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RESUMO

A vitrificagdo ¢ uma biotécnica reprodutiva em crescimento, sendo considerada um dos
métodos de criopreservacao para conservagao de tecido ovariano. O presente estudo objetivou
avaliar os efeitos da vitrificacao utilizando o ovarian tissue cryosystem (OTC) e a vitrificagao
em agulha adaptada (VIA) sobre a viabilidade e morfologia dos foliculos ovarianos pré-antrais
(FOPAS) inclusos no tecido ovariano de cadelas apds o cultivo in vitro. Para tanto, cinco pares
de ovarios de fémeas adultas foram coletados, fragmentados, destinados aos diferentes
protocolos de vitrificagdo mencionados. Tanto os fragmentos a fresco (controle) quanto
aqueles vitrificados em VIA ou OTC, e posteriormente aquecidos foram submetidos ao cultivo
in vitro por 3 e 9 dias. Assim, os fragmentos do grupo controle fresco, controle fresco
cultivado por 3 e 9 dias, bem como os grupos criopreservados: OTC aquecido, OTC cultivado
3 e 9 dias, VIA aquecida, VIA cultivada 3 e 9 dias, foram avaliados quanto a viabilidade
folicular utilizando azul de tripan 0,4%, classificados como vidveis e inviaveis. Para analise
da morfologia folicular, os fragmentos foram fixados em paraformaldeido 4%, destinados a
histologia classica e classificados como primordial, primario ou secundario, bem como em
vidveis ou degenerados. Para avaliacdo tridimensional do tecido, os fragmentos foram fixados
em glutaraldeido 2,5%, imersos em tetroxido de 6smio a 1% e desidratados em série crescente
de alcoois. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo. Os resultados foram
expressos como média e erro padrao com P < 0,05. Desse modo, obteve-se que o tratamento
controle fresco apresentou 77,2 = 2,81 % (P < 0,05) de viabilidade e ndo diferiu dos demais,
sendo eles controle fresco cultivado por 3 (67,3 + 6,49 %) e 9 (72,6 + 1,79 %) dias, além do
OTC e VIA aquecidos (85,7 = 3,58 % e 75,7 £ 2,78 %, respectivamente) e OTC cultivado por
3(81,3+5,51 %) e9 (64,6 + 16,2 %) dias e VIA cultivado por 3 (70,6 + 4,23 %) e 9 (72,8 +
7,24 %) dias. Na morfologia, os foliculos primordiais ndo diferiram entre os grupos controle
fresco (85,5 + 7,3%), controle fresco cultivado por 3 dias (81,1 + 7,0 %), e dos grupos
criopreservados aquecidos: OTC aquecido (91,7,0 = 5,4 %), OTC cultivado 3 dias (52,6 +
15,4 %), VIA adaptada aquecido (82,1 = 7,1 %), VIA adaptada cultivado 3 dias (62,7 + 20,4
%) e 9 dias (63,6 £ 6,7 %) (P < 0,05). O controle fresco cultivado por 9 dias (70,1 £ 11,0 %)
ndo diferiu destes nem do grupo OTC cultivado 9 dias (34,1 = 9,0 %), mas este diferiu dos
demais tratamentos (P < 0,05). O mesmo foi observado quanto aos foliculos primarios, ou seja
ndo diferiu entre os grupos controle fresco (60,1 + 11,5 %), controle fresco cultivado por 3
(63,6 = 21,7 %) e 9 (60,7 £ 16,7 %) dias, e dos grupos criopreservados aquecidos: OTC
aquecido (73,3 £ 19,4 %), OTC cultivado 3 dias (39,6 = 15,7%), VIA adaptada aquecido (86,8
+ 6,0 %), VIA adaptada cultivado 3 dias (58,3 + 30,0 %) e 9 dias (25,0 + 25,0 %) (P <0,05).
O grupo OTC cultivado sofreu uma queda significativa (P < 0,05) na integridade morfoldgica,
assemelhando-se apenas ao OTC cultivado 3 dias. Nao foi observada diferenga quanto aos
foliculos secundarios entre os grupos controle fresco (22,9 + 19,5%), controle fresco cultivado
por 3 (15,0 £ 15,0 %) e 9 (20,0 £ 20,0 %) dias, e dos grupos criopreservados aquecidos: OTC
aquecido (30,0 + 20,0 %), OTC cultivado 3 dias (0,0 £ 0,0 %), VIA adaptada aquecido (0,0 £+
0,0 %), VIA adaptada cultivado 3 dias (0,0 + 0,0 %) e 9 dias (25 0,0 = 0,0) (P < 0,05). ). Na
ultraestrutura, observou-se desorganizagdo das células estromais nos tratamentos OTC
cultivado por 3 e 9 dias comparado ao grupo controle fresco e fresco cultivadopor 3 e 9 dias.
Em conclusdo, esse trabalho inova ao mostrar a aplicacao do cultivo in vitro para o tecido
ovariano de cadelas, sendo sugestivo que a VIA apresenta-se como a técnica mais adequada
para vitrificagdo do tecido ovariano de cadelas em comparagdo ao OTC, por manter a
viabilidade e morfologia folicular.

Palavras-chave: Biobanco; Canideos; Ovario; Moifopa.



ABSTRACT

Vitrification is a growing reproductive biotechnique and is considered one of the
cryopreservation methods for conserving ovarian tissue. The present study aimed to evaluate
the effects of vitrification using the ovarian tissue cryosystem (OTC) and adapted needle
vitrification (VIA) on the viability and morphology of pre-antral ovarian follicles (FOPAS)
included in the ovarian tissue of bitches after in vitro culture. vitro. To this end, five pairs of
ovaries from adult females were collected, fragmented, and used for the different vitrification
protocols mentioned. Both the fresh fragments (control) and those vitrified in VIA or OTC,
and subsequently heated, were subjected to in vitro cultivation for 3 and 9 days. Thus,
fragments from the fresh control group, fresh control group cultured for 3 and 9 days, as well
as the cryopreserved groups: heated OTC, OTC cultured 3 and 9 days, heated VIA, VIA
cultured 3 and 9 days, were evaluated for follicular viability. using 0.4% trypan blue, classified
as viable and non-viable. To analyze follicular morphology, the fragments were fixed in 4%
paraformaldehyde, intended for classical histology and classified as primordial, primary or
secondary, as well as viable or degenerated. For three-dimensional tissue evaluation, the
fragments were fixed in 2.5% glutaraldehyde, immersed in 1% osmium tetroxide and
dehydrated in an increasing series of alcohols. The results were expressed as mean and
standard error. The results were expressed as mean and standard error with P < 0.05. Thus, it
was obtained that the fresh control treatment presented 77.2 + 2.81% (P <0.05) of compliance
and did not differ from the others, with fresh controls being cultivated for 3 (67.3 + 6.49 %)
and 9 (72.6 £ 1.79 %) days, in addition to the heated OTC and VIA (85.7 + 3.58 % and 75.7
+ 2.78 %, respectively) and OTC cultivated for 3 (81 .3 £5.51 %) and 9 (64.6 £ 16.2 %) days
and VIA cultured for 3 (70.6 £4.23 %) and 9 (72.8 + 7.24 %) days. In terms of morphology,
primordial follicles did not differ between the fresh control groups (85.5 = 7.3%), the fresh
control group cultured for 3 days (81.1 + 7.0%), and the heated cryopreserved groups: heated
OTC (91.7.0 £ 5.4 %), OTC cultured for 3 days (52.6 = 15.4 %), VIA adapted heated (82.1
+ 7.1 %), VIA adapted adapted for 3 days (62.7 = 20.4 %) and 9 days (63.6 = 6.7 %) (P <
0.05). The fresh control cultured for 9 days (70.1 £ 11.0%) does not differ from these nor from
the OTC group cultured for 9 days (34.1 + 9.0%), but it differs from the other treatments (P <
0.05 ). The same was observed regarding the primary follicles, that is, it did not differ between
the groups fresh control (60.1 = 11.5%), fresh control cultured by 3 (63.6 + 21.7%) and 9
(60.7%). £ 16.7 %) days, and of the heated cryopreserved groups: heated OTC (73.3 = 19.4
%), OTC cultured for 3 days (39.6 £ 15.7%), heated adapted VIA (86.8 £ 6.0 %), adapted
VIA cultivated 3 days (58.3 + 30.0 %) and 9 days (25.0 = 25.0 %) (P < 0.05). The cultured
OTC group suffered a significant drop (P < 0.05) in morphological integrity, resembling only
the 3-day cultured OTC. No difference was observed in terms of secondary follicles between
the fresh control (22.9 = 19.5%), fresh control cultured by 3 (15.0 = 15.0%) and 9 (20.0 £
20.0%) groups. ) days, and of the heated cryopreserved groups: heated OTC (30.0 = 20.0%),
OTC cultured for 3 days (0.0 £ 0.0%), heated adapted VIA (0.0 = 0.0%) , adapted VIA
cultivated 3 days (0.0 £ 0.0 %) and 9 days (25 0.0 = 0.0) (P < 0.05). ). In ultrastructure,
disorganization of stromal cells was observed in the OTC treatments cultured for 3 and 9 days
compared to the fresh and fresh control group cultured for 3 and 9 days. In conclusion, this
work innovates by showing the application of in vitro culture to the ovarian tissue of bitches,
suggesting that VIA is the most appropriate technique for vitrification of the ovarian tissue of
bitches compared to OTC, as it maintains viability and follicular morphology.

Keywords: Biobank; Canids; Ovary; Moifopa.
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1 INTRODUCAO

No que tange ao avanco de estudos cientificos voltados a conservagao,
criopreservacao ¢ a formacao de bancos de germoplasmas da espécie canina, tem-se que
poucos estudos sdo voltados para a criopreservagao de material genético feminino de cadelas,
assim hd uma real necessidade de estudos para desenvolver e aprimorar novas técnicas.
Ainda, o estabelecimento de tais biotécnicas poderia ser usado como base para espécies
silvestres filogeneticamente proximas, como lobo Guard (Chrysocyon brachyurus), a
Raposa-do-campo (Lycalopex sp.), o Cachorro vinagre (Speothos venaticus) e o Cachorro-
do-mato-de-orelhas-curtas (Atelocynus microtis) que estdo quase ameacadas de extingao

(IUCN, 2024).

Nesse contexto, a criopreservagao de tecido ovariano de cadelas ¢ uma biotécnica
reprodutiva de grande valia, a qual poderia ser aplicada na conservagao de material genético
de diferentes ragas, inclusive naquelas ameacgadas de extin¢gdo, bem como para animais de
alto valor zootécnico submetidos a procedimentos quimioterapicos e a radioterapia. Nesse
ambito a vitrificacdo, uma das técnicas de criopreservacdo, destaca-se por ser um
procedimento simples, rapido e de baixo custo e por promover a passagem do meio liquido
para um estado amorfo, evitando assim a formag¢ao de cristais de gelo e por conseguinte as
crioinjurias das células (Lunardi, 2012). Dentre as técnicas de vitrificagdo, destacam-se as
técnicas utilizando o ovarian tissue cryosystem (Carvalho et al., 2013) e a vitrificagdo por
imersdo em agulha (Fujihara et al., 2019).

Em adi¢do, o cultivo in vitro (CIV) de foliculos ovarianos pré-antrais (FOPAs)
inclusos em tecido ovariano ¢ outra biotécnica reprodutiva que tem objetivo de aumentar a
eficiéncia e a reprodutibilidade da produgdo de odcitos por FOPAs (Campo et al., 2019) e
também vem sendo usada segundo Faustino et al. (2011) para avaliar a eficiéncia da
criopreservacao, tendo em vista que lesdes foliculares que podem nao ser perceptiveis apds
a descongelacdo podem evoluir e serem manifestadas durante o CIV, sendo assim uma

possibilidade para avaliar os FOPAs integros.

Dado o exposto, a vitrificagdo do tecido gonadal feminino se apresenta como uma
boa alternativa para o estabelecimento de protocolos de conservagao do germoplasma de
canideos ameacados. Assim, no intuito de se aprimorar os protocolos para a conservagao do
tecido ovariano de cadelas, justifica-se a tentativa de comparar diferentes métodos de

vitrificagcdo, a fim de se determinar a metodologia mais eficiente para esta espécie.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DOS CAES

Os caes domésticos (Canis lupus familiaris, Canidea) apresentam interacoes
significativas para com o homem da sociedade moderna, destacando-se os beneficios a saude
fisica e mental do ser humano (Kitagawa & Coutinho, 2004). Além disso, hé relatos da evolugao
cultural e social da humanidade ligados intimamente a presenca destes (Lopes e Silva, 2012).
Dentre esses beneficios, destaca-se o animal de estimagdo, o qual proporciona relaxamento e
fornece carinho a pessoa, além da zooterapia e os servicos prestados pelos caes aos deficientes
fisicos (Kitagawa e Coutinho, 2004).

Nesse sentido, destaca-se também a cria¢do de caes, a qual apresenta-se importante no
segmento econdmico, social e cultural (Luz e Silva, 2019). A cinofilia consiste no estudo, bem
como na criacdo de caes, por hobby ou profissdo, com objetivo do aperfeicoamento de racas
puras ou estirpes caninas (Silva e Luz, 2021).

Deste modo, a cinofilia tem sido marcada pelo constante aperfeicoamento e otimizacao
de técnicas reprodutivas devido a pressdo do mercado por parte dos criadores comerciais de
caes e pelos entusiastas da espécie. No entanto, ha poucos estudos voltados a criopreservacao
do tecido ovariano de cadelas, sendo necessarios estudos que visem obter melhores taxas de

desenvolvimento folicular para aplicagdes futuras.

2.1.1 OOGENESE E FOLICULOGENESE

A oogenese em cadelas ¢ o periodo que compreende a producgdo oocitaria pelas od6gonias
ou c¢lulas germinativas primordias, a qual ocorre até dois meses apOs o nascimento, tendo em
vista que ha células em proliferacdo em regido cortical do ovario (Fayer Hosken et al., 2000).
Durante esse processo, ocorre aumento dos granulos lipidicos, resultando em uma aparéncia
escura ao odcito canino, que ndo ocorre em outros mamiferos (Derussi; Lopes, 2009).

Ja a foliculogénese inicia-se durante a vida fetal ou logo apds o nascimento, com a
formacao da reserva de foliculos primordiais, os quais sao ciclicamente estimulados a passarem
por um programa sequencial de crescimento, cujo processo € regulado por hormdnios esteroides
produzidos no ovario, por meio da modulagdo da atividade das gonadotrofinas e de fatores de
crescimento (Bristol-Gould e Woodruff, 2006). Assim, o propdsito desta ¢ nutrir, bem como
assegurar a liberacdo de um o6cito maduro e incluso em células do cumulus, que seja apto a

fertilizagdo e subsequente desenvolvimento embrionario (Hickey et al., 2005).
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Nesse sentido, o foliculo ¢ a unidade morfologica e funcional do ovario dos mamiferos,
a qual mantém o crescimento e a maturagdo do o6cito (Durrant et al., 1998), sendo constituido
por um odcito circundado por células da granulosa e tecais. Ademais, desempenha duas fungdes
interdependentes: uma endocrina, a qual consiste na produgdo e liberagdo de hormdnios
esteroides e outros peptideos e a outra exocrina ou gametogénica, sendo o foliculo um elemento
essencial para a manutencao da viabilidade oocitaria, assegurando o crescimento € a maturagao
de oocitos (Figueiredo et al., 2002).

Durante a foliculogénese, ocorre o crescimento do foliculo, alterando assim sua
morfologia, ja que o odcito cresce e as células da granulosa circundantes se multiplicam e se
diferenciam. Ademais, destaca-se que o crescimento destes foliculos ocorre continuamente
durante a vida do animal ou, pelo menos, até a reserva se exaurir (Bristol-Gould e Woodruff,

2006).

2.1.2 FOPAs

Os foliculos ovarianos pré-antrais (FOPAs) sdo aqueles ndo cavitarios, os quais podem
ser classificados como primordiais, priméarios, secundarios (Hulshof et al., 1994). Existem ainda
os foliculos antrais ou cavitarios, sendo estes os tercidrios € maduros (Figueiredo et al, 2008).
Assim, de acordo com o grau de evolucgao, os foliculos pré-antrais e antrais formam a populacao
folicular ovariana, localizando-se no cortex ovariano.

Nesse sentido, os foliculos ovarianos primordiais sdo aqueles no estagio inicial do
desenvolvimento folicular, os quais sdo ativados e iniciardo o processo de crescimento e
diferenciagdo (Telfer et al., 2008). Estes foliculos sdo compostos por um oocito rodeado por
uma camada de quatro a oito células da granulosa achatada (Hulshof et al., 1994; Fair et al.,
1997a).

Nesses foliculos, o ntcleo do odcito permanece numa posi¢do central evidenciando o
nucléolo. J4 as organelas estdo distribuidas uniformemente pelo citoplasma ou aproximadas ao
nucleo. A organela mais evidente e predominantemente redonda ¢ a mitocondria, enquanto, o
complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico liso sdo estruturas pouco desenvolvidas e
distribuidas desuniformemente pelo citoplasma (Lucci et al., 2001).

J& os foliculos primadrios, apresentam as células da granulosa em formato cuboides (11
a 12 células) ao redor do odcito, isso ocorre devido a atividade proliferativa presente (Hulshof
et al., 1994). Apresenta o oocito esférico, mitocondrias por todo o ooplasma com prevaléncia

do formato arredondado, entretanto, algumas j& se mostravam alongadas com cristas
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transversais. Ja as gotas de lipideos, complexos de Golgi e reticulos endoplasmaticos sao mais
frequentes e se localizam mais préximos & membrana nuclear (Basso; Esper, 2002).

Os foliculos secundarios, por sua vez, possuem duas ou mais camadas das células da
granulosa cuboidais. O nucleo do odcito esta disposto em uma posicao excéntrica, diferente dos
foliculos primordiais posicionados na regido central. Assim, o nicleo do odcito estara situado
entre a zona pelucida e o centro do odcito; as organelas também se deslocam para a periferia do
foliculo (Hyttel et al., 1997). Com o desenvolvimento folicular o espessamento da zona pelucida
torna-se visivel (Lucci et al., 2001; Rossetto et al., 2011).

Nesse contexto, salienta-se ainda que ao nascimento o ovario dos mamiferos ¢
constituido por milhares de foliculos primordiais, os quais sdo considerados o pool de reserva
dos foliculos ovarianos. Entretanto, mais de 99,9% destes foliculos nunca atingem a ovulagao
(Mayer et al., 2004), visto que a maioria morre por um processo fisioldgico designado atresia
folicular (Markstrom et al., 2002). Evidéncias morfologicas indicam que existem dois tipos de
atresia: A, a qual ocorrem primariamente no odcito, sendo predominante em foliculos pré-
antrais (Saumande et al., 1981) e B, tipica de foliculos antrais, sendo as primeiras alteragdes

nas células da granulosa (Figueiredo et al., 1995; Spanel-Borowski, 1981).

2.2 MANIPULACAO DE OOCITO INCLUSOS EM FOLIiCULO OVARIANOS PRE-
ANTRAIS- MOIFOPA

A manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) ¢
uma tecnologia reprodutiva que consiste no isolamento ou resgate de foliculos pré-antrais a
partir de ovarios, além da conservagdo visando a estocagem por um curto (resfriamento) ou
longo (congelagao) periodo e no cultivo folicular que tem como finalidade promover o
crescimento, maturagdo e fecundagao in vitro dos odcitos previamente inclusos em FOPAs
(Figueiredo et al, 2002; Figueiredo et al, 2007).

A MOIFOPA possibilita ainda o aumento da eficiéncia reprodutiva de animais de alto
valor zootécnico ou perigo de extingao, bem como a reducao do intervalo entre geragoes,
recuperagdo de animais eliminados por problemas sanitdrios, uso de animais que nao
respondem a tratamentos de superovulagdo, obtencao de descendentes de um animal mesmo
apds sua morte, otimizagdo e padronizagdo de outras biotécnicas como a fertilizagdo in vitro,
tecnologia de embrides, clonagem e transgenia (Figueiredo et al., 2008). Tal ferramenta
possibilita também o fornecimento de milhares de odcitos vidveis, inclusos em FOPAs em
diversos estadios de desenvolvimento, para serem aplicadas em biotécnicas futuras, como a

fecundacao in vitro e clonagem (Telfer, 1996).
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Ademais, pode ser utilizada para o estudo e compreensdo da foliculogénese, sendo
possivel testar e avaliar o efeito de diferentes substancias no cultivo in vitro como hormdnios,
fatores de crescimento e peptideos que estdo envolvidos no controle do desenvolvimento.
Assim, destacam-se o hormoénio foliculo estimulante (FSH), o fator de crescimento e
diferenciagdo 9 (GDF9), fatores de crescimento semelhantes a insulina 1 e 2 (IGFs 1 ¢ 2), kit
ligand (KL), fator de crescimento epidermal (EGF), proteinas morfogenéticas dsseas 4, 7 ¢ 15
(BMPs 4, 7 e 15), fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento endotélio
vascular (VEGF), fator de crescimento de queratindcitos (KGF), ativina e peptideo intestinal
vasoativo (VIP) (Martins et al., 2008).

Desse modo, a MOIFOPA abrange a criopreservagdo de tecido ovariano (Santos et al.,
2008), sendo esta uma etapa importante, tendo em vista que podera manter a viabilidade
folicular até que seja realizado o CIV (Faustino et al., 2011). Desse modo, esta biotécnica
permite o aumento do potencial reprodutivo, mas também a preservagdo de espécies

filogenéticamente proximas.

2.3 CRIOPRESERVACAO DE TECIDO OVARIANO

A criopreservagdo de germoplasma consiste no armazenamento de material genético a
baixas temperaturas por tempo indeterminado, na qual esta estrutura permanece viavel apos o
aquecimento (Faustino et al., 2011). Esta técnica ¢ uma alternativa para diminuir as limitagdes
impostas pelo tempo e pela distancia para a conservacdo de diversas espécies (Costa; Martins
2008). A criopreservacao apresenta como etapas a exposi¢do ao agente crioprotetor ou periodo
de equilibrio; resfriamento; armazenamento; descongelagdo ou aquecimento e remog¢ao de
agente crioprotetor (Santos et al., 2008).

A criopreservacao ¢ uma biotécnica que tem ganhado destaque por apresentar-se como
uma estratégia promissora para programas conservacionistas e de melhoramento genético,
preservando gametas de espécies ou ragas de animais em vias de extingao (Rocha et al., 2018).
Nesse sentido, estudos voltados para a preservagdo de tecido ovariano encontram-se em

ascensdo (Jewgenow et al., 2011), no intuito de resgatar foliculos ovarianos imaturos.

Nesse contexto, os crioprotetores sao substancias que protegem as células tanto contra
a desidratagdo, resfriamento e quanto aos danos causados pela redugdo extrema de temperatura
(HAN, 2009), além disso, podem ser classificados como penetrantes, quando exercem agao
intracelular, ou ndo penetrantes, cuja atividade de crioproteg@o ocorre fora da célula ou na sua

superficie (Bittencourt, 2013).
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Dessa maneira, os crioprotetores intracelulares sdo substancias de baixo peso molecular
e que acabam por reduzir as lesdes celulares, visto que possuem alta solubilidade, rapida
penetrabilidade e levam a célula a ter menores danos osmoticos (Oktay et al., 1998), dentre os
mais utilizados, destacam-se o dimetilsulféxido (DMSO), o propanodiol e o etilenoglicol (EG).
J& os extracelulares como, as proteinas, os aglcares e a polivinilpirrolidona (PVP), sdo
moléculas que apresentam grandes dimensoes, que se ligam aos fosfolipideos da membrana
plasmatica através de ligacdes de hidrogénio, mantendo assim a integridade celular, desse
modo, ndo penetram na membrana celular (Hovatta, 2005), e agem reduzindo o choque

osmoético e controlando a entrada de 4gua na célula (Shaw et al., 2000).

Desse modo, esta técnica ja foi aplicada obtendo resultados satisfatérios na conservacao
de FOPAS caninos (Brandao et al 2021). Fujihara et al (2019), obteve 56,1 + 7,7 % de foliculos
primordiais viaveis no tecido fresco, assemelhando-se aos 70,6 + 6,2 % ao utilizar a técnica de
vitrificagdo com a associacdo dos crioprotetores DMSO e PVP, os quais melhoraram
significativamente a manuten¢do da morfologia folicular em comparagdo ao grupo controle, e

56,1 = 9,9 % no congelamento lento, sendo este inferior a vitrificagao.

2.4 Vitrificac¢ao

A vitrificagdo consiste na solidificacao de uma solugdo utilizando baixas temperaturas
e sem a formacao de cristais de gelo (Liebermann et al., 2002), os quais sdao responsaveis por
danos irreversiveis durante a criopreservacao (Moratd et al., 2008). Esta técnica apresenta altas
concentragdes de agentes crioprotetores, proporcionando viscosidade a solu¢do de vitrificagao
a um valor suficientemente alto para ocorrer a solidificacdo sem haver cristalizagdo (Mukaida;
Oka 2012).

Essa biotécnica ¢ uma alternativa a congelacdo lenta, sendo pratica, além de envolver
menor custo na execu¢do ¢ maior rentabilidade econémica (Vajta et al., 1998). Em geral, a
vitrificagdo pode ser realizada em qualquer laboratorio ou até mesmo em sala de cirurgia, e
ainda em campo nos casos de ser realizada imediatamente apd6s a morte do animal. A
vitrificagdo apresenta-se como o desenvolvimento mais significativo da criobiologia até hoje
(Amorim et al.,, 2011). Nesse sentido, a vitrificacdo surge como uma biotécnica de
criopreservacdo extremamente valiosa na conservacdo de gameta, podendo ser usado em
ovarios de cadelas segundo Brandao et al (2021).

Desse modo, Luz et al (2024) avaliaram os efeitos de diferentes vitrificacao ao analisar

métodos de vitrificagdo fechados: ovarian tissue cryosystem e vitrificagdo em criotubos; e
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métodos abertos: vitrificagdo por imersao em agulha e vitrificacdo em superficie sélida. Obteve-
se que apenas a vitrificagdo por imersdo em agulha (VIA) conseguiu manter a viabilidade
folicular (80,55 + 4,58) assemelhando-se ao grupo controle fresco (88,88 = 3,06) (P<0,05), os
demais tratamentos variaram de 70 % a 74

%. Além disso, o VIA destacou-se como o método de vitrificagdo em sistema aberto mais
promissor para a criopreservacdo de FOPAs caninos, preservando caracteristicas morfologicas,
integridade folicular e proliferacdo celular apds vitrificagao. Ja o OTC apresentou resultados
semelhantes a VIA, podendo ser justificado pelo fato de ambos os métodos possuirem partes
metalicas que permitem rapida condugdo de calor e condensagdo da amostra. Portanto, VIA e
OTC foram as técnicas de vitrificagdo mais recomendadas para preservar a sobrevivéncia dos

FOPAs incluidos no tecido ovariano de cadelas.

2.4.1 Ovarian tissue cryosystem

O ovarian tissue cryosystem (OTC) € um dispositivo metalico utilizado para vitrificagao
em todas as fases (equilibrio crioprotetor, troca de calor, armazenamento de tecido e remocgao
crioprotetora), facilitando principalmente o processo de aplicacdo e remogao de solucdes de
vitrificagdo e ¢ considerado de facil armazenamento do material bioldgico. O OTC tem por
finalidade a troca de calor sem expor o tecido ovariano a contaminantes (Carvalho et al., 2013).

O OTC ainda possibilita a aplicagdao simultanea da solugdo de vitrificagdo em varios
fragmentos de tecido ovariano, sejam estes grandes pedagos de tecidos ou mesmo o ovario
inteiro (Carvalho et al., 2013). Testado com resultados promissores na criopreservagao de
tecido ovariano caprinos (Carvalho et al., 2013), canino (Brandao et al., 2021) e felino (Brito
et al., 2018).

Nesse sentido, Brandao et al. (2021), obtiveram consideravel preservacao dos foliculos
caninos nas diferentes categorias foliculares: primordial, transicao e secundario ao utilizar o
OTC como técnica de vitrificagdo (71,1% + 1,8%, 26,4% + 1,7% e 0,7% <+ 0,4%,
respectivamente) quando comparada ao controle fresco (81,1% + 1,5%, 2,3% + 0,6% e 13,4%
+ 1,3%, respectivamente). Além disso, evidenciou-se o aumento (p < 0,05) de foliculos

transicionais normais apos a vitrificagao.

2.4.2 Vitrificacao por imersao em agulha
No tocante a vitrificagdo por imersdo em agulha (VIA), este ¢ um método que utiliza
um transportador (agulha) para os tecidos ovarianos e sdo colocados em contato direto com o

nitrogénio liquido. A VIA tem o intuito de maximizar o resfriamento para facilitar a vitrifica¢do
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e evitar danos aos cristais de gelo, além da facilidade em manusear os fragmentos (Amorim et

al., 2013).

Este método tem o objetivo também de reduzir a toxicidade da solugdo de vitrificacao
com o uso de um volume minimo de crioprotetores menos concentrado. Dessa maneira,
resultados importantes foram obtidos em humanos (Wang et al., 2008), camundongo (Xiao et

al., 2010) e ovino (Fathi et al., 2011).

Nesse contexto, Fujihara et al. (2019) destaca-se por ser pioneiro na utilizacdo da
vitrificagdo por imersao em agulha em tecido ovariano de cadela, obtendo-se a porcentagem de
foliculos morfologicamente normais aumentou (P = 0,007) apds a vitrificagdo com DMSO +

PVP (60,2 + 8,6%) em comparagdo com o tecido fresco (63,7 + 10,2%).

3 CULTIVO IN VITRO DE TECIDO OVARIANO

O desenvolvimento de um sistema que permita o crescimento in vitro de FOPAs,
resultando em O6ocitos aptos a serem maturados e fecundados in vitro seria de grande
importancia, tendo em vista o estudo dos fatores que controlam a foliculogénese. Além disso,
o referido sistema promoveria o crescimento e maturagdo oocitiria associada com a
multiplicagdo e diferenciagdo das células da granulosa (Hartshorne, 1997).

Diante disso, diferentes sistemas de cultivo tém sido desenvolvidos visando estudar a
composi¢dao do meio de cultivo (Smitz; Cortvrindt, 2002), uma vez que estudos realizados in
vitro tém demonstrado que o crescimento folicular ¢ afetado por muitos fatores, os quais
raramente atuam independentemente (Williams, 1990). Assim, sabe-se que varias substancias
podem influenciar a sobrevivéncia e o crescimento folicular, como antibidticos, tampdes,
substratos nutricionais, diferentes fontes proteicas, antioxidantes, hormonios e fatores de
crescimento (Figueiredo et al., 2008; Chaves et al., 2010).

No tocante aos métodos de cultivo in vitro, destacam-se o cultivo do ovario inteiro e de
fragmentos do cortéx ovariano. O cultivo do ovario inteiro possibilita o estudo da
foliculogénese inicial em pequenos mamiferos (Jin et al., 2010), entretanto, em animais de
médio e grande porte ¢ preferivel o cultivo de fragmentos. Nesse sentido, os fragmentos do
cortex ovariano t€ém a vantagem de manter o contato celular e facilitar a perfusdo do meio para
o tecido ovariano (Lima, 2014). No entanto, neste tipo de modelo, observa-se que a maioria dos
foliculos progride apenas para o estadio de foliculo primario sendo que poucos progridem para

o estagio de foliculo secundario (Figueiredo et al., 2007).
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O CIV ainda pode ser utilizado como uma ferramenta para avaliar a eficiéncia da
criopreservacao, uma vez que algumas lesoes ndo detectadas pos-descongelagdo podem evoluir
e serem manifestadas apos cultivo (Faustino et al., 2011). Assim, estudos relacionados a
criopreservacao e CIV sdo de grande importancia ja que permite a compreensao de mecanismos
envolvidos na foliculogénese inicial, gerando conhecimentos fundamentais para outras
aplicagdes de biotécnicas, objetivando a conservagdo de espécies (Lima, 2014).

Nesse sentido, o meio de cultura ¢ de suma importancia, tendo em vista que os meios
de base sdo extremamente ricos em nutrientes, eletrolitos, antioxidantes, aminoacidos,
substratos energéticos, vitaminas, tampdes, hormdnios e/ou fatores de crescimento (Picton,
Harris, Muruvi, e Chambers, 2008; Figueiredo, Rodrigues, Amorim, e Silva, 2008). Além disso,
os meios de base comerciais como o Meio Essencial Minimo-alfa modificado (a-MEM), Meio
de Cultivo de Tecido 199 (TCM 199) e McCoy’s t€m sido utilizados no CIV em diferentes
espécies (Arunakumari, Shanmugasundaram, & Rao, 2010; Mclaughlin & Telfer, 2010; Leitao
et al., 2014).

Assim, para o CIV de tecido ovariano de cadela, o meio a-MEM apresentou-se superior
conservagdo dos FOPAs comparado ao Meio Essencial Minimo (MEM) (Fujihara et al., 2012).
Tal fato pode ter ocorrido devido o a-MEM ser um meio rico, apresentando aminodcidos,
vitaminas, sais inorganicos, compostos energéticos, ribonucleosideos e
desoxirribonucleosideos. Além disso, outras substancias podem ser adicionadas a ele, tais como
o selénio (Abedelahi, Salehnia, & Allameh, 2010), o 4cido ascorbico (Andrade et al., 2012) e a
transferrina (Durlej, Duda, Knapcyk, & Stomczynska, 2008), compostos energéticos como a
glutamina, o piruvato e a hipoxantina, porque esses compostos auxiliam na manutengao da
sobrevivéncia e ultraestrutura dos foliculos (Figueiredo et al., 1994).

Diante do exposto, dada a importancia da cadela como animal de estimagdo, bem como
seu uso como modelo experimental para desenvolvimento de biotecnologias para a conservacao
de germoplasma de canideos selvagens, justifica-se o presente estudo. Ademais, ressalta-se a
necessidade de se estabelecer técnicas efetivas de criopreservagdo do germoplasma feminino,
as quais possibilitem o desenvolvimento folicular mesmo apds seu armazenamento e
reaquecimento. Para tal, ¢ efetiva a aplicagcdo de sistemas de cultivo in vitro como ferramentas

de avaliagdo.
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4 OBJETIVO

Objetivo geral:

e Avaliar a eficiéncia das diferentes técnicas de vitrificacdo por meio do cultivo in

vitro de tecido ovariano de cadelas durante 3 e 9 dias.

Objetivos especificos:

e Analisar a morfologia dos FOPAs inclusos no ovario canino submetido a CIV

aposvitrificagao;

e Estimar a viabilidade dos FOPAs inclusos no ovario canino submetido a CIV

aposvitrificagao;

e Descrever ultraestrutura do ovario canino submetido a CIV apds vitrificagao;
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5 MATERIAIS E METODOS

Bioética e animais experimentais

O projeto foi conduzido conforme as normas de bem-estar animal vigentes

internacionalmente.

Coleta dos ovarios e processamento do tecido ovariano

Para a experimentacdo foram utilizados cinco caes, fémeas, de diferentes ragas, com
idade 2,20 = 1,30 (média + desvio padrdo), submetidas a ovéario-histerectomia eletiva em
clinicas veterinarias locais, em Mossor6-RN. Apds a obtencdo dos ovarios, os 6rgdos foram
imersos em Meio Essencial Minimo de Hank’s 10 mM, 1 % de penicilina G de sodio, sulfato de
estreptomicina e anfotericina B. Em seguida, os ovarios foram transportados (4°C) ao
Laboratério de Conservagcdo de Germoplasma Animal- UFERSA, em caixas isotérmicas no

intervalo de no maximo 30 min.
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Figura 1. Desenho experimental
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No laboratorio, os ovarios foram fragmentados (3x1x1mm), sendo quatro fragmentos

fixados em paraformaldeido 4% e um fixado em glutaraldeido 2,5 % para as analises relativas
ao grupo controle. Os demais fragmentos foram destinados a criopreservacao e cultivo in vitro
(tratamento controle fresco), de acordo com o delineamento experimental exposto na Figura

1.
Criopreservagao do tecido ovariano

Para a criopreservacao dos fragmentos de tecido ovariano canino, foram empregados
os métodos de sistema ovarian tissue cryosystem (CARVALHO et al., 2013) e vitrificagdo por
imersdo em agulha adaptada (Fujihara et al, 2019). A solugdo de equilibrio (SE) e de
vitrificagdo (SV) serdo constituida por MEM de Hank, sendo a SE acrescida de 20% de soro
fetal bovino (FBS), 7,5% de etilenoglicol (EG), 3,75% dimetilsulfoxido (DMSO) e 1,25% de
polivinilpirrolidona (PVP), e a SV de 20% de FBS, 0,5 M de sacarose, 15% de EG e 7,5%
DMSO e 2,5% de PVP, por 10 min a 4 °C como mostra a figura 2 (Fujihara et al, 2019).

Figura 2. Protocolo de vitrificagdo sendo aplicado nas técnicas de ovarian tissue cryosystem (OTC) e a

vitrificagdo por imersdo em agulha adaptada (VIA).

No OTC (Carvalho et al., 2013), os fragmentos foram colocados dentro do dispositivo
e expostos a SE e SV, e posteriormente, remogao da solugdo de vitrificagdo, o dispositivo foi
fechado e, armazenado em nitrogénio liquido (-196°C). Ja para a VIA adaptada, utilizou-se
uma adaptacao da técnica previamente descrita por Fujihara et al. (2019). Nesta, os fragmentos
foram transfixados por uma agulha 30 G (quatro fragmentos por agulha) e expostos a SE e SV,
em seguida as agulhas foram armazenadas em criotubos e posteriormente, em botijado de

nitrogénio liquido (-196°C).
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Apos sete dias, as amostras criopreservadas foram aquecidas. Para isso, as amostras

foram lavadas em solu¢do gradiente (Hank's MEM com 20% de FBS suplementado com 1,

0,5, 0,25 ¢ 0 M de sacarose) por 5 min para remocao dos crioprotetores (Fujihara et al, 2019).

Cultivo in vitro de fragmentos ovarianos

Para o cultivo in vitro (CIV), foram utilizados 6 fragmentos (3x1x1mm) de cada grupo,
sendo o grupo controle fresco e os demais grupos cultivados (VIA e OTC). Os fragmentos
foram alocados em placas de cultura de 24 pogos contendo 1,0 mL de meio de cultura
consistindo em a-MEM suplementado com 5,5 Ig/ml de insulina, 5,5 1g/ml de transferrina, 6,7
ng/ml de selénio, 2 m ML de glutamina, 1 % de penicilina G de sédio, sulfato de estreptomicina
e anfotericina B, 0,05 mM de 4cido ascorbico, 10 ng/ml de FSH e alcool polivinilico a 0,1%

(PVA, isento de proteinas) (Fujihara et al, 2012).

Desse modo, as amostras foram cultivadas a 38,5 °C e 5% de CO; em uma incubadora
umidificada. Apos CIV por 3 e 9 dias, realizando-se trocas da metade do volume do meio de
cultura a cada 3 dias, os fragmentos ovarianos foram destinados a andalise da viabilidade,
fixados em solu¢do de paraformaldeido a 4% por 12 h para processamento histoldgico

(Praxedes et al., 2021) e em glutaraldeido 2,5% para avaliacdo da ultraestrutura.

Teste de viabilidade folicular

Na andlise da viabilidade folicular, os fragmentos ovarianos de cada tratamento foram
fatiados com lamina de bisturi e colocados em agitador com MEM de Hank’s por 10 min. Apo6s
a agitacdo, a solucao foi filtrada em uma tela de filtragdo de 500 um e a suspensao centrifugada
a 280 x g por 10 min. A suspensdo (90 uL) contendo FOPAs individuais foi adicionada a 10
uL de solugdo de azul de tripano a 0,4 % e subsequentemente, incubada a 28° C por 5 min.
Minimo de 30 FOPAs foram avaliados por grupo sob microscopia invertida com aumento de
40x. Os FOPAs foram classificados como viaveis quando o o6cito e < 10 % das células da
granulosa ndo foram corados ou foram considerados inviaveis quando o odcito e/ ou > 10%

das células da granulosa foram corados (GUPTA et al., 2002).

Analise histologica

As amostras foram fixadas em paraformaldeido 4%, desidratado em uma série
graduada de etanol, clarificado com xileno, embebido em parafina. Os fragmentos foram

seccionados em série em 5 um sec¢des, € a cada quinta secdo foi colocada na lamina, corado
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com hematoxilina-eosina (HE), e avaliado usando um microscopio de luz (Nikon, Toquio,

Japao) em ampliag¢do de 100 x (Carvalho et al, 2013).

Os foliculos pré-antrais (FOPAs) foram classificados de acordo com seu estagio de
desenvolvimento como primordial, primdrio ou secundario (Silva et al, 2008), sendo a
morfologia dos FOPAs avaliada de acordo com a integridade do odcitos, células da granulosa
¢ membrana basal. Desse modo, os FOPAs foram contados e classificados como
morfologicamente normais (aqueles com odcito com forma regular e citoplasma uniforme,
além de organizadas camadas de células da granulosa) ou degeneradas (quando o odcito exibir
o nucleo e / ou citoplasma picnotico, e com camadas de células da granulosa desorganizadas,

separada da membrana basal e / ou células aumentadas incluidas) (Silva et al, 2008).

Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para avaliacdo tridimensional do tecido ovariano, os fragmentos, ap6s serem retirados
do fixador de glutaraldeido 2,5%, foram lavados sucessivamente, 3 vezes por 10 minutos cada,
em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). Em seguida, o material foi imerso em
tetroxido de 6smio a 1% em agua destilada por 75 minutos e depois lavado por 10 minutos em
PBS por trés duas vezes. A desidratagdo foi realizada em série crescente de etanol (15%, 25%,
30%, 70%, 90% e 100%). Por fim, as amostras foram fixadas com fita adesiva em stubs de latao
e posteriormente revestidas com ouro no metalizador Sutter Coater SCDO50/LEICA e

observadas em microscopio eletronico de varredura JSM-6510/JEOL (Chemes et al., 2013).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e erro padrao (EP). A normalidade dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade da variancia foiverificada
pelo teste de Bartlett. Os resultados da viabilidade e morfologia dos foliculos das amostras
frescas, criopreservadas e cultivadas foram analisados usando um modelo linear misto (Mixed
Effects Analysis procedure) com medidas repetidas ao longo do tempo, incluindo as diferentes
técnicas de vitrificagdo (OTC e VIA adaptada), o momento de avaliagdo e suas interagdes
como efeitos principais. Quando efeitos significativos foram encontrados no teste F da andlise
de variancia, o teste de Tukey foi usado como procedimento padrao para compararas médias

obtidas. O teste de Dunnett foi utilizado para comparar o grupo controle € os demais
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tratamentos. Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism® versio

9.3.0 para Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), com P <0,05.
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6 RESULTADOS

Analise de viabilidade folicular

Na andlise da viabilidade foi avaliado um total de 1783 foliculos pré-antrais. De modo
geral, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos controle e os tratamentos,
tendo sido observados valores em torno de 70% de foliculos vidveis para todos os grupos,

conforme detalhado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores (médias = EP) para a viabilidade folicular dos foliculos pré-antrais de cadela no grupo
controle fresco e vitrificados por diferentes técnicas (OTC e VIA) ap6s o aquecimento e cultivo in vitro
de 3 e 9 dias

Grupo Momento de avaliacao Viabilidade (%)*

77,2 +2.8
Fresco (297/667)
Control 67,3+6,5
ontrote Fresco Cultivado 3 dias (192/667)
72,6 £1,8
Fresco Cultivado 9 dias (178/667)
85,7+3,6
Aquecido (219/536)
81,3+5,5
OTC Cultivado 3 dias (188/536)
64,6 £ 16,2
Cultivado 9 dias (129/536)
75,7+2,8
Aquecido (267/580)
70,6 £4,2
VA Cultivado 3 dias (160/580)
72,8 +7,2
Cultivado 9 dias (153/580)

Tempo 0,0535

p-valor
Grupo 0,7461
p-valor

Grupo x Tempo 0.3220
p-valor

*Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Ao total, foram avaliados 1221 foliculos quanto a sua integridade morfologica. De modo

geral, a VIA promoveu uma conservagao mais efetiva da morfologia folicular, uma vez que foi

capaz de manter a integridade morfologica dos FOPAs primarios e primordiais caninos por até

09 dias de cultivo com valores proximos (P > 0,05) ao grupo controle fresco. Por outro lado, j&

aos 03 dias de cultivo, o grupo criopreservado em OTC sofreu uma queda significativa (P <

0,05) na integridade morfologica dos foliculos primordiais € primarios, conforme demonstrado

na Tabela 2.

Tabela 2. Valores (médias + EP) para morfologia dos foliculos pré-antrais de cadela no grupo controle
fresco e vitrificados por diferentes técnicas (OTC e VIA) apds o aquecimento e cultivo in vitro de 3 ¢ 9

dias.
Momento de M?rfologla Morfo!o.gla Morfol(’)g.la
Grupo avaliacio primordial primario secundario
¢ (%) (%) (%)
85,5+7,3° 60,1 £ 11,52 2294195
Fresco (141/362) (53/123) (14/26)
Control 81,1+7,0° 63,6 £21,7° 15,0+ 15,0
0ROl Fresco Cultivado 3 dias (83/362) (38/123) (6/26)
70,1 £11,0 % 60,7 £ 16,7 ° 20,0 £ 20,0
Fresco Cultivado 9 dias (138/362) (32/123) (6/26)
91,7,0£54°  733+194% 30,0 + 20,0
Aquecido (115/277) (28/47) (6/9)
OTC 52,6 £ 15,4 A8 39 64 15,7 ®AB 0,0 + 0,0
Cultivado 3 dias (96/277) (16/47) (3/9)
34,1+£9,08 0,0 £0,0°B 0,0 0,0
Cultivado 9 dias (66/277) (3/47) (0/9)
82,1+7,1° 86,8+ 6,0° 0,0+ 0,0
Aquecido (138/323) (38/50) (0/4)
VIA 62,7 20,42 58,3 +30,0° 0,0+ 0,0
Cultivado 3 dias (70/323) (10/50) (0/4)
63,6 +£6,7° 25,0+25,0° 0,0 £ 0,0
Cultivado 9 dias (115/323) (2/50) (4/4)
Tempo 0,0014 0,0005 0,4267
p-valor
Grupo 0,3794 0,5551 0,5452
p-valor
T
Grupo > Tempo 0,5064 0,9516 0,8570

p-valor
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Letras mintsculas (* ®) indicam diferengas significativas entre os momentos de avaliagdo do controle e
os intervalos dos grupos experimentais (teste de Dunnett; p < 0,05). Letras maitsculas sobrescritas (*2)
indicam diferencas significativas nos momentos de avaliacdo nos grupos experimentais (teste de
Tukey; p < 0,05). Nao houve diferencga significativa entre os grupos experimentais.

A Figura 3 observa-se detalhes da morfologia folicular nas diferentes categorias
(primordial e priméario), na qual as alteracdes mais visualizadas foram retragcdo de citoplasma,
desorganizacdo de células da granulosa e nucleo picnético.

Figura 3. Fotomicrografias do tecido ovariano de cadela. (A) tecido de controle fresco, (B)controle
fresco cultivado por 3 dias, (C) controle fresco cultivado por 9 dias, (D) OTC aquecido, (E) OTC
cultivado 3 dias, (F) OTC cultivado 9 dias, (G) VIA aquecido, (H) VIA cultivado 3 dias, (I) VIA
cultivado 9 dias. As setas verdes indicam foliculos primordiais normais, as setas vermelhas indicam
foliculos primarios normais e as setas brancas indicam foliculos degenerados.

Avaliagdo da ultraestrutura folicular

Na microscopia eletronica de varredura, avaliou-se a qualidade da ultraestrutura do
tecido ovariano. Verificou-se possiveis danos a superficie ovariana causados pela vitrificacao
e observamos a desorganizacdo das células estromais nos tratamentos OTC cultivado 3 e 9
dias comparado ao grupo controle fresco e fresco cultivado por 3 e 9 dias. Ademais, os

tratamentos VIA aquecido, VIA cultivado 3 e 9 dias conseguiram manter a organizagao dos
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tecidos com redugdo do tamanho das células em comparacdo com o tratamento controle fresco

e controle fresco cultivados (Figura 4).
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Figura 4. Avaliaco da ultraestrutura. (A) tecido de controle fresco, (B) controle fresco cultivado por 3
dias, (C) controle fresco cultivado por 9 dias, (D) OTC aquecido, (E) OTC cultivado 3 dias, (F) OTC
cultivado 9 dias, (G) VIA aquecido, (H) VIA cultivado 3 dias, (I) VIA cultivado 9 dias. Seta verde
indicando tecido com organizacdo estromal ovariana, seta vermelha indica desorganizac¢do do estroma
ovariano e seta brancoindicada reducdo do tamanho das células estromais ovarianas.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo ¢ o primeiro ao descrever o processo de criopreservagdo de tecido
ovariano de cadela (Canis lupus familiaris) comparando diferentes sistemas fechados de
vitrificagdo, o ovarian tissue cryosystem (OTC) (Carvalho et al., 2013) e a vitrificagdo por
imersao em agulha (VIA) (Fujihara et al, 2019) adaptada. Vale ressaltar também, que este ¢
pioneiro em verificar os efeitos da vitrificacdo de foliculos pré-antrais in situ apds o cultivo in
vitro de 3 e 9 dias, avaliando a viabilidade e morfologia folicular, bem como na ultraestrutura

do tecido ovariano.

Atualmente, ha estudos que comparam a vitrificagdo € o congelamento lento para
conservagdo do tecido ovariano de cadela. Jivago et al (2018) encontraram que a vitrificagao
foi superior na preservagdao dos FOPAS primordial e primdrio na ultraestrutura. Fujihara et al
(2012), observou que apenas os foliculos vitrificados mantiveram sua morfologia normal apos
5 dias de xenotransplante. Ja Stabile et al (2024), relata a superioridade do congelamento lento,

uma vez que esta apresentou altas taxas de integridade folicular e baixos niveis de apoptose.

No presente estudo, a VIA adaptada conseguiu preservar a quantidade folicular
apresentando uma taxa de 75% ao ser aquecido e aproximadamente, 72% ap0s o cultivo in vitro,
assemelhando-se ao grupo controle fresco (77%) e fresco cultivado (72%) (P < 0,05). Além
disso, esta preservou as caracteristicas morfoldgicas dos FOPAs apos o procedimento de
vitrifica¢do. Tais resultados foram semelhantes aos encontrados por Fujihara et al (2012), no

qual os fragmentos cultivados por 15 dias mantiveram sua viabilidade conservada.

Conforme observado, os FOPAS mantiveram sua integridade morfoldgica nos
diferentes tratamentos, exceto no grupo OTC cultivado 9 dias, em que houve uma diferenga
significativa quanto a morfologia dos FOPAS primordiais e primarios. Tal resultado pode ter
sido ocasionado em virtude dos danos ao tecido, em decorréncia do rapido processo de
vitrificagdo, na qual a superficie metalica tem contato direto com a parte externa do fragmento
(Carvalho et al., 2013). Assim, tais danos foram observados apenas apds a analise do CIV de 9

dias.

No tocante a propor¢do das categorias foliculares, observou-se que os foliculos
primordiais foram mais resistentes que os primarios e secundarios, ap6s diferentes técnicas de
vitrificagdo e CIV, sendo esperado devido a redugdo do seu metabolismo, por ndo possuirem

zona pelucida e apresentar pequena quantidade de lipidios intracitoplasmaticos. Desse modo,
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tais condi¢des tornam os FOPAs primordiais menos sensiveis ao processo decriopreservacao
(Akar e Oktay, 2005). Assim, estas categorias (primordial, primario e secundério) ndo diferiram
entre si, apenas no grupo OTC cultivado (3 e 9 dias) diferiram dos demais grupos. Tal fato pode
ter ocorrido devido a quantidade de FOPAS avaliados, todavia, compreende-se devido ao baixo

numero de fragmentos cultivados e posteriormenteprocessados.

Desse modo, a VIA adaptada conseguiu preservar o material biologico, bem como a
funcionalidade celular apos a criopreservagdo. Este resultado provavelmente se deve a rapida
vitrificagdo devido a condugdo de calor pela agulha, j4 que ndo houve contato direto com o
nitrogénio, o qual pode causar contaminagao (Grout, ¢ Morris, 2009), sendo assim um fator de
risco. Além disso, os fragmentos enfincados na agulha e armazenados em criotubos,
apresentaram menor variagdo da mudanga de temperatura, sendo esta menos abrupta que a VIA
convencional, apresentando também a transicdo do meio liquido para o estado amorfo

rapidamente, permitindo a conservagao folicular (Santos et al., 2007).

Vale destacar também a rapida cobertura dos crioprotetores aos fragmentos enfincados
na agulha 30 G, no qual fica em contato com o interior dos fragmentos, diferentemente da
técnica OTC, ja que a solugcdo penetra também por diferenga de osmolaridade (Mazur, 1984;
Luvoni, 2006), mas ha pouca superficie de contato comparada a VIA adaptada. Portanto, a
utilizagdo da agulha armazenada em criotubo (material de baixa condutividade térmica, como
polipropileno) na VIA adaptada, pode retardar a taxa de resfriamento (Sansinena et al., 2012).
Assim, possivelmente a eficiéncia da vitrificacdo foi alterada e observou-se que a técnica VIA
adaptada, mostrou-se muito promissora para a criopreservacao de tecido ovariano em cadelas,
podendo ser extrapolada para outras espécies, inclusive canideos silvestres ameagados de

extingdo.

Quanto a microscopia eletronica de varredura, ressalta-se que nao ha relato na literatura
desta avaliagdo em tecido ovariano de cadelas, portanto o presente trabalho se destaca por
utilizar tal analise como parametro para diferenciar a qualidade do tecido apds criopreservagao
utilizando o CIV, a fim de buscar qual o melhor método de vitrificagdo para a espécie canina.
Assim, quanto a ultraestrutura, o OTC foi a tnica técnica que apresentou reducdo na qualidade
da preservagao do tecido nos tratamentos cultivados (3 e 9 dias). Esse fato provavelmente se
deve a combinagdo de lesdes que causaram danos aos FOPAs devido a vitrificagao, culminando

com maior incidéncia de defeitos. Entdo, ficou evidente que essa técnica também ndo preservou
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os FOPAS primordiais adequadamente quanto & morfologia no tratamento OTC cultivado 9
dias. Em contrapartida, a técnica VIA demonstrou-se capaz de preservar a ultraestrutura das

células da granulosa, bem como das células do estroma nos FOPAs humanos (Xiao et al., 2010).

Para mais, o aumento maior dos cortes transversais do cortex podem ser realizados, uma
vez que nao foi possivel observar a ultraestrutura dos FOPAs para compreender a morfologia
funcional do desenvolvimento folicular e das estruturas ovarianas, portanto a ultraestrutura
realizada por microscopia eletronica de transmissdo, pode ser uma alternativa para obtencao de
informacdes que favoregam avangos biotecnologicos reprodutivos no ambitoda conservagao
animal (Santos et al., 2018) e melhoramento genético. Nesse sentido, vale ressaltar que o
conhecimento sobre dados morfométricos dos foliculos (Jivago et al., 2018), bem como sobre
a capacidade proliferativa celular (AgNOR) (Castro et al., 2014) sdo imprescindiveis para
compreensdo da degeneragdo ou preservacdo de FOPAs diante dasdiferentes técnicas de

vitrificagdo apos o CIV.

Dado o exposto, evidenciou-se que houve diferenca significativa entre os sistemas
fechados (OTC e VIA adaptada). No entanto, apesar do OTC destaca-se por ser um dispositivo
de facil manuseio, reutilizavel e por armazenar uma quantidade maior de fragmentos (Carvalho
et al., 2013), a VIA adaptada sobressaiu-se por melhor preservar a viabilidade folicular,
morfologia e a ultraestrutura do tecido ovariano, demonstrando-se o método de vitrificagdo mais

promissora para a criopreservagdo de FOPAs caninos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os métodos de vitrificacao avaliados o OTC e VIA, esta ultima ¢ a mais
recomendada para a vitrificacdo em tecido ovariano de cadela, uma vez que apresentou-se mais
eficiente a0 manter a sobrevivéncia dos foliculos pré-antrais inclusos no tecido apds o cultivo

in vitro de 3 e 9 dias.

Dado o exposto, a partir dessas informacdes, hd a possibilidade de um maior
desenvolvimento, aperfeicoamento e adaptacdo de técnicas de reprodugdo assistida com o
intuito de salvaguardar o material genético desta espécie em bancos de germoplasma, bem como

de espécies filogeneticamente relacionadas.
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