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RESUMO

A criopreservacao de tecido ovariano contribui para a conservacdo de milhares de foliculos destinados as
técnicas de reproducdo humana e animal. Entretanto, o sucesso do desenvolvimento desses foliculos pos-
criopreservagao ainda é bastante varidvel e controverso. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito da adigdo de novos polimeros sintéticos na solugao de vitrificagdo sobre o desenvolvimento folicular
apos cultivo in vitro de foliculos ovarianos secundarios (F.SEC) e antrais iniciais (F.AI) caprinos. Para isso, 0s
F.SEC e F.Al foram isolados e distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos experimentais (nao-vitrificado e
vitrificado), sendo posteriormente cultivados in vitro por seis dias. Os dados revelaram que a taxa de
crescimento dos F.SEC vitrificados foi maior do que a dos F.Al vitrificados. O teste de viabilidade por
calceina e etidio mostrou que a porcentagem de F.SEC viaveis (frescos ou vitrificados) foi maior do que a
porcentagem de F.Al vidveis, enquanto a andlise de viabilidade por azul de trypan mostrou que a
porcentagem de F.SEC vitrificados viaveis foi maior do que a de F.Al vitrificados vidveis. A integridade das
juncoes transzonais (TZPs) em F.Al vitrificados apresentaram sinais de perda. A imunohistoquimica para a
aromatase indicou a presenca dessa enzima tanto em células da granulosa quanto em odcitos de foliculos
SEC e Al frescos e vitrificados. Concluiu-se que os F.SEC parecem ser mais resistentes a vitrificacdo do que
os F.AL
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INTRODUCAO

A criopreservacao de tecido ovariano é uma técnica comumente utilizada para a preservacdo de gametas,
assegurando tanto a conservagao de espécies animais, como possibilitando a recuperagéo da fertilidade em
humanos (BEDAIWY; FALCONE, 2004). Sao descritos na literatura dois procedimentos relacionados a
biotécnica de criopreservagao: a congelacdo lenta (AMORIM et al., 2012) e a vitrificacdo (LORNAGE et al.,
2006).

Alguns estudos relatam que a congelacdo lenta pode ser mais eficiente devido a baixa concentragao de
agentes crioprotetores (ACPs - ISACHENKO et al., 2009; RAHIMI et al., 2009; GOSDEN et al., 2010), porém,
induz a formacgéao de cristais de gelo, um dos principais danos celulares apés a criopreservacao (SILBER et
al., 2010). Ja a vitrificagao, por outro lado, reduz ao maximo a formacao de cristais de gelo, devido a reducdo
drastica da temperatura e ao uso de elevadas concentragdes de ACPs (SILBER et al., 2010). De qualquer
forma, independentemente da técnica utilizada, para evitar uma possivel toxicidade celular, é necesséria a
combinacdo de dois ou mais crioprotetores permeaveis ou impermeaveis, reduzindo o efeito téxico individual
e mantendo o efeito geral. Portanto, o critério de escolha e a concentragdo dos ACPs na solucdo de
criopreservacao é fundamental para o sucesso da técnica.

Nesse sentido, polimeros sintéticos, como o acetato denominado de Supercool X-1000 e o copolimero de
poliglicerol (PGL), denominado de Supercool Z-1000 e a polivinilpirrolidona 25 (PVP-K12) vem ganhando
bastante destaque, uma vez que ja foram aplicados com sucesso durante a vitrificacdo de tecido ovariano e
foliculos pré-antrais isolados (TING et al., 2012 e 2013). Essas moléculas sdo analogos sintéticos das
proteinas de ligacdo ao gelo (ice-binding protein-IBP), encontradas em seres vivos que habitam regides de
baixas temperaturas (TING et al., 2012), as quais aumentam a viscosidade das solugdes crioprotetoras e
reduzem a formacao de cristais de gelo (FULLER et al., 2004). Ting et al. (2012 e 2013) relataram que
foliculos secundérios de macacas vitrificados na presencas dos polimeros supracitados foram capazes de
sobreviver e crescer apdés um longo periodo de cultivo in vitro (6 semanas) e mantiveram os niveis de
producao de esterdides. Apesar dos resultados positivos, ainda ndo existem relatos da adicdao dessas
substancias na solugdo de vitrificagdo de foliculos isolados caprinos. Dessa forma, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da adicao de novos polimeros sintéticos na vitrificagdo e posterior cultivo in

vitro de foliculos ovarianos secundérios (F.SEC) e antrais iniciais (F.AI) caprinos.

METODOLOGIA

Ovérios (n=80) de 40 cabras mesticas de 1-3 anos de idade foram submetidos ao isolamento de F.SEC e F.Al,
sendo posteriormente cultivados in vitro por 6 dias ou vitrificados e estocados em nitrogénio liquido por 7
dias. Apos o periodo de crioestocagem, os foliculos foram aquecidos e imediatamente cultivados in vitro por 6
dias.

No processo de vitrificacao, F.SEC e F.Al foram sucessivamente expostos aos crioprotetores intracelulares
em trés diferentes solucdes de equilibrio (ES), apresentando uma base comum constituida por MEM-HEPES,
15% de soro fetal bovino (SFB), 1 ul/ml de acido ascorbico, adicionada de crioprotetores intracelulares: a) 5%
de glicerol (ES1); b) 15% de glicerol e 15% de etilenoglicol (ES2) ou c) 30% de ambos crioprotetores
intracelulares (ES3). A exposi¢do dos foliculos as solugoes de equilibrio foi realizada a temperatura ambiente
por 5, 3 e 2 minutos, a ES1, ES2 e ES3, respectivamente. Apds a ultima exposicao, os foliculos foram
transferidos para a solugao de vitrificacao (VS) composta por 50% da ES3 adicionada de crioprotetores

extracelulares, ou seja, polimeros sintéticos (20% de Supercool X-1000, 40% de Supercoool Z-1000 e 20% de
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Polivinilpirrolidona - PVP). Em seguida, as palhetas foram expostas ao vapor de nitrogénio liquido (LN2) por
2 minutos e entdo mergulhadas diretamente no LN2 e estocadas até o momento do aquecimento a
temperatura ambiente por 5 segundos, sendo posteriormente imersas em banho-maria a 45 2C por 30
segundos para a descongelacao total da VS. Os foliculos foram recuperados das palhetas e submetidos a
remocao dos crioprotetores, utilizando quatro lavagens sucessivas de 3 min cada, em diferentes solucoes de
lavagem compostas por MEM-HEPES adicionado de concentragdes decrescentes de sacarose (1M, 0,75M,
0,5M e 0,25 M). Posteriormente, os foliculos foram ainda submetidos a duas lavagens de 5 minutos em MEM-
HEPES com 15% de SFB.

Foliculos SEC e Al frescos ou vitrificados/aquecidos também foram cultivados individualmente, em
microplacas de 96 pocos de ultra-baixa-aderéncia e placas de petri de 60 x 15 mm, respectivamente, em a-
MEM suplementado com 3 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 10 ug/mL de insulina recombinante
humana, 5,5 ng/mL de transferrina, 5 ng/mL de selénio, 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina e 50
pg/mL de acido ascorbico, ou ainda deste adicionado de 10 ng/mL de insulina e 50 ng/mL de hormonio do
crescimento bovino somente para F.Al. Para ambas as categorias foliculares, o cultivo in vitro foi realizado
sob condicdes de 38,5 °C em 7,5% de CO2 por 6 dias e a troca de meio foi realizada de maneira parcial a
cada 2 dias.

No decorrer do cultivo, foram avaliados os seguintes parametros: aparéncia morfolégica e desenvolvimento
(formacdo de antro e crescimento folicular). Ao final do periodo de cultivo, foliculos frescos ou vitrificados
foram distribuidos aleatoriamente para ensaio de viabilidade por fluorescéncia, corando o citoplasma em
verde com 4 uM de calceina-AM quando vidveis e corando a cromatina de vermelho com 2 uM de
homodimero de etidio-1 quando ndo vidveis, ou por coloracgdo vital, corando os foliculos ndo vidveis com azul
de trypan.

No tocante a andlise das jung¢Oes transzonais, os foliculos foram incubados por 2 horas a temperatura
ambiente com anticorpo Alexa 488 Phalloidina e examinados por microscopia confocal de varredura a laser.
Para avaliagao da aromatase, os foliculos foram incubados por 30 minutos com anticorpo policlonal de coelho
anti-aromatase e, em seguida, com anticorpo secundério IgG anti-coelho, seguido de incubagao no complexo
avidina-biotina, que interage com solugdo de diaminobenzidina cromogénica, apresentando coloragao

marrom quando positiva para aromatase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora uma reducao significativa tenha sido observada nos foliculos SEC e Al morfologicamente normais no
final do periodo de cultivo in vitro (dia 6), ndo houve diferenca significativa entre os foliculos secundarios
frescos e vitrificados. Apds 4 dias de cultivo, 61% dos foliculos secundérios (frescos e vitrificados)
apresentavam uma pequena cavidade antral e, posteriormente, observou-se ao final do cultivo (D6) que a
taxa de formacgdo de antro aumentou para 95 % em foliculos frescos e 89% em foliculos vitrificados, sem
diferenca significativa entre os grupos. No dia 6 de cultivo in vitro, observou-se que o diametro dos foliculos
secundarios vitrificados foi significativamente menor do que o didmetro dos foliculos frescos. Resultados
semelhantes foram observados para a taxa de crescimento folicular entre foliculos secundarios frescos e
vitrificados. Como esperado, ao final do cultivo, o diametro folicular dos foliculos antrais iniciais foi
significativamente maior do que o didmetro dos foliculos secundarios. No entanto, a taxa de crescimento dos
foliculos secundérios vitrificados foi maior do que os foliculos antrais iniciais vitrificados.

Em relagdo a viabilidade folicular por calceina e etidio, foi demonstrado que esta nao diferiu entre foliculos

frescos e vitrificados em ambas as categorias foliculares (SEC e AI). Por outro lado, a porcentagem de
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foliculos SEC viaveis (frescos ou vitrificados) foi significativamente maior do que a porcentagem de foliculos
Al viaveis. Ja a avaliacdo pelo corante do azul de trypan, demonstrou que a porcentagem de foliculos viaveis
frescos foi maior do que a de foliculos vitrificados em ambas as categorias foliculares (SEC e AI). Além disso,
a viabilidade dos foliculos SEC vitrificados foi significativamente maior do que a viabilidade dos foliculos Al
vitrificados.

Varios pesquisadores relataram a redugao da viabilidade folicular apds o procedimento de vitrificagdo (SADR
et al., 2018; LUNARDI et al., 2015; HATAMI et al., 2014), o que pode ser explicado pela redugao drastica da
temperatura, levando a ruptura de membranas celulares (FAHY et al., 2004; PEGG, 2007) e estresse
mecanico sofrido pelos foliculos durante a geracdo do gradiente de concentragao que ocorre naturalmente
durante as etapas de adigcdo e remocao dos agentes crioprotetores (FULLER, 2004), causando a morte
folicular.

Relacionado a avaliacdo da TZPs, notou-se que estas estavam presentes e intactas em foliculos frescos (SEC e
Al) e vitrificados (apenas secundarios). No entanto, foliculos Al vitrificados pareceram apresentar menor
intensidade fluorescente para as estruturas, sugerindo a perda de TZPs em alguns segmentos desses
foliculos. Este achado sugere que as TZPs ndo puderam ser restauradas ao longo do periodo de cultivo.
Barret et al. (2010) também observaram redugdo na quantidade de TZPs em foliculos ovarianos humanos
criopreservados e cultivados por 2 e 6 dias, em comparacdo com foliculos ndo criopreservados. As TZPs sdo
formadas principalmente por F-actina durante o desenvolvimento do foliculo e sdo extremamente sensiveis as
flutuagoes de temperatura (SONGSASEN et al., 2002; BERNARD e FULLER, 1996).

Os resultados referentes a imunohistoquimica para a aromatase indicaram a presenca dessa enzima tanto em
células da granulosa quanto em odcitos de foliculos SEC e Al (frescos e vitrificados), sugerindo que mesmo
apos o processo de vitrificacdo os foliculos podem se manter funcionais, preservando sua capacidade
esteroidogénica. Estudos anteriores relataram que a expressdo génica da p450 aromatase esta intimamente

relacionada a produgdo de altos niveis de estradiol nos foliculos secundarios caprinos (CHAVES et al., 2010).

CONCLUSOES

Conclui-se, portanto, que F.SEC e F.AlI isolados do estroma ovariano caprino foram capazes de sobreviver e
crescer apos vitrificagao e cultivo in vitro por curto periodo. Contudo, os F.SEC parecem ser mais resistentes
que os F.Al ao estresse causado pelas condigdes de vitrificacao e cultivo in vitro, como foi revelado pela

perda de TZPs. No entanto, a capacidade esteroidogénica foi mantida em ambas as categorias foliculares.
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