análise de intensidade de fluorescência foram lavados utilizando solução 

PBS com soro fetal bovino a 5% e colocados para corar ao abrigo da luz em solução com 

1µl/ml de H2DCFDA (DCF) por 30 minutos, em seguida corados com 10µM/ml YO PRO 

01 (YOPRO) durante 30 minutos, seguido de solução com 100µg/ml de iodeto de propidio 

(IP), incubados por mais 15 minutos. Após este período foram fixados em paraformaldeído 

4% durante 15 minutos e armazenados em PBS a 4 °C ao abrigo da luz. Após essa etapa as 

amostras foram levadas para análise da intensidade de fluorescência (pixels) em diferentes 

profundidades teciduais com a utilização de microscópio LSM 710 ZEISS® em aumento de 

20 vezes de acordo com as faixas de excitação/emissão de cada sonda: DCF 495/519 nm; 

YOPRO- 1 491/509 nm; IP 543/616 nm. 

As probes fluorescentes utilizadas permitem avaliar as condições de viabilidade, 

apoptose e oxidação do tecido ovariano após os referidos tratamentos. O corante H2DCFDA 

emite fluorescência que indica o nível de emissão de espécies reativas de oxigênio e detecção 

de processo oxidativo em células fagocíticas. Já a probe YO PRO 01, indica através da 

emissão da fluorescência a quantidade de células em processo de apoptose. Finalmente, o 

corante iodeto de propídio emite a fluorescência adquirida por células degeneradas. O 

comprimento de onda para cada corante foi previamente programado e as secções foram 

realizadas em intervalos de 8 micrômetros com média de 10 secções em Z-Stack. As imagens 

salvas no programa Zen 2008 instalado ao microscópio apresentaram os dados numéricos da 

intensidade de fluorescência utilizados nas análises estatísticas. 

 
2.9 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa computacional Sigma 

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

distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) foram submetidos à transformação logarítmica. 

As variáveis paramétricas foram comparadas entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-

Wallis. A análise de correlação avaliou a associação entre porcentagem de folículos normais 

e classe folicular. Os dados foram apresentados na forma de média (± erro padrão da média) 

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

 

3 Resultados 

 

O tecido ovariano fetal xenotransplantado, recuperado após 14 dias, apresentou 

maiores escores de morfologia, aderência e hemorragia (P < 0,05) do que aqueles 
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submetidos a recuperação após 7 dias (Tabela 1, Figura 2). Além disso, foi observada 

correlação positiva de 0,62 entre os escores de adesão e a hemorragia tecidual (P < 0.01). 

 

Tabela 1 – Escores de morfologia, aderência e hemorragia, após 7 ou 14 dias para 

recuperação dos fragmentos de tecido ovariano fetal bovino xenotransplantados. 
 

Dias para recuperação Morfologia Aderência Hemorragia 

7 3,4 ± 0,2 a 3,2 ± 0,2 a 2,7 ± 0,3 a 

14 4,2 ± 0,1 b 4,4 ± 0,1 b 4,0 ± 0,2 b 

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

 

 

 

 

Figura 2 – Fragmentos de tecido ovariano fetal bovino recuperados após 7 e 14 dias de 

xenotransplante, respectivamente. 

 
 

Um total de 23112 folículos pré antrais e 17 folículos antrais (Figura 3), em 1453 

secções histológicas, foram analisados nesse estudo. Os grupos de cultivo in vivo foram 

eficientes na manutenção da viabilidade folicular (Tabela 2), sendo que o grupo X14 

apresentou percentual de viabilidade semelhante ao grupo X7 e aos grupos de cultivo (P > 

0,05). O xenotransplante de tecido ovariano fetal recuperado após 7 e após 14 dias estimulou 

desenvolvimento folicular moderado, em menor percentual que o grupo D7 (P < 0,05). 

Adicionalmente, o número de vasos sanguíneos por secção apresentou resultado 

semelhante(P > 0,05) entre grupos submetidos a cultivo in vitro e cultivo in vivo (Tabela. 2). 
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Tabela 2 – Proporção de viabilidade e ativação folicular, e número de vasos 

sanguíneos por secção histológica em tecido ovariano fetal bovino, de acordo com os 

tratamentos analisados. 

 

Tratamento Viabilidade %  

(média ± EP) 

Ativação folicular %  

(média ± EP) 

Vasos  

(média ± EP) 

CF 88,2 ± 3,2a
 44,5 ± 4,9d

 16,7 ± 3,1a
 

D1 82,2 ± 4,5ab
 53,9 ± 3,0cd

 7,0 ± 1,1b
 

D7 76,6 ± 8,3abc
 84,4 ± 3,1a

 4,0 ± 0,4b
 

X7 62,2 ± 4,0c
 63,0 ± 3,7bc

 6,3 ± 0,8b
 

X14 67,6 ± 4,3bc
 65,6 ± 5,8b

 7,4 ± 0,6b
 

 

Letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente (P < 0,05). EP- erro padrão CF – Controle Fresco. D1 

– Cultivado por 1 dia, D7 – Cultivado por 7 dias, X7 – Xenotransplantado por 7 dias, X14 – 

Xenotransplantado por 14 dias. 
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Figura 3– Secção histológica de fragmento do grupo CF com folículos em diversos 

estágios de desenvolvimento e viabilidade. 

A - Folículo ovariano primordial normal. B - Folículo ovariano de transição degenerado (retração 

citoplasmática e núcleo picnótico). C – Folículo ovariano primário normal. D- Folículos ovarianos antrais 

normais. 

 

 

 
A Figura 4, apresenta as correlações negativas entre o número de vasos sanguíneos 

no tecido ovariano fetal e o número de dias de cultivo (r = -0,35, P < 0,01) e o percentual 

de ativação folicular (r = -0,39, P < 0,01). Por outro lado, o número de vasos sanguíneos 

por secção histológica tem correlação positiva com o percentual de folículos primordiais (r 

= 0,39, P < 0,01) e com a viabilidade folicular (r = 0,23, P < 0,1). 

D 

D C 

A 

B 
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Figura 4 – Análise de correlação entre número de vasos sanguíneos no tecido ovariano 

fetal e o número de dias de cultivo; o percentual de folículos ativados; o percentual de 

folículos primordiais e o percentual de viabilidade folicular. 

 
 

 
 

Um total de 30 fragmentos de tecido ovariano fetal, distribuídos entre os 

tratamentos CF, X7 e X14 foram avaliados por microscopia confocal tridimensional. Ao 

analisar a média da intensidade de fluorescência captadas com a probes IP e DCF nota-se 

que os fragmentos submetidos a xenotransplante apresentaram redução (P < 0,05) dos 

níveis de degeneração celular e de espécies reativas de oxigênio (ROS), comparado 

àqueles do grupo CF, independentemente de terem sido recuperados após 7 ou 14 dias. Os 

fragmentos submetidos ao xenotransplante apresentaram níveis de apoptose celular 

menores em relação ao CF e os fragmentos recuperados após 7 dias tiveram a menor taxa 

de apoptose celular (P < 0,05) (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Médias (± EP) das intensidades de fluorescência captadas com as probes IP, 

DCF e YOPRO no tecido ovariano fetal analisado a fresco ou xenotransplantado por 7 

ou 14 dias. 

 

Tratamento IP (média ± EP) DCF (média ± EP) YOPRO (média ± EP) 

CF 4,5 ± 0,26a
 5,86 ± 0,36 a 3,29 ± 0,10 a 

X7 1,25 ± 0,10 b 1,78 ± 0,13b
 1,17 ± 0,03c

 

X14 1,02 ± 0,06b
 3,25 ± 0,49b

 2,28 ± 0,21b
 

 
Letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente (P < 0,05). EP- Erro padrão. CF – Controle 

Fresco, X7 – Xenotransplantado por 7 dias, X14 – Xenotransplantado por 14 dias. 

 

 
 

4 Discussão 

 
O tempo decorrido após o transplante determina o período necessário para a 

adaptação do fragmento ao corpo. O maior período analisado, com recuperação após 14 

dias, foi eficiente, pois os fragmentos submetidos a esse tratamento apresentaram maiores 

escores de morfologia, aderência e hemorragia para a ambientação tecidual do que aqueles 

submetidos a recuperação após 7 dias. A adesão e a hemorragia tecidual mostraram 

correlação forte e positiva, indicando que a perfusão dos vasos sanguíneos ao fragmento 

transplantado influencia sua adesão, fator fundamental para a viabilidade tecidual após a 

cirurgia. 

Neste estudo a viabilidade de folículos inclusos em tecido ovariano fetal bovino 

xenotransplantado por 14 dias foi preservada com percentual semelhante a grupos 

submetidos a cultivo in vitro. Adicionalmente, o percentual de folículos primordiais e a 

viabilidade folicular foram associados positivamente com o número de vasos sanguíneos. 

Esse fato demonstra que o ambiente no qual os fragmentos foram implantados forneceu 

condições suficientes para a manutenção da viabilidade folicular, inclusive daqueles em 

estágios mais avançados e que o número de vasos sanguíneos por secção histológica 

influencia o aporte de oxigênio e nutrientes recebidos pelo tecido. Folículos ovarianos em 

estágio avançado de desenvolvimento têm maior consumo de oxigênio, o que indica maior 

taxa metabólica folicular (ISHIKAWA et al., 2014). Há de se considerar ainda que a 

densidade folicular no tecido ovariano é heterogênea, havendo variações entre animais 
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(FORTUNE, 2003) (CECCONI et al., 2004) e até mesmo entre ovários e regiões da córtex 

(LUCCI et al., 2002) (ALVES, 2015), o que pode estar associado à migração celular para 

as cristas gonadais durante a formação embrionária do ovário (LANGBEEN et al., 2014). 

Provavelmente, a retirada do tecido ovariano de seu habitat leva a ausência de 

fatores inibidores do processo de desenvolvimento folicular e pode estimular os 

mecanismos de ativação, justificando a correlação negativa entre o percentual de folículos 

ativados e o número de vasos sanguíneos no tecido. No entanto, o fato de ter ocorrido uma 

ativação controlada sugere que o xenotransplante propiciou um ambiente viável para 

manutenção da reserva de folículos primordiais. Gavish et al. (2014), atribuíram ativação 

folicular e intenso consumo folicular em diferentes espessuras de enxertos transplantados 

no subcutâneo de camundongos à manipulação mecânica e a isquemia pós transplante. 

Tais fatos, possivelmente resultam em queda dos níveis de fatores inibidores da ativação 

folicular, como o hormônio anti-mulleriano (VISSEL, J. A. 2006). 

As associações negativas entre o número de vasos sanguíneos no tecido ovariano 

fetal e o número de dias de cultivo, e o percentual de ativação folicular, demonstram que 

nos dias iniciais de cultivo, com folículos menores, o aporte sanguíneo mais intenso devido 

ao maior número de vasos sanguíneos, favorece a ativação folicular. Entretanto, com o 

decorrer dos dias, há diminuição na quantidade dos vasos, e crescimento dos folículos, 

sugerindo uma nova configuração espacial do tecido ovariano fetal. 

Os níveis de degeneração celular foram reduzidos após o processo de 

xenotransplante, o que demonstra que essa biotecnologia ofereceu um efeito protetor na 

viabilidade celular. Em corroboração, ao avaliar os níveis reduzidos de EROs, nota-se 

também que a utilização do xenotransplante foi benéfica aos fragmentos, pois altos níveis 

de EROs, superiores à capacidade de tamponamento e atividade enzimática, geram 

estresse oxidativo, com potencial citotóxico (ANAZETTI; MELO, 2007). 

Os fragmentos submetidos a xenotransplante apresentaram menores níveis de 

apoptose celular. Tal situação é favorável, pois demonstra boa responsividade do tecido 

transplantado já que para que haja homeostasia tecidual, mecanismos biológicos 

moduladores como a apoptose, são essenciais para regular a morfogênese e limitar reações 

imunes (PAROLIN; REASON, 2001) A apoptose ocorre em diferentes situações 

fisiológicas e patológicas, para a exclusão de células danificadas e consecutiva renovação 

tecidual, devido à interação celular com o meio (ANAZETTI; MELO, 2007). Sabendo que 

radicais de alta reatividade podem levar a danos permanentes no DNA (ANAZETTI; 

MELO, 2007), a relação entre os níveis de EROs e apoptose demonstram que o 
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funcionamento da maquinaria celular está ocorrendo. 

 

 

5 Conclusão 

 
A utilização das biotecnologias de cultivo in vitro e in vivo (xenotransplante), 

demonstrou bons resultados na manutenção da viabilidade de folículos pré antrais inclusos 

em tecido ovariano fetal bovino, e ainda fornece suporte ao crescimento de folículos 

ovarianos em todos os estágios de desenvolvimento, entretanto, o tecido submetido ao 

xenotransplante apresentou maior preservação da reserva folicular. Adicionalmente, os 

níveis de degeneração celular, espécies reativas de oxigênio e apoptose foram mais baixos 

após o processo de xenotransplante do que em tecido não submetido a biotecnologias. 
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CAPÍTULO 3 - Cytogenetic evaluation of bovine foetal ovarian cortex 
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Abstract 

 

 
Vitrification and xenotransplantation can be use as potential reproductive tissue 

preservation methods for different species, so, there is a need to study the possible genetic 

changes resulting from these techniques. Thus, this study aimed to evaluate the 

morphology and development ability of preantral follicles and chromosomal abnormalities 

related to the presence of micronuclei (MN) in bovine foetal ovarian tissues after 

vitrification and/or xenotransplantation. We used ten foetal bovine ovaries that were 

fragmented and randomly assigned to groups Fresh Control (FC), Vitrificated Control 

(VC), Vitrificated xenotransplanted (VX), and Fresh Xenotransplanted (FX). Fragments 

of the FC group were immediately directed to preserve the material for cytogenetic analysis 

and histology. Samples from VC and VX groups were subjected to vitrification after 

fragmentation, and heated after a week. Immediately after fragmentation of samples from 

the FX group and after heating those of VX, the xenotransplantation procedure was 

performed, in 10 female BALB C mice, with recovery after 14 days. Follicular viability 

was preserved in the VC group; however, a decrease in viable follicles was observed after 

the xenotransplantation procedure. Furthermore, there was lower follicular activation in 

the VC and VX groups (68.1 ± 1.7% and 68.0 ±2.4%, respectively) than in the FX (74.8 ± 

2.3). All treatments had increased number of cells with MN, compared to the FC group. 
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The visual scores of morphology, haemorrhage, and tissue adhesion between the fragments 

were similar between the FX and VX groups. In conclusion, it was observed that the 

reserve of preantral follicles in foetal bovine ovarian tissues were maintained; however, 

both xenotransplantation and vitrification are able to generate changes in DNA structure, 

thus increasing MN formation in the ovarian tissue cells of bovine foetuses. 

 

 

Key words: cryopreservation, fertility, genotoxicity, micronuclei. 

 

 

 
1. Introduction 

 
 

The preservation of gametes for maintenance of gene banks and greater use of high-

value livestock females is fostered by reproductive biotechnologies. To be able to preserve 

the viability of ovarian tissue, in vitro culture, cryopreservation, as vitrification, and 

xenotransplantation (in vivo culture) are feasible alternatives, combined with protocols that 

allow for efficient maintenance of cell viability. 

Vitrification and foetal ovarian tissue xenografts are valid options for the utilisation 

of genetic material from females with high genetic value even during the foetal stage. 

Subsequent maturation and in vitro fertilisation of oocytes included in ovarian follicles 

preserved with this technique, may decrease the generation interval and successively 

increase genetic gain estimates [1]. This is because bovine foetal ovarian tissues suffer less 

the environmental interference, and during the foetal stage, they have greater reserves of 

primordial follicles that are more tolerant to cryopreservation (due to the small size and 

relatively nonspecific morphology, in addition to a low metabolism) [2]. In this context, 

the tissue may be cryopreserved by vitrification [3], a practical method with low execution 

cost [4], which requires high concentrations of cryoprotectant agents, providing a solution 

viscosity without formation of intracellular ice crystals [5]. 

Several studies have tested different methods for cryopreservation and 

transplantation of ovarian tissues [6, 7, 8, 9]. However, an assessment of possible genetic 

changes in tissues subjected to reproductive biotechnologies is fundamental, and, in the 

case of foetal ovarian tissue xenotransplantation, such research is indispensable because 

the transplanted material still has a few differentiating factors [10] and it will be allocated 
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to another receiver species with a different genetic constitution from the donor. Therefore, 

cytogenetic analysis of the MN allows the observation of a possible genotoxic action, 

which can be disadvantageous for tissue viability [11]. Micronuclei are DNA fragments 

separated from the main nucleus during the conclusion of the telophase in mitosis, as they 

probably did not bind to the spindle during segregation in anaphase [12]. 

There are no studies that relate to vitrification and xenotransplantation with 

possible chromosomal alterations. In view of the applicability and importance of 

vitrification techniques as a tissue preservation method and xenotransplantation as a 

reproductive technique, it is important to study potential genotoxicity arising from these 

techniques. The aim of this study was to evaluate the morphology and development ability 

of preantral follicles and chromosomal abnormalities related to the presence of 

micronuclei (MN) in bovine foetal ovarian tissues after vitrification and/or 

xenotransplantation. 

 
2. Methodology 

 
 

2.1 Ethics Committee on Animal Experiments 

This study was reviewed and approved by the Ethics Committee for Animal 

Experimentation of the Federal University of Uberlândia, under protocol number 006/17. 

 
2.2 Ovaries Collection 

10 Bovine foetal ovaries (5 pairs) at least at 180 days of gestation were collected in 

a local slaughterhouse. The age of the foetus was determined by the length (cm) from the 

atlanto- occipital joint to the origin of the tail [13]. After collection, ovaries were washed 

in alcohol 70% for 10 s, washed twice in PBS, and then transported to the Animal 

Reproduction Laboratory, Faculty of Veterinary Medicine - UFU in isothermal containers 

at 4ºC within 2 h. 

 

2.3 Preparation of samples and experimental design 

In the laboratory, ovaries were cut in half; the fragmentation of the ovarian cortex 

yielded 3 x 3 x 1 mm fragments randomly distributed throughout the following groups: 

Fresh control (FC), Vitrificated Control (VC), Vitrificated xenotransplanted (VX), and 

Fresh Xenotransplanted (FX); with 25 fragments to each group. Two replicates were 

carried out. Fragments from all treatments were subjected to cytogenetic analysis and 
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classic histology. A part of the fragments for the FC group was fixed in 4% 

paraformaldehyde for 3 h and then fixed in 70% alcohol for histological analysis; the other 

part was placed in a saline solution for cytogenetic analysis. 

 
2.4 Vitrification, thawing and cryprotection removal 

The ovarian fragment vitrification protocol involved equilibrium of the samples 

in two vitrification solutions (VS) with different concentrations of cryoprotectants [14]. 

Solution 1 (S1) contained tissue culture medium 199 (TCM199) supplemented with 10 

mg/mL bovine serum albumin (BSA), 0.25 M sucrose, 10% ethylene glycol (EG), and 

10% dimethyl sulfoxide (DMSO). Solution 2 (S2) contained TCM199 supplemented with 

10 mg/mL BSA, 0.25 M sucrose, 20% EG, and 20% DMSO. Ovarian fragments were 

exposed to S1 for 4 min and then to SV2 for 1 min. The whole procedure was carried out 

at room temperature (25°C). Then, the fragments were placed in French sheaths (normally 

used in artificial insemination) filled with S2, sealed with acrylic mass, exposed to nitrogen 

vapor for 5 min (-30°C), and then stored in liquid nitrogen (-196°C) for 1 week [15]. 

After 7 days, the samples were thawed as described. The ovarian fragments were 

exposed to room temperature for 30 s and then immersed in a water bath at 37°C for 1 min. 

After thawing, the fragments of the vitrified group were subjected to removal of the VS 

by a washing solution (WS), which was carried out in 3 steps: I) TCM199 + 3 mg/mL 

BSA + 0.5 M sucrose, II) TCM199 + 3 mg/mL BSA + 0.25 M sucrose, and III) TCM199 

+ 3 mg/mL BSA. Fragments were kept for 5 min in each step [14]. After thawing the 

fragments, they were incubated for 24 h in 24-well plates containing 500 µL TCM199 

supplemented with gentamicin (1 μL/mL) at room temperature [16]. 

 

2.5 Xenotransplantation 

Ten mice (6-week-old female BALB C) were used. They were bred in the 

reproduction section of the Bioterie of the Federal University of Uberlândia with a live 

weight of about 20 g. Before surgery, the mice were anaesthetised with 0.05ml of 0.2% 

Acepran (1% Acepromazine - Vetnil, Vetecia Veterinary Products Laboratories, Louveira 

- SP), 0.09 ml of Xylazine 2% (Xylazine hydrochloride 2% - Syntec, Rhobifarma 

Pharmaceutical Industry, Hortolândia - SP), and Ketamine 2% (Ketamine hydrochloride 

10% - Syntec, Rhobifarma Pharmaceutical Industry, Hortolândia - SP). Pain was 

controlled during the post-operative period with 0.05 ml Tramadol (Tramadol 

hydrochloride 50 mg/mL - Hipolabor Pharmaceuticals Ltd., Belo Horizonte - MG) and a 
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single dose of 0.05 ml of Pentabiotic Veterinary Small Animals (Zoetis Industry Ltda 

Veterinary Products, Fort Dodge Animal Health, Paulinia. - SP). Each animal was 

transplanted with five ovarian tissue fragments, which were fixed in the peritoneal 

abdominal cavity by a 6/0 Nylon non-absorbable suture. After transplantation of ovarian 

fragments, mice were housed at individual cages in temperature-controlled rooms (22°C) 

with alternate light and dark every 12 h. The animals were housed within the Network 

animal rodents of the Federal University of Uberlândia. Water and food offered were 

previously sterilized. The recovery of the grafts was made 14 days after transplantation. 

Mice were anaesthetised and euthanised using general anaesthesia. Fragments were 

surgically retrieved for further analysis. 

 

2.6 Scores of tissue recovered 

After 14 days, at the time of fragment recovery, the foetal bovine ovarian tissue 

fragments subjected to FX and VX were classified macroscopically according to the 

following criteria. (A) morphology, 1 = necrotic (totally dark); 2 = some points of necrosis; 

3 = intact; 4 = intact and slightly swollen; and 5 = intact and swollen with increased 

volume; (B) adhesion, 1 = poor (ease removal); 2 = slightly inserted; 3 = moderate (well 

inserted); 4 = strong (well inserted with some difficulty to remove); and 5 = intense (very 

difficult to remove); and (C) haemorrhage, 1 = absent; 2 = up two areas; 3 = half of the 

fragment; 4 = two thirds of the fragment; 5 = all fragment. All classifications were 

performed by a single operator. 

 
2.7 Classic histology 

Fragments were fixed in 4% paraformaldehyde for 1 h and then kept in alcohol 

70% to perform classical histological analyses. After embedding the fragments in paraffin, 

they were serially sectioned (7 mm thick) [17] and stained with haematoxylin and eosin 

(HE). The slides were analysed using light microscopy (Nikon, Japan) at 400x, and images 

captured using the Leica Imaging Software, Wetzlar, Germany. Follicles were classified 

as normal when the oocyte and nucleus were preserved and surrounded by granulosa cells 

arranged in one or more layers; follicles were classified as degenerate (abnormal) when 

they showed retracted or disorganized cytoplasm, oocyte with granulosa cells separated 

from basement membrane and the oocyte with pyknotic nucleus [18]. 

The preantral follicles were measured and ranked according to the developmental 
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stage: primordial (oocyte surrounded by a layer of granulosa cells with flattened elliptical 

shape), primary (one full layer of cuboidal granulosa cells and oocyte with any spherical 

aspect), and secondary (oocyte zona pellucida surrounded by two or more layers of 

cuboidal granulosa cells) [19]. The number of blood vessels per histologic section was 

counted in each section. All histological evaluation was performed by the same operator. 

 
2.8 Cytogenetics 

The methodology of tissue dissociation for cytogenetics analysis was developed 

by the authors for the purpose of research because there are no reports on performing 

cytogenetic analysis in foetal ovarian tissues. The principle was based on loosening the 

collagen matrix of foetal bovine ovarian tissues by enzymatic digestion of genetic 

material. Subsequently, samples were stained with a Hoechst 33258 fluorochrome for 

analysis in the fluorescence microscope (Olympus) of the Laboratory of Microscopy 

Image and Vegetal Morphology of the Federal University of Uberlândia (LAMOVI - 

UFU). 

 
2.8.1 Tissue Dissociation 

The fragmented tissue (3 x 3 x 1 mm) was transferred to an Eppendorf tube. Then, 

0.5 mL of the enzyme solution (20 U/µL) was added. For loosening the collagenous matrix, 

we used the enzyme collagenase type I, isolated from Clostridium histolyticum (GIBCO). 

The enzyme was prepared according to the manufacturer's instructions and used at a 

concentration of 20 U/µL. The Eppendorf tubes were kept in a water bath at 37°C, and 

dissolution was assisted by periodic repeated pipetting of the suspension. After 3 h, enzyme 

activity was blocked with 450 µL of 100% acetic acid and 50 µL of distilled water. To 

obtain the cell concentrate, the Eppendorf tube was centrifuged at 1000 rpm for 15 min, 

the supernatant was discarded, and the pellet was resuspended in 20 µL of 45% acetic acid. 

This final volume was transferred to the slide for smear. 

 
2.8.2 Staining with the fluorochrome Hoechst 

After drying the slide, 50 µL of the Hoechst 33258 fluorochrome (diluted in PBS) 

was added. Then, a cover slip was placed over the slide for approximately 20 min in an 

oven at 37°C to dry the fluorochrome. After drying, the cover slip was removed using 

distilled water, 50 µL of the assembly solution was added on the slide, and another 

coverslip was positioned. 
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2.8.3 Reading the blades 

Slides were visualised in an Olympus fluorescence microscope at LAMOVI – 

UFU. The number of cells with micronuclei per 1000 cells were counted. Cells with 

apoptosis characteristics were not considered. It should be noted that all treatments were 

used in the preparation of slides for cytogenetic analysis (15 slides/treatment). 

 
2.9 Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc, San 

Jose, California, USA). Data that were not normally distributed (Shapiro-Wilk test) were 

subjected to logarithmic transformation. Parametric variables were compared between 

treatments using the Kruskal-Wallis test. Correlation analysis evaluated the correlation 

between percentage of normal follicles and follicular class. In addition, the odds ratio was 

determined to evaluate the influence of follicular class on the percentage of normal 

follicles after vitrification and xenotransplantation. Data were presented as mean (± 

standard error of the mean) and percentage. Results were considered significant when P < 

0.05. 

 
3. Results 

 

The morphology score, haemorrhage, and tissue adherence between the fragments 

subjected to fresh xenotransplantation and those undergoing vitrification prior to 

xenotransplantation were similar (P > 0.05) (Table 1). Additionally, correlation analysis 

between the parameters showed a positive correlation between the transplanted tissue’s 

adherence and haemorrhage (P < 0.05) (Table 2). 

 

Table 1 - Morphology, adherence, and haemorrhage scores of foetal bovine ovarian tissue 

fragments undergoing fresh xenotransplantation or xenografted after vitrification. 

Treatment Morphology Adherence Hemorrhage 

FX 3.2 ± 0.44 a 3.8 ± 0.44a
 3.0 ± 1.0 a 

VX 3.4 ± 0.54 a 3.6 ± 1.14 a 3,6 ± 0,89 a 

Different letters in the columns indicate statistically significant differences (P < 0.05). VX - 

Vitrificated xenotransplanted, FX - Fresh xenotransplanted. 
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Table 2 - Correlations among morphology, adherence, and haemorrhage scores of foetal 

bovine ovarian tissue fragments after xenotransplantation. 

 Morphology Adherence Hemorrhage 

Treatment ns ns ns 

Morphology - ns ns 

Adherence - - 0.75** 

Hemorrhage - - - 

ns - not significant; ** Statistically significant difference (P < 0.01) 

 

 

 
A total of 5916 preantral follicles in 533 histological sections were analysed in this 

study. Follicular viability in the VC group was similar to that of the FC (P > 0.05) and 

higher (P < 0.05) than the xenotransplantation groups (FX and VX). In addition, fragments 

of the FX group showed a similar percentage of viable follicles (P > 0.05) than those of the 

FC and VX groups. Furthermore, we observed high follicular activation (P < 0.05) in fresh 

xenotransplanted group fragments compared to the FC and vitrification groups (Table 3). 

In general, there was a reduction (P > 0.05) in the number of blood vessels in the 

histological sections from all treatments when compared to FC. The lowest (P < 0.05) 

number of vessels was observed in sections from the FX group. Additionally, the 

vitrification groups (VC and VX) showed similar results (P > 0.05) in the number of blood 

vessels measured in histological sections (Table 3). 
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Table 3 - Percentage viability, follicular activation, and number of blood vessels in 

histological sections of bovine foetal ovarian tissues subjected to various treatments. 

 

Treatment Viability (%) Follicular activation (%) Blood vessels / 

 (mean ± SE) (mean ± SE) section (mean ± SE) 

FC 85.9 ± 1.9bc
 52.9 ± 2.5a

 8.1 ± 0.5c
 

VC 91.6 ± 1.5c
 68.1 ± 1.7b

 3.7 ± 0.2b
 

FX 82.2 ± 1.60ab
 74.8 ± 2.3 c 2.2 ± 0.1a

 

VX 75.3 ± 2.1a
 68.0 ± 2.4b

 4.1 ± 0.2b
 

 
Different letters in the column are statistically different (P < 0.05). SE - standard error. FC - Fresh control, VC - 

Vitrificated control, FX - Fresh Xenotransplanted, VX - Vitrificated xenotransplanted. 

 

 

The number of blood vessels in foetal ovarian tissues showed a negative correlation 

with follicular activation (-0.33, P < 0.01), as between the percentage of activated follicles 

and the percentage of follicular viability (-0.26, P < 0.001).  

The Odds Ratio analysis demonstrated that there is a higher probability (5.1-fold) 

that foetal ovarian tissue fragments with a higher percentage of morphologically  viable 

follicles belong to the VX group than to the FX group (P < 0.0001). In addition, there is a 

higher probability (7.8-fold) that these fragments belong to the VC group than to the VX 

group (P < 0.0001). In contrast, analysis of the xenograft groups showed that there is a 

higher probability (1.5-fold) that foetal ovarian tissue fragments with a higher percentage 

of morphologically viable follicles belong to the FX group than to the VX group (P < 

0.001) (Table 4). 
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Table 4 - Odds Ratio analysis for follicular viability in bovine foetal ovarian tissues 

assessed among treatments 

Follicular Viability (%)  Odds Ratio 95% CI 

VC x FX 
5.1 *** 3.7 to 6.8 

96.2 (1802/1873) x 83.3 (695/834) 

VC x VX 
7.8 *** 5.8 to 10.6 

96.2 (1802/1873) x 76.3 (490/642) 

FX x VX 
1.5 ** 1.1 to 2.2 

83.3 (695/834) x 76.3 (490/642) 

VC - Vitrificated control, FX - Fresh xenotransplanted, VX - Vitrificated xenotransplanted, 95% CI - 

confidence interval of 95%. *** (P < 0.0001), ** (P < 0.001). 

 

 

In Table 5, the Odds Ratio analysis for follicular activation reveals that there is a 

higher probability (2.1-fold) that bovine foetal ovarian tissue fragments with a higher 

percentage of follicular activation belong to the FX group than to the CV group (P < 0.0001). 

In addition, there is a higher probability (2.3-fold) that these fragments belong to the FX 

group than to the VX group (P < 0.0001). However, the analysis was not significant when 

comparing the odds of probable follicular activation between CV and VX groups. 

 

 

Table 5 - Odds Ratio analysis for follicular activation of bovine foetal ovarian tissues 

between the analysed treatments 

Follicular Activation (%) Odds Ratio 95% CI 

FX x VC  
2.1 *** 1.7 to 2.6 

80.1 (557/695) x 65.2 (1176/1802) 

FX x VX 
2.3 *** 1.7 to 3.0 

80.1 (557/695) x 63.4 (311/490) 

VC x VX 
1,1ns 0.8 to 1.3 

65.2 (1176/1802) x 63.4 (311/490) 

VC- Vitrificated control, FX - Fresh xenotransplanted, VX - Vitrificated xenotransplanted, 95% CI - 

confidence interval of 95%. *** (P < 0.0001), ** (P < 0.001) ns - not significant (P > 0.05). 
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The presence of MN in ovarian tissue foetal cells was identified in all treatment 

fragments analysed (Figure 1). 

Figure 1: Detection of micronuclei with the Hoechst 33258 fluorochrome in cells of 

bovine foetuses ovarian tissue fragments subjected to different treatments 

 

A: micronucleated cells found in the fresh control group fragments. B: cells with two micronuclei found in 

the vitrificated control fragments. C: micronucleated cell found in the fresh xenograft group. D: 

micronucleated cell found in the vitrified xenotransplanted group fragment. 

 
 

From the results of the cytogenetic analysis, we noted that there were no 

differences in the number of cells with MN between any of the treated groups (VC, FX, 

and VX). However, all groups had higher amounts of MN (P < 0.05) compared to 

fragments from the FC group. All groups showed similar results when analysing the 

number of cells with more than one MN (Table 6). 
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Table 6 – Number (mean ± SE) of cells with micronuclei (MN) in bovine foetal ovarian 

tissue fragments subjected to different treatments. 

 

Treatment Cells with MN (mean ± SE) Cells with two MN (mean ± SE) 

FC 7.8 ± 0.6 a 0.6 ± 0.2 a 

VC 11.4 ± 1.6 b 0.8 ± 0.4 a 

VX 10.4 ± 0.6 b 0.2 ± 0.1 a 

FX 10.0 ± 0.9 b 0.4 ± 0.2 a 

 
Different letters in the column are statistically different (P < 0.05). SE - standard error. FC - Fresh 

control, VC - Vitrificated Control, VX - Vitrificated xenotransplanted, FX - Fresh xenotransplanted. 

 

 
 
 

4. Discussion 

 
 

To our knowledge, this is the first study that relates vitrification techniques and 

xenografts from bovine foetal ovarian tissues with possible chromosomal alterations. 

The results from follicular viability in the vitrification groups demonstrate that this 

cryopreservation methodology is effective to preserve foetal ovarian tissues. Because 

xenografts have been shown as a technique that is more sensitive due to injuries caused by 

hypoxia and ischemia, and considering the biotecnology association, the VX group 

resulted in smaller follicular viability. Biotechnologies to which the ovarian fragments are 

exposed in order to keep follicular viability should provide the conditions to minimise 

follicular degeneration and allow development. This scenario is also favoured when using 

foetal material, as it is believed that it is in an important stage of tissue development, 

because it has low environmental interferences with lower incidence of degenerated 

follicles [2] and has a large amount of blood vessels. This can be explained by the fact that 

follicles in advanced stages of development require higher oxygen consumption [20], 

indicated by an increase in the metabolic rate; this situation may signal difficulties in tissue 

neoangiogenesis after transplantation. Most sections of the vasculature subjected to 

vitrification demonstrate that there is a low potential for injuries to the preexisting vessels 

and neoangiogenesis factors have an effective performance even after cryopreservation 

[7]. 
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The lowest percentage of follicular activation in fragments subjected to vitrification 

shows that this methodology was efficient for the preservation of follicular reserves. This 

condition is essential in biotechnology, which is intended to preserve the reproductive 

capacity of females [21]. Additionally, during the foetal stage, the animal has greater 

reserves of primordial follicles that are more tolerant to cryopreservation due to their small 

size and relatively nonspecific morphology, in addition to a low metabolism [2]. 

Considering the fragments that were freshly xenotransplanted, it is probable that the 

changes seen in the ovarian tissues caused a reduction in the inhibiting factors related to 

follicular development processes that stimulate activation mechanisms. We should also to 

consider that intense activation follicular can be attributed to mechanical manipulation and 

post-transplant ischemia [22], which probably results in a decrease in the anti-Mullerian 

hormone inhibiting factor of follicular activation [23]. 

Negative correlations between activation and follicular viability, and between the 

percentage of activated follicles and the number of blood vessels in the tissue suggests that 

the supply of oxygen and nutrients received by the tissue are essential for follicle 

development. The most intense blood supply (due to the increased number of blood 

vessels) favours follicular activation, however, with the development of follicles and their 

consequential growth, there is a decrease in the number of vessels, suggesting that a new 

spatial configuration of foetal ovarian tissue occurs. Therefore, the higher the percentage 

of advanced stages of follicle activation, the lower the percentage of follicles considered 

viable in the tissue in question, and the fewer blood vessels by histological section. 

The odds ratio analysis is a measure of epidemiological causality, thus it depicts 

the association between the obtained result and the applied technique. This measure is 

reported to be effective for this purpose and is used in other studies [15], confirming that 

even with the use of different sample sizes, the results of this study are valid. In this study, 

we found that the use of vitrification was effective to preserve the tissue and thus provided 

considerable follicular viability, whereas the use of xenotransplantation, with or without 

vitrification, although fundamental for culture, subjects the tissue to injury that can harm 

the morphology of the follicles. The results of the Odds Ratio analysis also reaffirm that the 

studied technique maintains good prospects for maintenance of preantral follicles included 

in bovine foetal ovarian tissues. Considering the objective of preserving the reproductive 

capacity for further utilisation of high livestock merit females’ genetic material, which 

may be preserved in gene banks, the discrete inhibition of activation factors due to 

cryopreservation is beneficial for the maintenance of follicular reserves [24]. 
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By subjecting foetal ovarian tissues to these techniques, attention should be paid to 

the fact that a more undifferentiated tissue than adult animal tissues is expected, which 

may induce severe damage to the genetic development of the future animal. The greatest 

amount of micronucleated cells in foetal ovarian tissue fragments that were exposed to 

vitrification and/or xenotransplantation demonstrates that the mutagenic aggression level 

of these techniques (alone or in combination) was similar. The frequency of MN in ovarian 

tissue cells provides a cumulative genetic damage index that occurs during the lifetime of 

these cells [25]. 

For the application of a MN cytogenetic assay to monitor chromosomal damage, the 

level of DNA damage in the "normal" population must be identified. In this study, the 

average was 7.8 

± 0.6 micronucleated cells every 1,000 cells analysed in fragments of the FC group. A 

previous study [26] reported a smaller number (2.33 ± 2.23) of micronucleated cells per 

1000 cells from ovarian tissue fragments of healthy BALB/C adult mice. This difference 

may be due to different species and even life stages of the animals under study. Foetal 

cells, as treated in this study, are in intensive mitotic division [27] and therefore may be 

more susceptible to formation of MN. 

Vitrification demands high concentrations of cryoprotectant so that cells are 

supported in the lower temperatures. These factors can compromise the integrity of the 

membrane and organelles, and thus generate DNA damage such as the formation of MNs. 

It is possible that the fragments subjected to xenotransplantation had inflammation given 

the change of habitat, which induces oxidative stress in the tissue. According to Bartsch 

and Nair (2006) [28], the activation of inflammatory cells induces the production of 

enzymes oxidants such as NADPH oxidase, nitric oxide synthase (iNOS), xanthine 

oxidase (XO), and myeloperoxidase, which are responsible for the generation of high 

concentrations of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS), 

which react and form more potent reactive species such as peroxynitrite. These reactive 

species are capable of damaging DNA, producing breaks in their structure and generating 

MN. 

Due to the genotoxic effect of both vitrification and xenotransplantation, it would 

be expected that the tissue that underwent both techniques presented an even greater 

number of MN than just vitrificated or xenotransplanted tissues; this was not observed in 

this study. One possible explanation relates to the cell’s machinery repair against damage 

to DNA, which was efficient by induction of apoptosis [25], and then restoring genetic 
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homeostasis. 

The results of the MN quantification suggest the occurrence of cytogenetic changes 

associated with both vitrification (as an ovarian tissue preservation method) and the use of 

xenotransplantation. Interestingly, the frequency of chromosomal instability in infertile 

humans has been demonstrated by some authors. Trkova et al. (2000) [29] showed that the 

frequency of MN is increased in human couples with infertility or couples with two or 

more miscarriages. In the same line of research, Milosevic-Djordjevic et al. (2012) [30] 

showed that the frequency of MN in patients with fertility problems was higher compared 

to the average frequency of MN in healthy patients. The influence of genotoxicity 

presented by the presence of MN in future generations is not well defined, but it may be 

characterised by deletion of genes that have important characteristics for embryonic 

development and the species survival. Cytogenetic studies have been demonstrated to be 

fundamental to evaluate biotechnologies aimed at fertility preservation, in order to search 

and provide viability parameters of the applied methodologies and subsequent genetic 

safety for patients. 

According to the morphology, haemorrhage, and adhesion scores evaluated in the 

tissue recovery, we noted that the vitrification process before xenotransplantation allowed 

the fragments to maintain the same characteristics as those freshly xenotransplanted, 

without any extra injuries to the tissue. This result demonstrates that vitrification has the 

potential to maintain the functionality of ovarian tissue, preserving it until time of use in 

in vitro [31] or in vivo procedures such as xenotransplantation. The positive correlation 

between adherence and haemorrhage scores demonstrate that perfusion of the blood 

vessels of the transplanted fragment influence its adherence. These factors are critical to 

tissue viability after surgery [7]. 

 

5. Conclusion 

 
 

The use of vitrification and xenograft techniques maintained the reserve of 

preantral follicles included in bovine foetal ovarian tissues, however, the use of a 

cryopreservation methodology is more efficient in preserving the tissue, whereas the 

xenograft demonstrated to be a more sensitive technique due to injuries. Both vitrification 

and xenografts can generate damage to DNA structures, increasing micronucleus 

formation in the ovarian tissue cells of bovine foetuses. 
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CAPÍTULO 4 - CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O potencial reprodutivo das fêmeas é subutilizado, pois apesar da grande reserva 

de folículos ovarianos, apenas alguns conseguirão chegar à ovulação.  Em seres humanos, 

protocolos de manutenção da fertilidade são essenciais, como em casos de mulheres que 

optam por uma gravidez em idade mais avançada ou tenham sido submetidas a tratamentos 

quimioterápicos, tóxicos para os ovários. Já em animais, o aproveitamento da capacidade 

reprodutiva de fêmeas, além de fomentar a criação de bancos de gametas para espécies em 

extinção, naqueles de interesse zootécnico, pode culminar em maior número de 

descendentes de alto mérito genético, em menor intervalo de tempo. Para viabilizar tais 

situações, o estudo de biotecnologias reprodutivas, é então, fundamental, permitindo que 

haja evolução das metodologias utilizadas, como a vitrificação e o cultivo in vitro ou in 

vivo de folículos. As biotecnologias devem manter a viabilidade e reserva folicular, além 

de fornecerem segurança genética.  

Com grande número de folículos primordiais e baixa exposição a fatores externos, 

o tecido ovariano bovino fetal submetido a biotecnologias apresenta bons resultados de 

manutencao da viabilidade, prospectando produção in vitro de embriões, com menor 

intervalo de gerações, quando se considera o emprego na produção animal. As 

biotecnologias de cultivo in vitro e in vivo (xenotransplante), apresentaram-se capazes de 

manter a viabilidade de folículos pré antrais inclusos em tecido ovariano fetal bovino, 

sendo que houve maior preservação da reserva folicular em tecido submetido ao 

xenotransplante. Já a vitrificação, demonstrou ser eficiente na preservação do tecido, 

podendo ser associada aos métodos de cultivo. Entretanto, deve-se atentar para o fato de 

que tanto a vitrificação quanto o xenotransplante foram capazes de gerar danos a estrutura 

do DNA, aumentanto a formação de micronúcleos no tecido ovariano fetal bovino, o que 

pode surtir em deleção de genes. Caso tais danos ocorram em células germinativas, há de 

se considerar o risco para a progênie, que poderia apresentar em seu material genético 

alterações decorrentes da formação de micronúcleos. Há então, futuramente, a necessidade 

de realização de monitoramento de seres que sejam gerados com o auxílio dessas 

biotecnologias, para haja o acompanhamento de possíveis alterações no material genético 

e suas consequencias.  

Pesquisas que avaliam a responsividade e a segurança genética de biotecnologias 

fornecem parâmetros para auxiliar na opção por determinada metodologia de forma mais 
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segura e confiável, de acordo com as expectativas de viabilidade e ativação folicular. 

Posteriormente, espera-se que novos estudos possam expandir os resultados, abordando 

consequencias das alterações citogenéticas estimuladas por biotecnologias reprodutivas. 

Dessa forma, poderão fornecer maiores indícios sobre exequíveis melhorias nas 

metodologias praticadas atualmente.  

 

 

 


