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RESUMO

Esta tese tem como principal objetivo desenvolver um protocolo eficiente de
vitrificacdo de tecido ovariano de gata doméstica (Felis catus). O estudo foi dividido
em: Fase I: Efeito de diferentes tipos de meios-base durante a vitrificagdo de tecido
ovariano de gata; Fase Il: Efeito de diferentes crioprotetores extracelulares e técnicas de
vitrificacdo em tecido ovariano de gata; Na fase I, a morfologia de foliculos pré-antrais
foi similar ao controle fresco (p > 0,05), quando o0 RPMI-1640 foi utilizado como meio-
base. RPMI-1640 ndo contém vermelho fenol que, adicionado ao meio, intensificou a
toxicidade do crioprotetor etileno glicol durante a vitrificacdo. Na fase 11, a percentagem
de foliculos morfologicamente normais foi similar ao controle, apenas quando o meio
de vitrificagdo foi suplementado com 0,1 M ou 0,5 M de trealose (p > 0,05). Além
disso, através dos parametros como a morfologia, proliferacdo celular e espessura de
fibras colagenas pode-se dizer que a combinacdo de trealose com etilenoglicol (EG)
sozinho ou adicionado de dimetilsuféxido (DMSO), aplicando os métodos Solid-surface
vitrification (SSV) ou Ovarian Tissue cryosystem (OTC), apresentaram sucesso na
preservacdo do tecido ovariano vitrificado. Apesar do OTC com EG ndo apresentar
diferenca significativa dos demais tratamentos, uma vez que este protocolo apresentou o
maior percentual de foliculos morfologicamente normais (56%), sendo similar ao
controle (64%). Adicionalmente, nenhum efeito sobre a regulacéo de expresséo génica
foi observada nos grupos testados, quando foram avaliados marcadores de apoptose
(BAX - proteina X associada ao Bcl-2), de estresse do reticulo endoplasmatico (ERP29
— proteina do reticulo endoplasmatico 29), de canais de agua como as aquaporinas 3 e 9
(AQP3 e AQP9), e os transportadores de membrana ABC (ABCB1 e ABCG2), com
excecdo do método SSV com EG que apresentaram, ap6s 7 dias de cultivo in vitro, um
aumento da expressdo da ERP29 (indica estresse no reticulo endoplasmatico) e a
diminuicdo da expressdo da AQP9 (afeta canais de transporte de agua). Com isso, para a
manutencdo da preservacdo do tecido ovariano de gata € necessario 0 uso de um
protocolo de vitrificacdo contendo meio-base livre de vermelho fenol, suplementado
com trealose, como crioprotetor extracelular, e EG sozinho ou associado com DMSO,
como crioprotetores intracelulares. Ambos os sistemas abertos (SSV) e fechados (OTC)
sdo equivalentes na eficiencia em manter a sobrevivéncia folicular durante o processo
de vitrificacao.

Palavras - chave: Criopreservacdo. Foliculos pré-antrais. RPMI. Trealose. OTC.



ABSTRACT

The aim o the present thesis was to develop an efficient vitrification protocol of the
ovarian tissue from domestic cat (Felis catus). This study was divided: Phase I: Effect
of different basis media during the vitrification of cat ovarian tissue; Phase Il: Effect of
different sugars (extracellular cryoprotectants) and the vitrification technique for the
vitrification of feline ovarian tissue. In phase I, the morphology of preantral follicles
was similar (p > 0.05) to fresh control when RPMI-1640 was used as basis medium for
vitrification. RPMI-1640 does not contain phenol red, which was found to enhance
ethylene glycol (EG) toxicity during vitrification. In phase 2, the percentage of
morphologically normal preantral follicles was similar (p > 0.05) to fresh control only
when the vitrification medium contained 0.1 or 0.5 M trehalose, instead of sucrose or
raffinose at same concentrations. Furthermore, based on parameters such as
morphology, cell proliferation and thickness of collagen fibers, it is possibe to assume
that efficient vitrification of feline ovarian tissue can be performed by combining
trehalose with EG, with or without dimethylsulfoxide (DMSO), applying the solid-
surface vitrification (SSV) or ovarian tissue cryosystem (OTC) method. Although
vitrification with OTC in the presence of EG did not differ from the other treatments,
this protocol presented the highest percentages of preserved preantral follicles (56%),
being similar to control (64%). Additionally, no effect on gene regulation was observed
after vitrification when apoptosis markers (BAX — protein X associated to Bcl-2),
endoplasmic reticulum (ER) stress (ER protein 29 — ERP29), water channels proteins
like aquaporins 3 and 9 (AQP3 and AQP9), the membrane ABC transporters ABCB1
and ABCG2, except when the SSV method was applied using only EG as
cryoprotectant followed by seven days in vitro culture, where ERP29 up-regulation (ER
stress) and AQP9 down-regulation (impaired water transport) were observed. Based on
this, it can be concluded that to efficiently preserve feline ovarian tissue, is is necessary
the use of a vitrification protocol free of phenol red, supplemented with trehalose, as
extracellular cryoprotectant, and EG alone or in combination with DMSO, as
intracellular cryoprotectants. Both open (SSV) and closed (OTC) systems are equaly

efficient to maintain follicular survival during the vitrification procedure.

Key - words: Cryopreservation. Preantral follicles. RPMI. Trehalose. OTC.
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1. INTRODUCAO

Indmeros impactos ambientais tém acarretado a diminui¢do da biodiversidade,
levando determinadas espécies a tornarem-se vulneraveis, ameacadas ou até mesmo
extintas. Dentro desse contexto, hd uma preocupacdo emergencial para a aplicacao e
desenvolvimento de medidas de conservagdo de recursos genéticos para restaurar
populacdes tanto de espécies em cativeiro com dificuldades reprodutivas, bem como em
risco de extincdo (ARAT et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; LIMA et al., 2012). No
caso dos felinos silvestres, um fator limitante para o desenvolvimento de técnicas de
preservacao da fertilidade é a disponibilidade de individuos para estudo, haja vista que
se tratam de animais ameacados de extingdo (IUCN, 2014). Em virtude disso, 0 gato
doméstico tem sido bastante utilizado como um confiavel modelo experimental, visando
salvaguardar a populacéo felina (STORNELLI, 2007; CARRIJO Jr et al., 2010).

Nessa perspectiva, varios estudos ja tém demonstrado a utilizacdo dessas
alternativas de reproducao em gatos domésticos, como a maturagdo e a fertilizagdo in
vitro de oocitos, transferéncia de embrides (JOHNSTON; O’BRIEN; WILDT, 1989;
JEWGENOW et al, 1997; RINGLEB; ROHLEDER; JEWGENOW, 2004,
JEWGENOW; PARIS, 2006), na producdo de embrifes in vitro a partir de odcitos
vitrificados (POPE et al., 2012), na ativacdo partenogenética (RASCADO et al., 2010),
na clonagem (SHIN et al., 2002), na criopreservacdo de gametas (LUVONI, 2006) e de
tecido ovariano (LIMA et al., 2006). Entretanto, a criopreservacdo de material genético,
vem sendo uma das biotécnicas mais utilizadas, visto que objetiva a possibilidade da
formagdo de um banco de germoplasma (WOLF et al., 2004; DOMINGUES;
CALDAS-BUSSIERE, 2006; SANTOS et al., 2008).

A criopreservacdo é uma tecnologia que consiste na preservacdo de material
biol6gico — como tecidos, foliculos ovarianos, gametas e embrides — para manutencao
da viabilidade e funcionalidade celular a baixas temperaturas, geralmente em botijdes de
nitrogénio liquido a -196°C (CANDY; WOOD; WHITTINGHAM, 1997; SANTOS et
al., 2006a,b; SANTOS et al., 2008). Essa técnica tem melhorado as aplicagdes na
reproducdo assistida, por permitir um planejamento do uso do material, podendo ser
estocado por tempo indeterminado (MAZUR, 1984; DONNEZ et al., 2004). Além
disso, promove a retomada da funcéo reprodutiva e endécrina (DONNEZ et al., 2006;
DEMEESTERE et al., 2009; DEPALO; CAVALLINI, 2009; JIN et al., 2010).
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Esta crioestocagem pode ser realizada por dois métodos bésicos: congelacéo
convencional ou lenta (exposicéo a baixas concentracdes de agente crioprotetor — ACP
— e resfriamento lento controlado em “freezers” programaveis) e a vitrificagdo (altas
concentracdes de ACP e resfriamento ultra-rapido em nitrogénio liquido) (SANTOS et
al., 2008). Porem, apesar das duas apresentarem variavel nivel de sucesso, a vitrificagdo
¢ 0 método mais rapido (LIN et al., 2008), simples e menos oneroso, nao requer
equipamentos especiais e pode ser realizado no campo, apoés a morte de um animal
selvagem. Luvoni et al. (2012) avaliaram o efeito da vitrificacdo de tecido ovariano
felino, e demonstraram que a vitrificacdo pode preserva a integridade de foliculos
ovarianos e que 0s o00citos podem ser recuperados a partir de tecido criopreservado,
mantendo, com isso, sua capacidade de retomar a meiose.

Entretanto, protocolos de vitrificacdo de tecido ovariano de gata doméstica ainda
sdo bastante escassos, e apresentam resultados abaixo do ideal (ALVES et al., 2012;
LUVONI ela t., 2012), pois o sucesso da técnica pode depender de alguns fatores, como
0 meio-base utilizado, a tolerancia aos ACPs intra e extracelulares, o estresse osmotico,
oxidativo e a técnica de vitrificacdo utilizada (SANTOS et al.,, 2006; 2008;
CARVALHO et al.,, 2013). Portanto, seria fundamental o estabelecimento de um
protocolo eficiente de vitrificagdo de tecido ovariano de gata, com a utilizagdo de um
meio-base, ACPs e técnicas adequadas, e que fornecam maiores taxas de sobrevivéncia
para seu posterior uso em sistemas in vivo ou in vitro, objetivando a retomada da
funcionalidade reprodutiva, obtendo, com isso, odcitos funcionais que podem ser usados
em alternativas de reproducdo, oferecendo embasamento para pesquisas posteriores em
felinos em perigo de extincao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.MORFOFISIOLOGIA OVARIANA EM MAMIFEROS

Em todas as espécies de mamiferos, a gdnada feminina € um 6rgédo complexo e
multi-compartimentado, composto de muitos tipos de células diferenciadas, todas
trabalhando em conjunto para promover diversas funcdes bioldgicas, que incluem a
producdo de células germinativas competentes para a fertilizacdo (odcitos) e a producéo
de horménios, como o estrogénio e progesterona, que sdo capazes de influenciar a
funcdo da maioria de outros Orgédos e tecidos do corpo (PEREDA; ZORN; SOTO-
SUAZO, 2006; EDSON; NAGARAIJA; MATZUK, 2009). Nos felinos domésticos, 0s
ovarios, Orgdos pares, situam-se e permanecem dorsalmente na regido sublombar,
caudalmente aos rins, e fixam a extremidade do corno uterino pelo ligamento préprio do
ovério (Fig. 01-A) (KONIG; LIEBICH, 2011), apresentando um tamanho médio em
torno de um centimetro de comprimento por meio centimetro de largura (Fig. 01-C, D),
e foliculos em crescimento visiveis em sua superficie (Fig. 01-B), com dois ou mais
corpos luteos (LIMA, 2006).

Corno Uterino

.

Ovarios

Fig 01. Estruturas reprodutivas de gata doméstica: (A) exposi¢do dos cornos
uterinos, com seus respectivos ovarios fixados em suas extremidades através do
ligamento proprio do ovério; (B) o0 ovario, no qual pode ser observado o ligamento
préprio do ovério (indicado com uma estrela), em uma cor esbranquicada, e 0s
seus foliculos antrais bem visiveis (nos circulos); (C e D) ovarios isolados para
medicdo do Comprimento e largura (0,5 e 0,8cm, respectivamente).
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O ovario mamifero é revertido por um epitelio superficial anexada a tunica
albuginea, e é formado por duas regides: uma regido mais interna chamada de medular,
que é composta por tecido conjuntivo e vasos sanguineos, que se ramificam para a outra
regido, chamada de cortical, que se encontra mais proxima ao epitélio. Contudo, € no
cortex que os foliculos ovarianos sdo observados, contendo odcitos rodeados por células
especializadas, denominadas de granulosa, que podem estar agrupadas ou ndo com as
células da teca (com suas duas camadas, teca externa e interna), dependendo do estagio
de desenvolvimento dos foliculos, os quais fornecem o ambiente necessario para o
crescimento e a maturacao do odcito, tornando-se, com isso, a unidade basica estrutural
e funcional do ovario mamifero (VAN DEN HURK; SANTQOS, 2009).

Os foliculos ovarianos sdo classificados, dependendo do seu estdgio de
desenvolvimento e da auséncia ou presenca da cavidade antral: Foliculos pré-antrais,
como primordiais, transicdo, primarios, secundarios; e foliculos antrais, como
terciarios e pré-ovulatorios (Fig. 02; 03) (FIGUEREDO, 1995), e sdo envolvidos por
um tecido conjuntivo bem vascularizado chamado de estroma, que apresenta um papel
importante no desenvolvimento de foliculos de fase inicial (primordiais e primarios)
(VAN DEN HURK; SANTOS, 2009). Sua matriz extracelular apresenta varios
constituintes, como a elastina, a laminina, a fibronectina e o colageno, sendo este ultimo
largamente distribuido nesse tecido. Contudo, sua morfologia varia entre o cortex e
medula. No cértex, as células do estroma sdo organizadas paralelamente a superficie e
tém uma estrutura arredondada. Na medula, as células exibem organizacdo aleatéria e
tem uma estrutura alongada, apresentando uma maior capacidade esteroidogénica
(SHEA; WOODRUFF; SHIKANQV, 2014).
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Fig 02. Estruturas ovarianas de gatas domésticas. (A) Desenho representando um ovario de gata,
com seus constituintes enumerados: 1- Ligamento do ovario ; 2- Artérias e veias ovarianas; 3-
Epitélio germinativo; 4- Foliculo ovulatério ou de Graaf; 5- Cavidade antral; 6- o6cito (ovulado);
7- corpo luteo; 8- Corpo albicans ; 9- Formando corpo liteo; 10- Foliculos primordiais; 11-
Foliculo primario; 12- Foliculo secundério; 13- Mesovario.

Em mamiferos no geral, a foliculogénese ovariana (que comeca com a
formacdo do foliculo primordial, culminando com a ovulacdo por um foliculo
maturado), como € um processo sinérgico, em que a comunicacao cruzada do complexo
odcito-granulosa é essencial, apresenta foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento, com caracteristicas peculiares (Fig. 03). O Foliculo primordial, com
odcito (ou vesicula germinativa, se encontram na primeira parada meiética, no diploteno
da profase I) com uma camada de células da pré-granulosa achatadas, que estabelece um
estoque de células germinativas, onde uns podem crescer e se diferenciar, enquanto
outros permanecem quiescentes. Contudo, a medida que comegcam a crescer, 0S
foliculos sdo encontrados na fronteira cortico-medular, que é altamente vascularizado
em mamiferos (Fig. 03) (VAN WEZEL; RODGERS, 1996; JEWGENOW; PARIS,
2006)

Os Foliculos primérios sao foliculos em desenvolvimento, que através de
fatores de crescimento, diferenciam as células da granulosa na forma (de plana para
clbicas), associadas com o nuacleo redondo e citoplasma contendo filamentos
intermediarios de vimentina, apresentando também uma intensa atividade mitética. O
Foliculo de transicdo apresenta em sua estrutura os dois formatos de células da
granulosa, achatadas e cubdides. E o Foliculo secundario, ainda com odécito imaturo,
apresenta uma zona pelucida formada, contendo duas ou mais camadas de células da
granulosa e, perifericamente, o comeco da formacéo da camada tecal (Fig. 03).

No tocante ao Foliculo terciario, ele apresenta uma camada tecal desenvolvida,

e 0 comeco da producéo do fluido folicular, formando, com isso, da cavidade antral, e 0
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Foliculo pré-ovulatério, que corresponde ao estagio final do desenvolvimento folicular,
onde 0 odcito encontra-se maturo no sentido nuclear, citoplasmatica e molecular. Essa
maturacgdo oocitéaria envolve a passagem para o estagio de metéfase Il, perturbacdes das
juncbes cumulus-oolema, redistribuicdo das organelas, migracdo de mitocondrias a um
posicao perinuclear e acimulo de granulos corticais ao longo da oolema, e pela sintese
de proteinas necesséarias para um futuro desenvolvimento embrionario (Fig. 03)
(LINTERN-MOORE, 1974; MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; ERICKSON, 2001;
FERREIRA et al., 2008; SANTOS et al., 2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK,
2009; VAN DEN HURK; SANTQOS, 2009).

Foliculos pré-antrais Foliculos antrais
independentes de gonadotropinas dependentes de gonadotropinas

Fig. 03. Classificagdo dos estagios da foliculogénese de mamiferos. (1) Cisto de células germinativas.
Foliculos pré-antrais dependentes de fatores de crescimento: (2) Foliculo primordial; (3) Foliculo
primario; (4,5) Secundario (formagdo da camada tecal - mais externa). Foliculos antrais dependentes de
gonadotripinas: (6) Terciario; (7) Pré-ovulatério. (8) Ovulagdo. (9) Corpo lateo. Fonte modificada: Edson,
Nagaraja e Matzuk, 2009.

Os foliculos pré-antrais representam mais 90% da populacdo folicular presente
no ovario mamifero (SAUMANDE, 1981), e visto que nessa fase a vascularizacdo é
pouco desenvolvida, o crescimento folicular é controlado por interacbes complexas
entre odcitos, células da teca e da granulosa (BURATINI et al. 2007), que se pode
indicar, ao invés de controle enddcrino, o paracrino e autdcrino, por citocinas e fatores
de crescimento, como o Fator de crescimento de tecido conectivo (CTGF), Fator de
crescimento e diferenciacdo -9 (GDF-9), Proteina morfogenética 6ssea (BMPs), Fator
de crescimento semelhante a insulina tipo-1 (IGF-1), Kit Ligante (KL), Fator de
crescimento de fibroblasto -2 (FGF-2), Hormonio anti-milleriano (AMH), Fator de
crescimento epidermal (EGF), bem como o0s esterdides, que sdo compostos
intrafoliculares importantes (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; MCLAREN,
2000; ERICKSON, 2001; PEREDA; ZORN; SOTO-SUAZO, 2006; SANTOS et al.,
2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN DEN HURK; SANTOS, 2009).
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Por outro lado, os foliculos antrais s@o estritamente dependentes de gonadotrofinas (LH
e FSH) para o seu desenvolvimento e do seu antro. Para tanto, a camada tecal do
foliculo adquire uma bainha vascular, que contém redes capilares. Esses vasos
proporcionam um aumento da oferta de gonadotrofinas, fatores de crescimento,
oxigénio e precursores de esterdides, bem como outras substancias, para o foliculo
produzir o liquido antral, e com isso, crescer (BAKER; SPEARS, 1999).

Entretanto, independente dessa dinamica observada na foliculogénese, com
diferenciacédo, ativacdo, desenvolvimento, sobrevivéncia, dominancia e ovulagcdo, em
uma fémea adulta, este processo, que é continuado ao longo de sua vida reprodutiva,
pode declinar em gatas mais velhas (ap6s 8 anos de idade), deixando de apresentar um
ciclo reprodutivo regular, o que pode levar a infertilidade ou baixa fertilidade. Esse
fendmeno € natural com o avanc¢o da idade em mamiferos no geral, pois o nimero de
foliculos primordiais degenerados aumenta (ERICKSON, 1966). Muitos estudos
confirmam que esse processo, chamado de atresia ou morte folicular, ¢ um fenémeno
fisioldgico e destino da maioria dos foliculos, visto que, menos de 1% deles ovulam,
enquanto que o resto torna-se atrésicos, por meio da degeneracdo celular
(SAUMANDE, 1991) ou por apoptose (morte celular programada) (ASSELIN et al.,
2000; SANTOS et al., 2008; VAN DEN HURK; SANTOS, 2009).

2.2.BIOTECNOLOGIA VOLTADA PARA PRESERVACAO DA FERTILIDADE

As Dbiotécnicas voltadas a reproducdo podem ser alternativas para
preservacdo de recursos genéticos, a fim de restaurar populacbes com dificuldades
reprodutivas e ameacadas de extincdo. Dentro desse contexto, algumas dessas
alternativas reprodutivas podem ser: a manipulacdo de odcitos in situ e ex situ, cultivo
in vitro, fertilizagdo in vitro (FIV), produgdo in vitro de embrides (PIVE) e a
criopreservacao de material genético que € uma biotécnica bastante utilizada (WOLF et
al., 2004; DOMINGUES; CALDAS-BUSSIERE, 2006; SANTOS et al., 2008; ARAT et
al., 2011; LIMA et al.,, 2012; BRITO et al., 2014). A criopreservacdo melhora as
técnicas de reproducdo assistida, permitindo o planejamento do uso do material,
podendo ser estocado por tempo indeterminado (MAZUR, 1984; DONNEZ et al., 2004;
DEMEESTERE et al., 2006; ANDERSEN et al., 2008; SANTOS et al., 2010; ARAT et
al., 2011).
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2.2.1. Criopreservacgao

Em uma primeira tentativa de congelar foliculos pré-antrais de gatas,
Jewgenow e Goritz (1995), utilizando DMSO como crioprotetor, relataram que apenas
12% dos foliculos que foram congelados, encontravam-se intactos ap0s a
descongelacdo. Posteriormente, Jewgenow et al. (1998) testaram diferentes
crioprotetores (DMSO, PROH, EG e glicerol) também em foliculos pré-antrais de
felinos e observaram que o glicerol foi o Unico que apresentou uma diminuicdo no
namero de foliculos intactos, e que a percentagem de foliculos viaveis utilizando os
demais crioprotetores foi similar ao do controle. Com relacdo a criopreservacao de
foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano (in situ), ela pode permitir 0 uso de um
nimero muito maior de od6citos imaturos (em foliculos com vérios estagios de
desenvolvimento), sendo com isso, uma técnica que pode ser usada tanto em individuos
pré-puberes, como adultos (SHAW et al., 2000; LEONEL, 2013). Porém, ha um
desafio para os profissionais de reproducdo, porque tecido ovariano € composto por
diferentes tipos de células que tém diferentes requisitos para a sobrevivéncia, assim
como também pode apresentar uma lenta perfusdo dos agentes crioprotetores
(HOVATTA, 2005).

A criopreservacdo pode ser realizada por dois métodos basicos: a congelagao
convencional ou lenta e a vitrificacdo (SANTOS et al., 2008). De acordo com o método
escolhido, mudancas podem interferir a funcdo normal do material biolégico, pois as
células sdo expostas a diferentes forcas (térmicas, quimicas e mecanicas), alteracdes a
nivel de membrana e volume, assim como a formacdo de cristais de gelo (Revisado por
SANTOS et al., 2010). O método convencional (ou lento), conhecido também como
taxa controlada de congelacdo, requer a utilizacdo de um equipamento de congelagéo
programavel, equipamento de alto custo, que pode garantir declinio gradual controlado
da temperatura (HREDZAK et al, 2005), sendo caracterizada pela exposicdo do material
a baixas concentracfes de agentes crioprotetores (PAYNTER, 2000), como em 1,5
mol/l (CECCONI et al., 2004; CELESTINO et al., 2007) e 1,0 mol/l, (SANTOS et al.,
2006a; 2009; FAUSTINO et al., 2010) por um periodo que pode variar de 20
(RODRIGUES et al.,2004; SANTOS et al., 2006a; 2009) a 60 minutos (CANDY;
WOOD; WHITTINGHAM, 1997).

Entretanto, diferentemente do congelamento, a vitrificacdo € um metodo

mais rapido (20.000 a 40.000°C/min) (LIN et al., 2008), simples e menos oneroso nédo
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requer equipamentos especiais e pode ser realizado no campo, logo ap6s a morte de um
animal selvagem. Foi idealizada por Luyet em 1937, e depois de quase 50 anos, essa
técnica foi descrita pela primeira vez por Rall e Fahy (1985), como uma alternativa ao
processo de congelamento lento, sendo caracterizado por um resfriamento ultra-rapido,
sem formacdo de cristais de gelo (uma das principais causas de danos celulares),
ocorrendo uma subsequiente formacdo de um estado vitreo (s6lido amorfo), no qual a
agua é solidificada, mas ndo se expande, devido ao grande aumento na viscosidade da
solucdo para um ponto onde as moléculas ficam imobilizadas e a amostra adquire as
propriedades de um sélido (HREDZAK et al, 2005; SANTOS et al., 2007; 2010). Esse
método envolve a exposicao, geralmente a temperatura ambiente, do material biolégico
a altas concentracdes de crioprotetores (geralmente entre 4 a 6 mol/L), e por isso SO
podem ser expostas a um pequeno periodo de tempo e/ou um volume minimo da
solucdo (25 segundos a 5 minutos), seguido ao nitrogénio liquido (ARAV et al., 2002).
Entretanto, altas concentragdes de crioprotetores podem causar toxicidade e também
resultar em estresse osmotico, e consequente dano celular (LUVONI, 2006; SANTOS et
al., 2008; 2010).

Para tanto, esse método utiliza um volume minimo de solucdo, como estratégia
para reduzir os danos causados pelo choque osmético, bem como efeito solucéo,
caracterizado pela desidratacdo excessiva da célula, elevada concentracdo de solutos,
modificacdo do pH e consequente alteracdo na funcdo celular (FAHY, 1980). Vérias
ferramentas tém sido usadas para minimizar os efeitos do volume ao submergir a
amostra rapidamente no nitrogénio liquido, tais como, “grids” de microscopia eletronica
(MARTINO; SONGSASEN; LEIBO, 1996; PARK et al., 1999), capitares dentro de
palhetas “open pulled straws” (OPS) (VATIJA et al., 1998), “cryoloops” (FUCHINOUE
et al.,, 2004), “cryotops” e “cryotips” (KUWAYAMA et al.,, 2005; KUWAYAMA
2007). Com a idéia de que, quanto menor o volume melhor, pois representa uma taxa de
resfriamento maior evitando formac@es de cristais de gelo e diminuicdo do efeito toxico
do crioprotetor nos materiais bioldgicos.

Porém, a vitrificagdo com a ajuda de palhetas ou “grids” de microscopia
eletronica, ndo tem levado a um bem sucedido armazenamento de tecido do ovério.
Outras técnicas tém sido utilizadas para vitrificacdo de tecido ovariano, como a
superficie solida (SSV), desenvolvida para tecido ovariano de cabra (SANTOS et al.,
2007b). Essa técnica consiste de um cubo de aluminio aberto é colocado em uma caixa

de isopor e submerso no nitrogénio liquido, o material bioldgico crioprotegido é
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colocado sobre a superficie superior fria do cubo, e instantaneamente vitrificada
(revisado por VAN DEN HURK; SANTOS, 2009). No entanto, quando um sistema
aberto € utilizado, o contato da amostra com o vapor de nitrogénio pode permitir a
exposicdo a agentes patogénicos resistentes as temperaturas criogénicas (GROUT;
MORRIS 2009).

Por conseguinte, com objetivo de melhorar a técnica, Carvalho et al. (2013)
desenvolveram em caprinos um novo método de vitrificagdo de tecido ovariano,
chamado “Ovarian Tissue Cryosystem” (OTC). Este método manteve a morfologia e
viabilidade dos foliculos pré-antrais vitrificados semelhantes ao tecido fresco. O OTC é
uma estrutura metélica cilindrica composta por uma base na qual as amostras sdo
colocadas, uma insercdo contendo perfuracGes para permitir a exposicdo e remocéo da
solucdo de vitrificacdo e uma tampa para fechar hermeticamente o dispositivo. Este
dispositivo evita 0 contato com o nitrogénio liquido e melhora a troca de calor, sem
expor o tecido do ovario aos contaminantes. Entretanto, Bandeira et al. (2014) fizeram a
comparagdo do OTC com o SSV, a fim de avaliar a influéncia dos métodos de
vitrificacdo na matriz extracelular e no desenvolvimento folicular ovariano, e
concluiram que o método OTC é mais eficiente que o SSV por preservar a viabilidade e
morfologia folicular e permite um melhor desenvolvimento do foliculo ovariano, além
de ser capaz de manter a integridade dos componentes da matriz extracelular do ovario
em ovinos. Carvalho et al. (2013) acrescentam ainda que a densidade celular de estroma
ndo € reduzida pelo OTC e sugere que ele, satisfatoriamente, armazena a populagéo de

células estromais e que nele o estresse oxidativo parece ndo afeta-las.

2.2.2. Agentes crioprotetores (ACPSs)

Como anteriormente descrito, o sucesso da criopreservacdo depende de ACPs,
sendo necessario identificar o mais eficiente, com sua concentracdo adequada para que
possa ser utilizado para reducdo de perdas durante os procedimentos de criopreservacao.
Os ACPs sdo agentes quimicos que protegem as células contra formac&o de cristais de
gelo, desidratacéo, resfriamento e danos causados pela reducdo extrema de temperatura.
No geral, esses agentes podem penetrar com facilidade as membranas das células (ACP
intracelular ou permedveis), substituindo parcialmente moléculas de agua que sairam
em virtude da criopreservacdo, formando ponte de hidrogénio com moléculas de dgua

intracelular remanescentes, atrasando, com isso, a diminuicdo da temperatura da mistura
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resultante, prevenindo assim, a cristalizacdo de gelo por reduzir o ponto de congelacao
(RALL et al., 1984; PEREIRA; MARQUES, 2008). Em contrapartida, ha 0s que nao
penetram (ACP extracelular ou ndo-permeéveis), permanecendo no meio extracelular
para proteger o material bioldgico com a retirada de 4gua de dentro da célula causando
desidratacdo e aumento da concentracdo de ACP intracelular. As membranas celulares
também sdo protegidas pelos ACPs extracelulares, por meio da sua ligagdo as cabegas
dos grupos fosfolipidios, mantendo a estabilidade da membrana; assim como também,
aumenta a viscosidade do meio, diminui a concentracdo de eletrolitos durante a
criopreservacao, evitando riscos osmoticos (HOVATTA et al., 2005; SANTOS, 2007a;
SANTOS et al., 2008; 2010).

A maioria dos protocolos de criopreservacdo foram realizados na presenca de
ACPs intracelulares como o dimetilsulféxido (DMSO), 1,2-propanodiol ou propileno
glicol (PROH), etilenoglicol ou etanodiol-1,2 ou glicol (EG) e glicerol ou glicerina ou
1,2,3-Propanotriol (GLI), em concentracbes variando de 0,5 a 3,0 M (humano:
NEWTON et al, 1996; gato: JEWGENOW et al, 1998; cabra: RODRIGUES et al, 2004;
SANTOS et al, 2006b, 2007a; 2008b; ovelhas: SANTOS et al, 2006a, 2007b; gado:
CELESTINO et al., 2007), e suas massas moleculares sdo de 78 g/mol, 76,09
g/mol, 62,07 g/mol, 92,09 g/mol com temperatura de congelamento de 18,5°C, -60°C, -
13°C, 17,8°C, respectivamente. O mecanismo de acdo desses crioprotetores tem como
base a ligacdo a estruturas que promovem pontes de hidrogénio com as moléculas de
agua. Estas ligacdes mudam a orientacdo da molécula de agua nos cristais de gelo,
criando um ambiente menos nocivo para as células (DALIMATA; GRAHAM, 1997,
LIMA, 2006).

Para a maioria das células, o glicerol é o agente de escolha porque é geralmente
menos toxico do que o DMSO. Mas, DMSO é mais penetrante, e € geralmente o agente
de escolha para as células maiores e mais complexas (EROGLU et al., 2000; EROGLU;
TONER; TOTH, 2002). Entretanto, de acordo com FUKU et al. (1992), o DMSO,
PROH e EG possuem maior capacidade de penetracdo a membrana celular que o GLI, o
que pode levar a menores taxas de FOPAs viaveis. Adicionalmente, HOVATTA (2000)
observou que o EG penetra no tecido mais rapidamente que o PROH e DMSO e que o
GLI possui uma acdo mais lenta e, consequentemente, menos eficiente. Contudo, 0 uso
de PROH como crioprotector pode causar efeitos deletérios no tecido estromal e nos

foliculos. Embora a descongelacdo a 30°C pode reduzir este efeito, a utilizacdo de
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outros agentes crioprotectores pode ser indicada para fornecer um seguro método de
preservacédo da fertilidade em mulheres (OSKAM; ASADI; SANTOS, 2010).

Pinto et al. (2008) mostraram ser possivel manter a viabilidade folicular apds
criopreservacao de tecido ovariano exposta a baixas concentracdes de DMSO (1,0 M,
durante 10 min), bem como em um curto periodo (5 minutos a 1,5 ou 2,0 M DMSO).
No entanto, Rodrigues et al. (2006) demonstraram que a viabilidade folicular apds 5
dias de cultivo de FOPAs criopreservados foi similar DMSO ou EG, tanto no fragmento
do tecido ovariano quanto nos foliculos isolados. Varias pesquisas mostram ambos
crioprotetores sendo utilizados com sucesso para criopreservacdo de tecido ovariano
(CECCONI et al., 2004; DEMEESTERE et al., 2006; CELESTINO et al., 2007;
FAUSTINO et al., 2010; JIN et al., 2010). No entanto, Santos et al. (2006b)
demonstraram que a utilizacdo de EG e sacarose parece ser importante para a
manutencdo da viabilidade de foliculos pré-antrais, sendo o EG mais eficiente que o
DMSO, em virtude de seu peso molecular ser mais leve (62.07 kDa) que o DMSO
(78.13 kDa), facilitando com isso sua penetracgdo no tecido ovariano.

Ja os ACPs extracelulares mais utilizados na criopreservacdo Sao: sacarose,
rafinose, trealose. Entretanto, além de seu efeito crioprotetor, estas substancias também
podem ser toxicas para as células, principalmente durante o periodo de exposi¢do
(RODRIGUES et al, 2004; 2006; SANTOS et al, 2006a; 2007a; CELESTINO et al, 2007),
e todos sdo amplamente usados como crioprotectores naturais e estabilizadores durante
a desidratacdo e que, complementarmente, sua combinacdo com outros mais ACP
intracelulares torna o processo menos toxico e mais eficaz do que se for utilizado um
unico tipo de crioprotetor (EDYTA; ALI, 2011)

A sacarose € um crioprotetor bastante utilizado na criopreservacdo de tecido
ovariano (BRITO et al., 2014;YOUM et al., 2014), e estudos de Fabbri e seus
colaboradores (2014) tém mostrado que o compartimento estromal manteve
caracteristicas morfoldgicas e ultra-estruturais semelhantes ao tecido fresco, enquanto o
citoplasma do odcito foi ligeiramente danificado, quando vitrificados na presenca de
PROH, EG, sacarose e soro humano em PBS. Todavia, quando vitrificados utilizando
EG, DMSO e sacarose ou trealose, outro estudo recente mostrou que ndo houve
difererenga significativa entre os tratamentos com os dois tipos de crioprotetores
externos, quando comparados com o controle (TIAN et al., 2015). No entanto, com
relacdo a trealose, sua utilizagcdo na criopreservacdo de tecido ovariano € muito rara.

Pesquisas tém sido feitas sugerindo a presenca da trealose em ambos os lados da
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membrana celular, através da associacdo com lipossomas (BANERJEE, 2001). E, Motta
et al. (2014) constataram que o dissacarideo é um potente crioprotetor de células do
sangue do corddo, e que a solucdo contendo trealose intra e extracelular melhora a
criopreservacao em Células-tronco hematopoiéticas.

Outras pesquisas relataram efeitos benéficos na utilizacdo de rafinose na
criopreservacao de varios tecidos humanos, antes do transplante (MUHLBACHER;
LANGER; MITTERMAYER, 1999; ZHENG et al., 2008). E, crescimento folicular foi
observada apo6s xenotransplante subcutaneo de tecido ovariano humano criopreservado
com PrOH e rafinose, bem como antioxidantes (GOSDEN et al., 1994; SCHUBERT et
al.,, 2008). Curiosamente, Sanfilippo et al. (2013) mostraram que, apds a
criopreservacao, com a utilizacdo de PROH e rafinose como ACPs, o cOrtex ovariano
humano manteve a sua integridade, além de marcadores de funcionalidade no CIV.
Entretanto, o Unico relato de vitrificacdo observado até o momento foi feito por Nagano
et al. (2007), que examinaram o efeito da técnico na sobrevivéncia de FOPAs isolados,
utilizando o EG e a rafinose como ACPs, e concluiram que a exposi¢do a solu¢do com

rafinose causa vascularizacdo citoplasmatica nas células da granulosa.

2.2.3. Estresse osmoético, oxidativo e mecanismos homeostaticos

Apesar dos ACPs melhorarem a sobrevivéncia celular por evitar danos causados
pela reducdo extrema da temperatura e desidratacdo e pela formacéo de cristais de gelo,
eles também podem acarretar outras injurias nas células, como danos a organelas
celulares (SARAGUSTY et al., 2009; SPRICIGO et al., 2012) e o estresse osmatico,
devido a alta concentracdo de soluto. Com isso, essa toxicidade do ACP depende do
tipo, da concentracdo, e da temperatura de exposicdo (COMIZZOLI et al., 2004,
PEDREIRA & MARQUES, 2008). Portanto, para evitar essa injaria, os ACPs
permeavel devem estar equilibrados alcancando uma desidratacdo e a penetracdo
suficiente no material biol6gico, reduzindo danos citotoxicos (Amorim et al., 2006). Da
mesma forma, o ACP ndo permedvel em concentracGes ideiais de sobrevivéncia podem
reduzir o choque osmdtico e controlar a saida de agua intracelular, limitando assim o
risco de inchaco celular (LUVONI, 2006).

Para tanto, o periodo de equilibrio, que é o tempo de exposicdo do tecido
ovariano ao agente crioprotetor, é crucial pois permite a saida de agua e a penetracao do

ACP de forma adequada na crioreservacdo (CANDY et al., 1997). Entretanto, nesse
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periodo ha um desbalanco osmético através da membrana celular que conduz a
migracdo da &gua para fora da célula. Porém, se muita agua permanece dentro da célula
ainda, danos devido a formacéo de cristais de gelo e/ou recristalizacdo podem ocorrer
(FARRANT, 1980). Essa desidratacdo e re-hidratacdo com crioprotetores ocorre
através de proteinas de canais de agua conhecidos como aquaporinas, que podem
aumentar a permeabilidade celular para os mesmos (CAMARGO et al., 2011). Por
exemplo, as aquaporinas 3 (AQP3) e 9 (AQP9), que permitem a entrada de
crioprotetores, sdo moduladas de acordo com a composi¢do da solucdo de vitrificacdo
CcOmo uma resposta ao estresse osmatico (SALES et al., 2016).

A regulacdo osmdtica é importante para a funcdo Otima de macromoléculas
intracelulares (YANCEY et al., 1982; CHAMBERLIN & STRANGE, 1989; PARKER,
1993; HAUSSINGER, 1996). Essa regulacdo normalmente ocorre naturalmente através
de varios tipos de transporte de ions mono- ou divalente (HAUSSINGER, 1996).
Alguns solutos organicos de baixo peso molecular também possuem essa atividade.
Contudo, a maioria dos organismos vivos responde ao estresse osmético produzindo
osmoprotetores ou solutos compativeis que sdo projetados para ajudar o citoplasma a
manter uma pressdo osmatica equivalente com o ambiente externo sem acumular alta
concentracdo de sal intracelular (CSONKA & EPSTEIN, 1996). O estresse osmotico
atribui diferentes mudancas fisiologicas. As células primeiro sdo habilitadas a aumentar
a sintese de proteinas ABC relacionadas a transporte (PRASAD et al. 2003), o que
permite a internalizacdo dos solutos compativeis (OBIS et al., 1999). Embora uma
variedade de solutos compativeis estejam disponiveis (KEMPF & BREMER, 1998), a
betaina é um dos mais importantes, em termos de nivel de osmoprotecdo em ambos
sistemas  procariotas e eucariotas (BAGNASCO et al., 1986; BELLINGER &
LARHER, 1988; BEUMER et al., 1994).

Outro agravante é o estresse oxidativo que durante a criopreservacdo pode ser
gerado através de diferentes mecanismos, como o0 aumento do metabolismo oxidativo e
0 proprio estresse osmatico, que podem resultar na alteracdo da integridade e potencial
de membranas celulares. Essa toxicidade é um dos fatores fundamentais limitantes para
a criopreservacdo de sistemas vivos tanto por congelamento quanto por vitrificagdo
(Revisado por FAHY, 2010). O estresse oxidativo é definido como um desbalango
intracelular entre a producdo de ROS (oxidante) com os mecanismos de defesa da célula
(antioxidante), favorecendo a formacdo de perdxidos causando estresse e,

conseqlientemente, sequielas patoldgicas, responsaveis por diferentes tipos de danos,
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incluindo a peroxidacéo lipidica de membranas, a oxidacdo de aminoacidos e acidos
nucleicos, apoptose e necrose (Fig.04) (HALLIWELL et al., 1992; LIMA-VERDE et
al., 2007).
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Fig 04. Desenho esquematico do possivel efeito do desbalango metabdlico provocado pela (1)
exposicdo a ACPs: (2) Perturbagdo da atividade metabolica, com a produgdo excessiva de ROS;
(3) Mudanca na expressdo génica, para a formacdo de antioxidantes; (4) peroxidacéo lipidica da
membrana mitocondrial, por causa da elevada reatividade de ROS; (5) resultando na ativacéo de
receptores de morte, (6) liberacdo de citocromo C e o (7) acionamento da cascata das caspases,
levando a (8) sinais de morte celular por apoptose. O excesso de ROS intracelular pode provocar
a (9) peroxidacao lipidica da membrana plasmatica, (10) liberacdo de ROS ao meio extracelular
e, com isso, a necrose tecidual. Fonte modificada: Choi et al. (2007).

Metabolitos Reativos do Oxigénio (ROS, do termo em inglés Reactive Oxigen
Species) sdo compostos quimicos, que apresentam uma divisdo: espécies radicalares
(com elétrons desemparelhados — radicais livres) que provocam atracdo de outras
moléculas, por sua elevada reatividade, e o0s ndo-radicalares (sem elétrons
desemparelhados). Os ROS sdo produzidos como subprodutos de reacdes de oxidacéao e
reducdo, sendo encontrados em todos os sistemas bioldgicos, em condicdes fisiologicas
do metabolismo celular aer6bico (cadeia respiratéria mitocondrial), formando, por
exemplo, os O2e- (radical anion superéxido), H,O, (peroxido de hidrogénio), *OH
(radical hidroxila) (Ryter & Choi, 2005; Tatone et al., 2010). Eles sdo capazes de se
difundir e passar através de membrana celular e alterar a maioria das moléculas
celulares. As consequéncias sdo multiplas e incluem alteragdes mitocondriais e apoptose
(CHOI et al., 2007), e seus efeitos sdo dose-dependentes, em baixos niveis regulam
funcgdes celulares e agem como sinalizadoras através da ativacéo de fatores especificos

de transcricdo, mantendo o metabolismo energético. Quando em altos niveis, estas
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moléculas irdo exercer estresse oxidativo nas células e provocar profundas mudancas na
expressao génica (RYTER & CHOI, 2005; LIMA-VERDE et al., 2007; TATONE et al.,
2010). A regulagdo da expressdo génica e funcdo de proteinas por ROS séo conhecidas
como “reguladores de redox”, que implica na hipdtese de que existe um mecanismo
pelo qual uma célula “sente” as concentragdes endogenas de ROS ou RNS (espécies
reativas de nitrogénio) e “reage” por alterar o pérfil de expressdo génica, manifestando
uma adaptacdo ou resposta de sobrevivéncia (FIG 04) (RYTER & CHOI, 2005).

Quando esse equilibrio fisiologico esta perdido, danos ao DNA (p.ex., radical
HO- que pode se ligar a bases do DNA ou abstrair seus atomos de hidrogénio),
proteinas e lipideos podem ocorrer. Acidos graxos poli-insaturados sdo, para 0s
oxidantes que reagem com a bicamada lipidica, alvos mais provaveis do que o DNA,
alterando membranas (peroxidacdo lipidica) (LUZ et al, 2012), dentre elas a
mitocondrial interna liberando proteinas pro-apoptoticas, como o citocromo C e outros
fatores apoptogénicos, ativando a morte celular programada (RYTER & CHOI, 2005;
ELMORE, 2007; TATONE et al., 2010). Agarwal et al. (2003) sugerem o envolvimento
dos ROS no processo de apoptose no ovario, pela associacdo do transporte de elétrons
(mitocondrial) com a esteroidogénese, principalmente em células da teca em foliculos
antrais (ORTEGA-CAMARILLO et al., 2009). Adicionalmente, o estresse oxidativo
induzido pela criopreservacdo em células da granulosa esta4 envolvido na ativacdo de
caspase-8, -9 e -3, com vias apoptéticas dependentes. Porém, novos estudos ainda sdo
necessarios para esclarecer o mecanismo preciso de regulacdo da apoptose (ZHANG et
al., 2013).

A criopreservacdo € um processo que tornam as células mais sensiveis a
producdo de ROS, podendo provocar seu aumento. Entretanto, ha trés estratégias que
evitam o estresse oxidativo, tais como: contrabalancear o dano por prevenir a formacéo
de ROS; intercepcdo por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos; e o reparo celular
(GUERIN et al., 2001). Rahimi et al. (2003) sugeriram que o aumento dos niveis de
ROS apés vitrificacdo pode levar significativamente a apoptose, reduzindo a qualidade
do material biolégico. Exatamemte por isso é necessario a utilizacdo de solucGes de
vitrificacdo suplementadas com eliminadores de radicais livres, os antioxidantes, que
evitam o dano tecidual mediado por ROS, que podem ser enzimaticos e néo
enzimaticos.

Os antioxidantes enzimaticos sdo compostos pelas enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxirredoxinas (PRX), glutationa (GSH),
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glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPX) (mais importante na remogéo
de perdxidos na célula). O SOD protege contra o estresse oxidativo e é importante para
fungdes ovarianas, como desenvolvimento e sobrevivéncia folicular; e catalisam a
dismutacéo do radical superdéxido, convertendo-o em peroxido de hidrogénio (HO et al.,
1998; MATSUK et al., 1998). A CAT reduz ou decompde o H,0O,, convertendo-o em
agua e oxigénio molecular (RYTER & CHOI, 2005; LIMA-VERDE et al., 2007;
TATONE et al., 2010). Esses antioxidantes sdo purificados e comercializados, servindo
como suplemento em sistemas de criopreservacao. Carvalho et al. (2014), por exemplo,
avaliaram o efeito da suplementacéo da catalase em ambas solucdes de vitrificacdo e de
lavagem (devitrificacéo), sobre a producdo de ROS em tecidos ovarianos de caprino, e
observaram que a presenca de catalase reduz os efeitos prejudiciais de vitrificagdo
provavelmente devido a acdo de quebrar H,O, em agua e oxigénio como citado
anteriormente (CHI et al., 2008), entretanto o estudo conclui que o melhor passo € a
adicdo da catalase apenas na solucédo de vitrificacdo. Esse raciocinio pode ser justificado
visto que outros investigadores sugeriram que 0 excesso de antioxidantes pode resultar
em toxicidade celular ndo apenas no tecido de ovario, mas também no esperma e
embrides criopreservados (DONNELLY et al., 1999; LUZ et al, 2012). A concentracdo
da catalase (20 Ul / mL) utilizada neste estudo foi baseado em Luz et al. (2012), com
taxas semelhantes de foliculos pré-antrais morfologicamente normais apds o
congelamento tecido ovariano caprinos em relacédo ao tecido fresco.

Por outro lado, os antioxidantes ndo enzimaticos representam um grande namero
de compostos de baixo peso molecular (maioria provido por meio de dietas), que
incluem as vitaminas C (&cido ascorbico) e E (tocoferol), diferentes compostos de
selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido Urico e &cido lipoico, que participam através
do bloqueio da acdo dos radicais livres (LIMA-VERDE et al., 2007; TATONE et al.,
2010). Outro antioxidante ndo enzimatico ¢ o O 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-
24cido carboxilico, posteriormente designado com o nome de Trolox (CORT et al.,
1975), que é um analogo hidrossolivel do tocoferol, que foi sintetizado por Scott e sua
equipe em 1974 e indicado como antioxidante para a preservacdo de 6leos e gorduras
(LIMA-VERDE et al., 2007). O mecanismo de acdo do Trolox € semelhante ao da
vitamina E, ou seja, envolve o OH fenolico (responsavel por sua atividade antioxidante)
e a remocao de radicais peroxil (LOO-) (ALBERTINI & ABUJA, 1999). Sua estrutura é
composta por um nuacleo cromanol (com atomo de oxigénio), semelhante ao do

atocoferol, e um grupo acido carboxilico no carbono 2 (Fig.05). O OH rapidamente
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reage com LOO-, transferindo seu atomo de H, convertendo em hidroperoxido de
lipideo (LOOH), que é um produto néo radical (FERREIRA, 2008).

r}l.:

Fig. 05. Estrutura molecular do Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-
acido carboxilico). Fonte: Ferreira (2008).

Segundo Barclay et al. (1995), o Trolox tem vantagem sobre 0s outros
antioxidantes que s&o apenas lipossoluveis, como a vitamina E. Devido a sua estrutura
cromanol, que lhe da atividade antioxidante, e ao grupo carboxila, que tem moderado
efeito hidrossoltvel, o Trolox é distribuido em ambas as fases da bicamada de lipidios
das biomembranas, tornando-se um excelente protetor contra a lipoperoxidacédo. Brito et
al. (2013) verificaram o efeito de dois antioxidantes ndo-enzimaticos (selénio e trolox)
em um protocolo de congelagdo convencional em tecido ovariano de macaca-prego, e
foi possivel identificar que o selénio é tdxico dependendo da concentracdo usada, e que
a suplementacdo com 50 mM de Trolox pode evitar estresse do reticulo endoplasmatico
e, consequentemente, proteger o tecido ovariano da vacuolizacdo citoplasmatica, que

pode ser causada pela criopreservacao.

2.3. UTILIZACAO DO TECIDO OVARIANO VITRIFICADO EM SISTEMAS
DE CULTIVO IN VITRO

A partir do momento que se criopreserva tecido ovariano, existem varias opc¢des
disponiveis para seu posterior uso, como o cultivo in vitro ou in vivo. Estudos tém
mostrado que para a utilizacdo apo6s a estocagem, no caso de tecido ovariano ou de
foliculos isolados, pode ser feito um cultivo in vitro (CIV) de curto ou longo prazo, para
a manutencdo da sobrevivéncia e desenvolvimento folicular (BIRON-SHENTAL et al.,
2004; KIM et al., 2004). Cecconi et al. (2004) confirmam a importancia do CIV como
uma ferramenta para avaliar o processo de criopreservacao de foliculos na fase inicial,
sendo ainda uma alternativa para preservar a fertilidade e obter oocitos maduros a partir

de foliculos isolados. Sendo o CIV, portanto, uma importante estratégia tanto para o
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aperfeicoamento de protocolos de vitrificacdo, quanto para a retomada da
funcionalidade reprodutiva, implicando na preservacdo de germoplasma de animais
valiosos para a preservacdo da biodiversidade, e constituindo uma alternativa para
jovens pacientes com cancer, que se submetem a tratamentos como quimio- e
radioterapia (PARIS et al., 2004; JEWGENOW & PARIS, 2006).

Além disso, o CIV possibilita a manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos
pré-antrais (MOIFOPA). A MOIFOPA € uma técnica que consiste no isolamento ou
resgate de foliculos pré-antrais, visando promover o crescimento, a maturacdo e a
fecundacéo in vitro dos odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais, sendo de
grande importancia, tanto para a pesquisa fundamental ou béasica (como o melhor
entendimento dos mecanismos relacionados a foliculogénese na fase pré-antral), quanto
para a reproducdo assistida, pois foliculos pré-antrais podem ser recuperados do ovario
de mulheres impedidas de reproduzirem naturalmente ou mesmo de animais
imediatamente ap6s a morte ou o abate.

Para alcangar resultados bem-sucedidos durante CIV de foliculos pré-antrais nas
varias espécies mamiferas, foram desenvolvidos vérios sistemas de cultivo, com o
intuito de promover o crescimento e garantir a manutencéo da viabilidade dos foliculos
pré-antrais in vitro da maneira mais apropriada possivel. Nesse sentido, foliculos pré-
antrais podem ser cultivados in situ (inseridos no cértex ovariano) ou na forma isolada
do estroma ovariano. Os sistemas de cultivo de foliculos isolados podem ainda ser
classificados como bidimensional (EPPIG & SCHROEDER 1989; CORTVRINDT et
al., 1996), no qual apenas parte da superficie dos foliculos entra em contato direto com a
placa de cultivo (NATION & SELWOOD, 2009), ou ainda de forma tridimensional, na
qual os foliculos séo cultivados inseridos em uma matriz como o coldgeno (OKTEM &
OKTAY, 2007) ou alginato (WEST et al.,, 2007; SONGSASEN et al., 2011).
Adicionalmente, estudos tém mostrado também um cultivo de dois passos, associando o
o0 posterior desenvolvimento de foliculos secundarios isolados, os quais podem fornecer
também od6citos maduros in vitro (O'BRIEN et al., 2003). Usando este sistema de
cultivo, Eppig e O'Brien (1996) alcancaram um desenvolvimento in vitro completo,
comecando com o oocito de foliculos primordiais de ovarios de camundongos recém-
nascidos e culminando com o nascimento de crias vidveis apds a obtencdo de odcitos

maturos a partir do cultivo de foliculos secundarios isolados. Adicionalmente, Telfer et
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al. (2008) mostraram que o cultivo em duas etapas, possibilitou alcancar o
desenvolvimento acelerado de foliculos primordiais humanos para a fase antral.

No tocante a especie felina, ndo ha muitos relatos na literatura, porém ja foi
documentado o crescimento folicular, mas até o0 momento sem a formacao de antro,
além disso, pouco se sabe sobre a regulacdo da viabilidade de foliculos primordiais ou a
ativacdo em alguma espécie felina JEWGENOW & STOLTE, 1996; ALVES et al.,
2012; WONGBANDUE et al., 2013). Fujihara et al (2012) desenvolveram protocolo de
recuperacdo de tecido ovariano fresco de gata, e que revelaram requisitos espécie-
especificos para preferéncia de meio, pois o tecido ovariano de gata prefere minimum
essential medium (MEM) que o a-MEM, com resultado pelo qual foliculos ovarianos
permeneceram viaveis por até duas semanas, contrario do a-MEM que mateve viavel
até apenas trés dias, concluindo ainda que a diferenca entre estes dois meios é a
concentragdo de aminoacidos muito maior no a-MEM, que para o foliculo do gato pode
ser toxico, por apresentar baixo metabolismo de aminoéacidos (SPINDLER et al 2000;
SONGSASEN et al., 2007). Adicionalmente, o fator de crescimento epidérmico (EGF)
e seu receptor desempenha um paple importante na foliculogénese felina (GORITZ et
al., 1996). O EGF é um conhecido polipeptideo mitogénico envolvido na regulacdo da
proliferacdo celular em mamiferos, e tem sido mostrado estimular o aumento de
tamanho in vitro de o6citos e foliculos de cabra durante a transicdo do foliculo
primordial a primario (SILVA et al., 2004). Esse fator de crescimento, na concentracao
de 100 ng/ml, manteve viabilidade folicular de gata, ap6s 14 dias de cultivo, através do
aumento da expressao de vias da proteina quinase de ativacdo mitogénica (MAPK) e a
fosfoinositol 3-quinase (PI3K) (FUJIHARA et al., 2014).

No obstante, apesar de que o tecido do ovario felino tanto fresco quanto
congelado é favordvel para o cultivo in vitro e in vivo (BOSCH et al., 2004;
WIEDEMANN et al. 2012; 2013; FUJIHARA te al., 2012; 2014), quase ndo ha relatos
de cultivo in vitro ap6s a vitrificacdo, e 0s que existem apresentam uma baixa taxa de
foliculos morfologicamente normais (13,9%) (MOUTTHAM & COMIZZOL, 2016),
tornando assim um desafio. Por esta razdo, estudos futuros que envolvam estabelecer
um protocolo de cultivo in vitro ou in vivo de foliculos pré-antrais inclusos em tecido
ovariano vitrificado de gata é fundamental, para obtencdo de melhores taxas de
sobrevivéncia folicular, dando possibilidade de acesso do pool de odcitos, apos CIV de
tecido ovariano, que poderiam ser maturados e fertilizados in vitro, para a producdo de

embrides in vitro e nascidos vivos.
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3. HIPOTESES CIENTIFICAS

Diante do exposto, foram formuladas as seguintes hip6teses cientificas:

v" O meio-base (DMEM; MEM; TCM199; RPMI-1640) utilizado na vitrificacdo
influencia na taxa de degradacao morfoldgica de foliculos ovarianos;

v' O tipo de crioprotetor extracelular e a sua concentracdo influenciam na

preservacdo do tecido ovariano durante a vitrificacao;

v A combinacdo de dois tipos de crioprotetores intracelulares interfere na

eficiéncia da preservacao do tecido ovariano vitrificado;

v O tipo de técnica de vitrificacdo (SSV ou OTC), utilizada durante o processo,
influencia na preservacao do tecido ovariano e no desenvolvimento de foliculos

ovarianos apos cultivo in vitro;
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4. OBJETIVOS

4.1.0BJETIVO GERAL

v’ Estabelecer um protocolo eficiente de vitrificagdo de tecido ovariano de gata

domeéstica (Felis catus).

4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

v" Verificar o efeito de diferentes meio-base na taxa de degradacdo morfoldgica de

foliculos ovarianos apés vitrificacao;

v Avaliar diferentes concentracfes de trés tipos de crioprotetores extracelulares

(sacarose, trealose e rafinose) na preservacdo do tecido ovariano de gata;

v Investigar o efeito de dois tipos de técnica de vitrificacdo (SSV ou OTC), na

manutencdo do tecido ovariano de gata;

v Analisar o efeito da combinacdo de dois tipos de crioprotetores intracelulares

(EG e DMSO) na preservagéo do tecido ovariano;

v"Avaliar a influéncia de um cultivo in vitro na sobrevivéncia folicular do tecido

ovariano vitrificado de gata;
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5. CAPITULO 1

Vitrificacao de tecido ovariano de gata doméstica (Felis catus): Um modelo para a

preservacao da fertilidade de felinos silvestres

Periodico: Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira (a ser submetido)
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RESUMO

As atividades humanas e seus efeitos tém ameacado significativamente padrdes
genéticos de populacbes de felinos silvestres. Baseado nisso, a restauracdo da
preservacdo in situ deve ser a prioridade para essas espécies de felideos, e o
desenvolvimento de medidas ex situ tambem é fundamental para a preservacdo de
recursos genéticos, apoiando a reproducéo de felinos. O gato doméstico (Felis catus)
tem sido utilizado como um modelo experimental. O desenvolvimento de protocolos
eficientes de vitrificacdo de tecido ovariano de gata domeéstica poderd ser uma
alternativa para a preservacao da fertilidade de femeas felinas silvestres. Varios fatores
podem afetar o0 sucesso da técnica, tais como a tolerancia ovariana a solucdo de
vitrificagdo (meio-base, e crioprotetores intra- e extracelulares) e técnicas utilizadas.
Estes estudos mostraram que o sucesso do protocolo de vitrificagdo de tecido ovariano
felino depende do meio-base utilizado, pois 0s que apresentam vermelho fenol em sua
formula podem provocar um efeito prejudicial na morfologia de foliculos pré-antrais.
Além disso, a combinacédo de trealose como crioprotetor extracelular, com etilenoglicol
(EG) sozinho ou adicionado de dimetilsuféxido (DMSQO), juntamente com 0s métodos
tanto de Solid Surface Vitrification (SSV) quanto Ovarian Tissue Cryosystem (OTC),
apresentam sucesso na preservacdo do tecido ovariano vitrificado. Entretanto, o uso do
tecido ovariano ap0s a vitrificagdo ainda é considerado um desafio, por sua taxa elevada
de degeneracdo. Por esta razdo, estudos futuros que envolvam estabelecer um protocolo
de cultivo de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano vitrificado de gata
doméstica sdo fundamentais para sua aplicabilidade comparativa e inclusdo de espécies

felinas silvestres em programas de reproducdo assistida.
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INTRODUCAO

Em virtude de inimeros impactos ambientais provocados pela acdo humana, a
biodiversidade genética de felinos silvestres sofreu declinio populacional
principalmente no século passado (Ceballos et al., 2002; Frankham 2003; 2005;
Palomares et al., 2012; IUCN, 2016). Por conta disso, nos dias de hoje, as espécies de
felideos, com excegdo ao gato doméstico, encontram-se na lista vermelha da Unido
Internacional para conservacdo da natureza (IUCN), em algum grau preocupante nas
escalas de animais em risco de extin¢do (Carrijo et al., 2010). Situacdo esta devido a
caca excessiva, ao abate ilegal, a perda de habitat por degradacdo, desmatamento e
conversdo de areas florestais em campos agricolas e pastagens.

Dentre alguns felinos, a onca-pintada (Panthera onca) e o gato-maracaja
(Leopardus wiedii) sdo espécies em declinio, que estdo quase ameacadas, e tanto o tigre
(Panthera tigris) quanto o leopardo das neves (Panthera uncia) estdo identificados
como espécies em perigo de extingdo (Ver tabela 1) (IUCN, 2016). Portanto, o futuro
desses felinos depende, primeiramente, da restauracao in situ de suas populagdes, assim
como também do desenvolvimento de medidas ex situ de preservacdo de recursos
genéticos. Desta forma, a biotecnologia de reproducéo assistida tem sido sugerida como
ferramenta para apoiar a reproducgdo de felinos em cativeiro e preservar a diversidade
genética existente. Além do que, essa ferramenta auxilia na formacdo de bancos de
recursos genéticos, que permite o planejamento e estudos experimentais no momento
que se deseja utilizar o material, assegurando uma possivel sobrevivéncia futura dessas
populagdes (Holt et al., 1996; Wiedemann et al., 2013). Wiedemann et al. (2012)
propuseram que € possivel preservar células germinativas de leoas mantidas em
cativeiro através da maturacdo in vitro de o6citos, bem como atraves da criopreservacdo

de cortex ovariano e posterior xenotransplantacao.



Tabela 01. Situagdo populacional no século XX e XXI de algumas espécies de felinos, de acordo com a lista vermelha da IUCN.

Século XX Século XXI
Nome popular Nome cientifico . . MP OA VU AE CA EN EX|MP OA VU AE CA EN Ex| 'cndencia
Faixa Geografica atual
Onca Pintada Panthera onca América Norte/Central/Sul X X Declinio
Gato Maracaja Leopardus wiedii América Central/Sul X X X X Declinio
Gato Palheiro Leopardus colocolo Ameérica do Sul X X Declinio
Gato do Mato Grande Leopardus geoffroyi América do Sul X X Estavel
Gato Tigrado Leopardus tigrinus América Central/Sul X X Declinio
Gato Mourisco Herpailurus yagouaroundi América Central/Sul X X Declinio
Puma Puma concolor América Norte/Central/Sul X X Declinio
Gato Andino Leopardus jacobita Argentina, Egrll:\”a' Chile e X X Declinio
Leopardo das Neves Panthera uncia Asia X X Declinio
Gato Pescador Prionailurus viverrinus Asia X X X Declinio
Gato-\éeormztljho—de— Catopuma badia Asia (Indonésia e Malésia) X Declinio
Gato de Cabeca Chata Prionailurus planiceps  Asia (Indonésia e Malasia) X Declinio
Gato de Pallas Otocolobus manul Asia X X Declinio
Gato Marmorado Pardofelis marmorata Asia X X Declinio
Leopardo Nebuloso Neofelis nebulosa Asia X X Declinio
Tigre Panthera tigris Asia X X Declinio
Lince Ibérico Lynx pardinus Espanha X X Crescente
Gato Dourado Africano Caracal aurata Africa X X Declinio
Guepardo Acinonyx jubatus Africa X X Declinio

MP — menos preocupante; QA — quase ameacado; VU — vuneravel; AE — ameagado de extin¢do; CA — criticamente ameagados; EX — Extinto.
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Entretanto, em felinos silvestres um fator limitante para o estudo das células
germinativas femininas é a disponibilidade de ovarios, uma vez que se trata de animais
raros, vulnerdveis ou ameagados de extingdo. Em virtude disso, o gato doméstico (Felis
catus) representa um modelo experimental amplamente utilizado, por apresentar
similaridades filogenéticas, facilidade de manejo e por ndo esta ameacado de extingédo
(Stornelli, 2007; Carrijo Jr et al., 2010), aléem de apresentar aplicabilidade em estudos
paralelos com felinos silvestres ameagados (Wildt et al., 2010), e humanos (Comizzoli
et al., 2010; Comizzoli et al., 2011).

Com isso, pesquisas em gatos tém sido desenvolvidas como, por exemplo, a
maturagdo de odcitos in vitro, fertilizacdo in vitro, transferéncia de embrides (Johnston
et al., 1989; Jewgenow et al., 1997; Ringleb et al., 2004; Jewgenow & Paris, 2006),
producdo de embriBes in vitro de odcitos vitrificados (Pope et al., 2012), ativacdo
partenogenética (Rascado et al., 2010), clonagem (Shin et al., 2002), criopreservacdo de
gametas (Luvoni, 2006) e de tecido ovariano (congelagdo, Lima et al.,, 2006;
vitrificacdo, Brito et al., 2016). Nascimento de gato doméstico apos vitrificacdo de
odcitos maturados in vitro (Galiquis et al., 2014). E, Bosch et al. (2004) demonstraram
também a possibilidade da criopreservacdo de cdrtex ovariano em conjunto com o
xenotransplante em camundongos.

Com relagdo a criopreservacdo de material genético, esta vem sendo uma das
mais promissoras biotécnicas utilizadas, visto que objetiva a possibilidade da formacao
de bancos de germoplasma (Wolf et al., 2004; Domingues & Caldas-Bussiere, 2006;
Santos et al., 2008). Essa crioestocagem pode ser realizada por dois métodos basicos:
congelacdo convencional ou lenta (exposicdo a baixas concentragdes de agente
crioprotetor — ACP — e resfriamento lento controlado em freezer programavel) e a
vitrificacdo (altas concentracdes de ACP e resfriamento ultra-rdpido em nitrogénio
liquido) (Santos et al., 2008). Porém, apesar das duas apresentarem variavel nivel de
sucesso, a vitrificacdo é o método mais rapido (Lin et al., 2008), simples e menos
oneroso, Ndo requer equipamentos especiais e pode ser realizado no campo, quando
algum animal selvagem vier a 6bito (Prentice & Anzar, 2011). Entretanto, varios fatores
podem afetar o sucesso da vitrificagdo, isso inclui a tolerancia a solucéo de vitrificagcdo
(meio-base, crioprotetores intra- e extracelulares) (Brito et al., 2016) e a técnica
utilizada (Bandeira et al., 2014).

Portanto, seria fundamental o estabelecimento de um protocolo préatico e viavel

de vitrificacdo de tecido ovariano de gata, assim como de tecidos de felinos silvestres
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mortos, objetivando a preservacdo dessas espécies, através da implantacdo e
desenvolvimento de projetos voltados a reproducédo (Leon-Quinto et al., 2009; Santos et
al., 2010). Esta revisdo tem como objetivo explanar protocolos ja utilizados na
vitrificacdo de tecido ovariano felino, com meios-base, ACPs e técnicas especificas e
adequadas, para servir de embasamento para pesquisas posteriores na preservacao da
fertilidade de fémeas felinas com o foco ao resgate de populacbes ameacadas de

exting&o.

MORFOFISIOLOGIA OVARIANA EM FELINOS
GoOnada primitiva

Em mamiferos, as primeiras fases de desenvolvimento ovariano comecam
durante o periodo de pré-gastrulacdo do embrido, na camada de células do epiblasto
(parte inferior do disco embrionario e futuro ectoderma), quando linhagens somaticas
diferenciam-se em linhagens germinativas, por fatores de crescimento, tornando-se
PGCs (células germinativas primordiais). As PGCs durante a migracdo e
desenvolvimento das gdnadas primitivas, se diferenciam em oogonias ainda em regides
extragonadais (Ohinata et al., 2009).

Apo6s a colonizacdo do ovario primitivo, PGCs e oog6nias desaparecem dos
ovarios fetais de mamiferos quando a meiose comeca, pois se diferenciam em odcitos
primarios, comecando o processo chamado de oogénese, porém entram em uma parada
no estagio de desenvolvimento (Suh et al., 2002). Essas células germinativas estdo
ligadas por pontes citoplasmaicas intercelulares, onde trocam livremente mitocondrias,
ribossomos e outras organelas (Zamboni & Gondos, 1968), e formam cistos ou
aglomerados de ceélulas que, apds o nascimento, quebram para formar foliculos
primordiais (Pepling & Spradling, 2001), cada um composto por um od6cito, dando
inicio a outro processo conhecido como foliculogénese (Mclaren, 2000; Van den Hurk
& Santos, 2009). Entretanto, é possivel observar alguns foliculos poliovulares, que
contém dois ou mais oocitos (Lima, 2006).

Especialmente em gatas domeésticas, a formacgdo do odcito primario tem inicio
em cerca de 40-50 dias de desenvolvimento fetal e, possivelmente, até oito dias apds o
nascimento, os foliculos encontram-se formados, podendo também ser encontrados
foliculos poliovulares (Ver Fig. 01) (Shehata, 1974; Peters & Mcnatty, 1980; Bristol-
Gould & Woodruff, 2006; Lima, 2006). Esse tipo de achado é muito comum no ovario

da gata jovem, poréem a denominacdo mais apropriada € foliculos multi-oociticos, pois o
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potencial desses odcitos ovular ndo € claro (Bristol-Gould & Woodruff, 2006). Além
disso, Kingsbury (1913) notou que a morfologia tipica do ovario de gatas, com regides
corticais e medulares primitivas, estd totalmente estabelecida pelo 40° dia de

desenvolviemento fetal (75 mm comprimento, cabeca-nadega).

Célula germinativa em diploteno

>

Foliculo
multi-oocitico

Formacio de células
germinativas

FT - 300-1000um

FS- 100-400um

P
~=-- FPI- 20-30um
0 40° 50° ~ 65° D8 4 meses 12 meses
Gata (DO)
doméstca === . .
| Nascimento | |
Formacéo do Foliculos Inicio do recrutamento
0dcito primario primordiais ciclico (puberdade)
formados Desenvolvimento
folicular
A Niveis FSH

Fig.01. Linha cronoldgica representativa da formagao, ativacdo e crescimento de foliculos ovarianos em
gata doméstica. Siglas: FPI — foliculo primordial; FP — Foliculo primario; FS — Foliculo secundario; FT —
Foliculo terciéario; FPO — Foliculo pré-ovulatério.

No ovéario embrionario, a diferenciacdo da rete ovarii (grupos de tubulos) tem
sido associada a um controlo de meiose, organizacao inicial do foliculo e foliculogénese
(contribui para a populacdo de células da granulosa) (Byskov & Lintern-Moore, 1973;
Byskov, 1975; Wenzel & Odend’hal, 1985). Estes tubos sdo normalmente localizados
no hilo do ovario, mas podem se estender através da medula ou até o cértex em algumas
espécies ou podem se restringir no mesovario adjacente ao hilo (Byskov & Lintern-
Moore, 1973; Wenzel & Odend’hal, 1985). O rete ovarii da gata doméstica aparece
como uma ramificacdo de tabulos mesonéfricos proximo do hilo e tdbulos amplamente
separados e revestidos por um epitélio colunar ou cuboide na medula (Byskov &
Lintern-More, 1973; Byskov, 1975; Shehata, 1974; Wilkerson, 1923). No geral, a rete

ovarii esta dividido em trés secges: a rete extra-ovariana, no tecido periovariano,
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estendendo-se para a regido do ducto de Wolff; a rete intraovarica ¢ uma rede
ramificada de pequenos tubos localizada exclusivamente dentro do ovario; e a rete de
conexao, que é um sistema de tbulos que une a rete extraovariana com a intraovarica.
(Byskov & Lintern-Moore, 1973; Wenzel & Odend’hal, 1985)

A rete intraovariana entra em contato direto com cistos e células germinativas do
cortex associando-se as conexfes da medula. Em teoria, as células que englobam os
cistos sdo originarias da rete ovarii (Wenzel & Odend’hal, 1985). Por outro lado, outros
consideram o possivel local de origem no epitélio de superficie do ovario (Juengel et al.,
2002). Na gata domeéstica, foi observado que a membrana que envolve a oogdnia é
continua com o epitélio de superficie do ovério, sendo possivel que células da pré-
granulosa sejam recrutadas a partir de ambos sistemas de rete e o epitélio da superficie

do ovario, para a formacdo do foliculo (Byskov, 1975).

Arquitetura ovariana e seus constituintes

Em todas as espécies de mamiferos, a gdbnada feminina é um 6rgdo complexo e
multi-compartimentado, composto de muitos tipos de células diferenciadas, todas
trabalhando em conjunto para promover diversas fungdes bioldgicas, que incluem a
producdo de células germinativas competentes para a fertilizacdo (odcitos) e a producao
de hormonios, como 0 estrogénio e progesterona, que sdo capazes de influenciar a
funcdo da maioria de outros érgéos e tecidos do corpo (Pereda et al., 2006; Edson et al.,
2009). Em felinos domésticos, os ovarios, O6rgdos pares, situam-se e permanecem
dorsalmente na regido sublombar, caudalmente aos rins, e fixam a extremidade do corno
uterino pelo ligamento proprio do ovario (Konig & Liebich, 2011), apresentando um
tamanho relativo de um centimetro de comprimento por meio centimetro de largura, e
foliculos em crescimento visiveis em sua superficie (Fig. 02), com dois ou mais corpos
liteos (Lima, 2006).
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Fig.02. Ovério de gata doméstica (limitado por uma linha preta), no
qual observa-se também foliculos antrais bem visiveis (setas).

O ovério mamifero € revestido por um epitélio superficial anexado a tunica
albuginea, e é formado por duas regides: uma regido mais interna chamada de medular,
que € composta por tecido conjuntivo e vasos sanguineos, que se ramificam para a outra
regido, chamada de cortical, que se encontra mais proxima ao epitélio. De modo que, é
nesta regido cortical que os foliculos ovarianos sdo observados, contendo od6citos
rodeados por células especializadas, denominadas de granulosa, que podem estar
agrupadas ou ndo com as células da teca (com suas duas camadas, teca externa e
interna), dependendo do estagio de desenvolvimento dos foliculos, os quais fornecem o
ambiente necessario para o crescimento e a maturacdo do odcito, tornando-se, com isso,
a unidade basica estrutural e funcional do ovario mamifero (Van den Hurk & Santos,
2009).

Desta forma, o tecido conjuntivo bem vascularizado, que incorpora os foliculos
ovarianos é chamado de estroma (Van den Hurk & Santos, 2009). Sua matriz
extracelular apresenta varios constituintes, como a elastina, a laminina, a fibronectina e
o colageno, sendo este dltimo largamente distribuido nesse tecido. Contudo, sua
morfologia varia entre o cortex e a medula. No cortex, as células do estroma sdo
organizadas paralelamente a superficie e tm uma estrutura arredondada. Na medula, as
células exibem organizacédo aleatdria e tem uma estrutura alongada, apresentando uma
maior capacidade esteroidogénica; um fato que tem apoiado a hipdtese de que as células
do estroma séo recrutadas pelo foliculo e se diferenciar em células da teca (Shea et al.,
2014).

Como comentado anteriormente, ainda durante a fase embrionaria, o processo da

oogénese comeca com a formacdo de oocitos primarios, oriundos da diferenciacdo de
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oogonias, porém ha um bloqueio no seu estagio de desenvolvimento, exatamente no
dipléteno da profase | meidtica (dictioteno) (Fig.01). Nesse momento, o odcito, que
particularmente em felino, apresenta um elevado teor lipidico (Luvoni et ai. 1997),
contém um nucleo chamado de vesicula germinativa (GV), que ap6s 0 nascimento do
individuo, é cercado por ceélulas da pré-granulosa, formando com isso foliculos
primordiais (Suh et al., 2002; Zuccotti et al. 2011).

Estudos em gatas domésticas tém sugerido que a transi¢do do estagio folicular
preantral para antral é critico por permitir a GV adquirir capacidade meidtica e de
desenvolvimento (Comizzoli et al. 2011). A capacidade oocitaria de recomeco da
meiose ocorre no inicio do estagio antral folicular. Enquanto que a competéncia de seu
desenvolvimento é adquirida durante o final do crescimento do foliculo antral (Zuccotti
et al. 2002; Wu et al. 2006; Lodde et al. 2007). Portanto, para que a 0ogénese seja
concluida, os odcitos primarios precisam completar a sua primeira divisdo meidtica, que
ocorrera apenas na puberdade (formando do primeiro corpusculo polar), periodo no qual
0 odcito comeca a crescer, € as células foliculares a se proliferar. Entretanto, assim que
o foliculo ovariano antral ficar maduro, odcito passara pela sua segunda parada da
divisdo meidtica (metafase 1), a qual sé se completara quando o odcito for fecundado,
liberando o segundo corpudsculo polar, e concluindo com isso a oogénese (Edson et al.,
2009; Van den Hurk & Santos, 2009; Zuccotti et al. 2011).

Deste modo, ap0s células da pré-granulosa serem recrutadas, pequenos foliculos
ovarianos sdo formados, estes sdo chamados de foliculos primordiais e variam de 20 a
30 um em diametro, apresentando odcitos ovoides ou esféricos em GV, com um
citoplasma muito homogéneo e um grande nucleo excéntrico, com auséncia de zona
pellcida. Estes foliculos contém de uma a oito células da pré-granulosa achatadas ou -?
que cercam o odcito (Fig. 03A; B) (Bristol-Gould & Woodruff, 2006; Carrijo et al.,
2010). Os foliculos primordiais representam um estoque de células germinativas em
quiescéncia, € podem ser considerados uma “forma de armazenamento", o que constitui
uma fonte valiosa de odcitos que podem ser utilizados para fins de fertilidade. Esses ndo
sdo distribuidos uniformemente, mas encontram-se predominantemente no cortex do
ovario, localizados em uma camada de 0,5 milimetros pouco vascularizada sob a tanica
albuginea (Fig 03B) (Jewgenow & Paris, 2006; Lima, 2006; Van den Hurk; Santos,
2009). Apesar disso, foliculos ovarianos de gata domeéstica se assemelham com
foliculos encontrados em outras espécies de mamiferos, apresentando a principal

distincdo morfoldgica de uma enorme abundancia de foliculos primordiais localizados
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em todo o cOrtex ovariano, abaixo da tGnica albuginea (Bristol-Gould & Woodruff,
2006; Van den Hurk; Santos, 2009).

Fig 02. Cortes histologicos de tecido ovariano de gata, no qual pode-se observar os
Foliculos pré-antrais. (A,B) foliculos primordiais; (C) Foliculo primario; (D) Foliculo
secundério. Coloragéo HE.

A medida que se diferenciam, os foliculos seguem em fases de ativacdo e
desenvolvimento, podendo ser classificados adicionalmente como: Foliculos de
transi¢do, primarios, secundarios, terciarios e pré-ovulatorios. O foliculo de transicéo se
diferencia do primordial, pois contém uma Unica camada de células da granulosa
achatadas e cuboides, podendo ser evidentes duas formas celulares diferentes no
foliculo (Bristol-Gould & Woodruff, 2006; Edson et al., 2009). Quando aumentam de
tamanho, afastam-se gradualmente do cértex préximo a tunica albuginea, sendo
encontrados na fronteira cortico-medular, que é altamente vascularizado em mamiferos
(Van Wezel & Rodgers, 1996; Jewgenow & Paris, 2006; Van den Hurk; Santos, 2009).

No tocante aos foliculos priméarios (Fig.03C), estes sdo foliculos em
desenvolvimento, que contém odcitos variando de 30 a 50 um em didmetro e uma Unica
camada de células da granulosa cuboides, associadas com o nucleo redondo e
citoplasma contendo filamentos intermediarios de vimentina, que sdo proteinas
dindmicas que compdem o citoesqueleto e que estdo associadas a mudancgas na forma

das células da granulosa (de plana para cubdides), apresentando também uma intensa
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atividade mitotica (Van den Hurk et al., 1995; 1997). Neste estagio, 0s 00citos sdo
similares aos encontrados nos foliculos primordiais, porém é observada em alguns
foliculos uma zona pellGcida bem formada, medindo 4,4 um, em adicdo a uma
membrana basal separando a camada de células da granulosa no estroma ovariano (Fig.
03) (Lintern-Moore, 1974; Barber et al., 2001; Bristol-Gould & Woodruff, 2006; Van
den Hurk; Santos, 2009; Carrijo et al., 2010).

Diferentemente, os foliculos secundérios (Fig.03D) variam muito em tamanho
devido as suas multiplas camadas de células da granulosa, podendo chegar de 100 a 400
pum, e geralmente possui um odcito de 40 a 75 pum de tamanho, com a zona pelucida
totalmente desenvolvida medindo 8,9 um e diversas projecdes de células da granulosa
tém sido observadas invadindo a zona pellcida, com protrusdo em direcdo ao odcito,
onde juncgdes gap foram observadas entre membranas do odcito e células da granulosa,
promovendo as trocas de nutrientes e de hormonios necessarias (Carrijo et al., 2010).
Esses foliculos apresentam duas ou mais camadas de células da granulosa, e 0 comego
da formacdo da camada de células tecais (Fig 03D) (Barber et al., 2001; Bristol-Gould
& Woodruff, 2006).

Foliculos terciarios podem ser similares em diametro aos foliculos secundarios,
porém eles aumentam de tamanho (300 a 1000 pum) com o actumulo de fluido na
cavidade folicular, o antro (Fig. 04). E, sdo cercados por duas a trés camadas de células
da teca. Os od6citos dos foliculos antrais sdo de aproximadamente 75 a 90 um de
didametro (Bristol-Gould & Woodruff, 2006; Santos et al., 2008; Van den Hurk; Santos,
2009; Carrijo et al., 2010). Os foliculos pré-ovulatérios, que corresponde ao estagio
final do desenvolvimento folicular, variam de 2-3 mm de didmetro e contém camadas de
células da granulosa murais e do cumulus, varias camadas de células da teca e um
grande espaco antral, com odcito que varia de 85 a 100um, apresentando uma zona
pellcida de 14,2 um, que em gatas é exclusivamente produzida por células da granulosa
(Barber et al., 2001; Jewgenow e Rudolph, 2001; Bristol-Gould & Woodruff, 2006; Van
den Hurk; Santos, 2009; Carrijo et al., 2010). Esse odcito encontra-se maturo no sentido
nuclear, citoplasmatica e molecular, que envolve a passagem para 0 estagio de metafase
I1, alteracOes das jungdes cumulus-oolema, redistribuicdo celular de organelas, migragéo
de mitocondrias a um posicdo perinuclear, acimulo de granulos corticais ao longo da
oolema, e pela sintese de proteinas necessarias para um futuro desenvolvimento
embrionario (Ferreira et al., 2008; Santos et al., 2008; Van den Hurk; Santos, 2009).
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Fig 04. Corte histologico de tecido ovariano de gata. Foliculo antral. As letras
significam: N- ndcleo, O- o6cito, ZP- zona pelicida, CC- Células do
cumulus, A- Antro, MC- células murais. Coloracdo PAS. Barra: 50um

Além da classificacdo folicular em fases de quiescéncia, ativacdo e
desenvolvimento, Figueiredo (1995) destaca que dependendo da auséncia ou presenca
da cavidade antral os foliculos podem ser divididos como: pré-antrais e antrais. Os
foliculos pré-antrais (Fig.02) sdo os primordiais, transicdo, primario e secundario, que
representam mais 90% da populacao folicular presente no ovario mamifero (Saumande,
1981), e os foliculos antrais (Fig.04) estdo representados pelos foliculos nos estagios
terciarios e os pré-ovulatérios. Em gatas adultas, Lima (2006) estimou a média da
populacdo de foliculos ovarianos de 114.000,00 por ovario, com 85,5% de foliculos
primordiais, 3,5% de foliculos primarios, 4,0% de foliculos secundarios, 6,5% foliculos
terciarios e 0,2% de foliculos pré-ovulatdrios. Entretanto, ao longo da vida reprodutiva
de qualquer mamifero, uma pequena fracdo desses foliculos produz od6citos maduros
competentes & maturagdo e ovulagdo. O resto dos foliculos (> 99,9%) se degenera por
meio de um processo chamado de atresia (Jewgenow & Paris, 2006), que sera discutido

no préximo topico.

Dinamica folicular e o processo atrésico

A foliculogénese € o processo que consiste da formacgdo, crescimento e
maturacéo folicular, e se inicia com a formag&o de foliculos primordiais e culmina com
a ovulacdo por um foliculo pré-ovulatério (Mclaren, 2000; Van den Hurk & Santos,
2009). Desta forma, para que haja um ponto de partida para o desenvolvimento de
foliculos ovarianos, os foliculos primordiais precisam ser primeiramente ativados, o que

vai ocorrer em pequenos grupos (Russe, 1983). Em principio, a ordem de ativacdo dos



51

foliculos primordiais é estabelecida de acordo com a ordem em que 0s mesmos foram
formados (Picton et al., 2008). Apos a ativacao, os foliculos primordiais desenvolvem-
se, e junto com ele, também ocorre o crescimento e diferenciacdo do odcito, pelo seu
aumento em tamanho, teor de proteina (Schultz & Wassarman, 1977) e transcri¢des
essenciais para o desenvolvimento do embrido, que sdo acumulados para posterior
maturacdo, traducdo e clivagem de um futuro embrido (Eppig, 1994).

De modo geral, a foliculogénese ovariana € um processo sinérgico, em que a
comunicacdo cruzada do complexo odcito-granulosa € essencial para que haja 00
desenvolvimento folicular em suas diferentes categorias (Santos et al., 2008; Van den
Hurk & Santos, 2009). Além disso, 0s ovarios de gata apresentam células estromais
posicionadas a responder, multiplicar e crescer quando provocados por fatores de
crescimento apropriados (Uchikura et al., 2010), que sao responsaveis por essa dinamica
em foliculos pré-antrais, apresentando um controle paracrino e autdcrino, entre odcitos,
células da teca, da granulosa e estromais do ovéario (Buratini et al. 2007; Uchikura et al.,
2010).

Desta forma, Pode-se citar alguns fatores de crescimento importantes (Ver
Fig.05), como: Fator de crescimento e diferenciacao -9 (GDF-9, regula o recrutamento
de foliculos primordiais, a proliferacdo e diferenciacdo das células da granulosa),
Proteina morfogenética dssea -15 / -4(BMP-15, homdloga da GDF-9; BMP-4,
apresenta efeito estimulatério na transicdo do foliculo primordial para primario), Fator
de crescimento semelhante a insulina tipo-1 (IGF-1, estimulador da proliferacdo celular,
diferenciacdo e desenvolvimento de células da granulosa), Kit-ligante (KL, estabelece
um papel chave no crescimento oocitario e desenvolvimento estromal e folicular),
Horménio anti-milleriano (AMH, inibidor da ativacdo e crescimento de foliculos
ovarianos), Fator de crescimento epidermal (EGF, fator mitogénico de células da
grabulosa), bem como citocinas e esteréides, que sdo compostos intrafoliculares
importantes (Motta et al., 1997; Mclaren, 2000; Driancourt et al, 2000; Erickson, 2001,
Pereda et al., 2006; Santos et al., 2008; Edson et al., 2009; Mclaughlin & Mclver, 2009;
Van den Hurk & Santos, 2009; Mani et al. De 2010). Adicionalmente, o
desenvolvimento adequado de foliculos pré-antrais dependerda também de vasos do
estroma circundante, visto que esses foliculos ndo apresentam suprimento vascular
proprio (Stouffer et al., 2001).
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Foliculo Antral

Fatores que estimulam
o crescimento

Fatores que inibem o

crescimento |

Foliculo Primordial

Foliculo Primario

Fig 05. Figura esquemética de fatores de crescimento que estimulam e que inibem o
desenvolvimento folicular. Podendo destacar: BMP-4, produzidas por células estromais e tecais;
GDF9, fator abundante em foliculos primordiais e primarios, secretados pelo odécito; EGF,
produzido por foliculos primarios, secundarios e tercidrios; AMH, produzido por células da
granulosa.

Por outro lado, os foliculos antrais (Fig.03) sdo estritamente dependentes de
gonadotrofinas, horménio foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH),
para o seu desenvolvimento e para a formacdo do antro. Para tanto, a camada tecal do
foliculo adquire uma bainha vascular, que contém redes capilares. Esses vasos
proporcionam um aumento da oferta de gonadotrofinas, fatores de crescimento,
oxigénio e precursores de esterdides, bem como outras substancias, para o foliculo
produzir o liquido antral, e com isso, crescer (Baker & Spears, 1999).

As gonadotrofinas atuam em células foliculares com receptores de superficie da
célula. Apesar do FSH se ligar exclusivamente ao receptor de FSH (FSH-R) em células
da granulosa, desde os foliculos secundarios em diante, este horménio pode agir
indiretamente sobre os foliculos primordiais, através de fatores paracrinos secretados
pelos foliculos maiores ou células estromais (Matos et al., 2011). A aquisi¢do do
receptor de LH (LH-R) por células da granulosa em foliculos pré-ovulatorios depende
da acdo de FSH, o que aumenta a transcricdo do gene de LH-R (Gougeon, 1996; Saraiva
et al., 2008; Fabbri et al., 2012).
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Esse fornecimento vascular promove o recrutamento e a selecdo de foliculos,
tornando-se ou subordinados ou dominantes, dependendo de sua responsividade ao
FSH, para os que mais apresentarem receptores para este hormonio. Entretanto, durante
esse desenvolvimento folicular, a producdo de estrogeno e inibina aumentam, sendo
inclusive relatada uma maior concentracdo de estrogeno no fluido folicular de
dominantes em comparac¢do aos foliculos subordinados (Badinga et al., 1992; Fortune,
1994). Provocando, com isso, um feedback negativo, que leva a uma queda do FSH. O
foliculo dominante sobrevive a essa queda, e prossegue seu desenvolvimento até o
foliculo pre-ovulatorio. Mostrando, desta forma, que tanto a regulagdo enddcrina como
a intraovariana estdo completamente envolvidas na selecdo dos grupos foliculares.
Contudo, a interagdo foliculo-foliculo também é essencial, por produzir moléculas
sinalizadoras e inibidoras, como 0 AMH, que sdo produzidos em células da granulosa,
fazendo com que alguns outros foliculos comecem a retardar, tornando-se subordinados,
ou levados a atresia por apoptose (Fig.05) (Baker & Spears, 1999; Axnér & Holst,
2015).

O foliculo pré-ovulatério pode ser caracterizado morfologicamente por varias
camadas de células da granulosa, que apresentam fendtipos diferentes dependendo da
sua proximidade em relacdo a lamina basal folicular ou ao odcito. Essas células
diferenciam-se em duas populaces: as células da granulosa murais, que se alinham na
parede folicular e estdo cercadas por uma camada tecal, com parte interna bem
vascularizada, com abundantes células esteroidogénicas distribuidas em um tecido
conjuntivo frouxo, e outra parte externa, que consiste principalmente de tecido
conjuntivo denso; e as células da granulosa do cumulus, que estdo associados com o
odcito, e que apoiam o desenvolvimento do mesmo. (Van den Hurk & Santos, 2009;
Wigglesworth et al., 2015).

Contudo, essa diferenciacdo ocorre através do FSH, de fatores presentes no
microambiente de células da granulosa, de estrogenos e de fatores paracrinos derivados
de odcitos. Todavia, os foliculos que atingirem tamanho suficiente apresentando
receptores de LH em suas células da granulosa, podem promover destinos diferentes a
essas populagbes apos o pico pré-ovulatorio do LH e a ovulagdo, que depende de uma
impregnacéo suficiente de estrogeno (Malandain et al., 2011). As células murais, como
permanecem dentro do ovario, participam na formacao do corpo luteo, e as do cumulus
sofrem expansdo e acompanham o o6cito em metafase Il pelo oviduto, durante a

ovulacéo (Dekel et al., 1979). As células do cumulus na primeira camada em torno do
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odcito sdo chamadas de corona radiada; e tanto as células de corona quanto as do
cumulus comunicam com a membrana do odcito através de extensdes (Wigglesworth et
al., 2014).

O corpo luteo é uma glandula enddcrina, que se desenvolve de forma temporaria
para a producdo e secrecdo de progesterona. Curiosamente, a lince (Lynx spp) evoluiu
uma fisiologia ovariana unica, diferente da gata doméstica e de outros felinos, com um
corpo luteo persistente e niveis de progesterona elevada (P4, niveis basais de 5 ng/mL),
durante todo o ano. O corpo luteo permanece ativo, incluindo a secrecdo de P4, durante
pelo menos 2 anos (Painer et al., 2014). Adicionalmente, tanto o foliculo ovariano e
como o corpo luteo também podem produzir varios fatores angiogénicos. Dentre estes,
acredita-se que o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) desempenha um
papel crucial na regulacdo da angiogénese no ovario (Tamanini & de Ambrogi, 2004),
que parece esta envolvido em diversos processos, incluindo a sobrevivéncia folicular e
crescimento (Danforth et al 2003; Quintana et al., 2004; Roberts et al. 2007).

Com isso, independente da dindmica observada na foliculogénese
(diferenciacdo, ativacdo, desenvolvimento, sobrevivéncia, dominancia e ovulagdo), este
processo, que é continuado ao longo de sua vida reprodutiva, pode declinar em gatas
mais velhas (apds 8 anos de idade), deixando de apresentar um ciclo reprodutivo
regular, o que pode levar a infertilidade ou baixa fertilidade. Esse fenbmeno é natural
com o avanco da idade em mamiferos no geral, pois 0 nimero de foliculos primordiais
degenerados aumenta (Erickson, 1966). Inclusive pode haver o esgotamento de
suprimento de odcitos, ocorrendo uma senescéncia ovariana em algumas espécies
(Asselin et al., 2000; Kim & Tilly, 2004; Krisko et al., 2008; Santos et al., 2008).
Muitos estudos confirmam que esse processo, chamado de atresia ou morte folicular, é
um fendmeno fisioldgico e destino da maioria dos foliculos, visto que, menos de 1%
deles ovulam, enquanto que o resto torna-se atrésicos, por meio da degeneracgdo celular
(Saumande, 1991; Reynaud & Driancourt, 2000) ou por apoptose (morte celular
programada) (Asselin et al., 2000; Santos et al., 2008; Van den Hurk & Santos, 2009).

Com o avanco da idade de mamiferos no geral, o numero de foliculos
primordiais degenerados aumenta (Erickson, 1966) por atresia. Atresia ou morte
folicular, € um fendmeno fisiologico e destino da maioria dos foliculos, visto que,
menos de 1% deles ovulam, enquanto que o resto torna-se atrésicos, por meio da

degeneracgéo celular (Saumande, 1991; Reynaud & Driancourt, 2000) ou por apoptose
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(morte celular programada) (Asselin et al., 2000; Santos et al., 2008; Van den Hurk &
Santos, 2009).

A atresia folicular em gatas é semelhante ao que ocorre em outras espécies.
Porém, estudos mostram que o complexo oocito-foliculo em gatas sofre um elevado
indice de atresia folicular (cerca de 64%), que é independente da fase folicular ou luteal
do individuo (Wood et al., 1997). Em foliculos pré-antrais, o primeiro indice de
degeneracdo € deteriorizacdo oocitaria. Entretanto, em antrais, o primeiro indicador séo
as células murais, que mudam sua estrutura organizacional, e isso é seguido por picnose
nuclear (condendacdo apoptdtica), quebra da membrana basal, encolhimento ou
fragmentacdo de células da granulosa e corpos atrésicos na cavidade antral (Jewgenow
etal., 1997).

Na maioria dos foliculos antrais, a atresia no citoplasma do o6cito se mostra
gradual, apresentando vacuolos centralizados e um aumento de transparéncia do
citoplasma. O o6cito degenerado e a zona peltcida (ou ambos) sdo as Ultimas estruturas
que podem ser visualizadas num foliculo em estagio avangado de atresia, e o Ultimo
estagio é a invasdo da cavidade folicular por fibroblastos e a reorganizacdo do tecido
intersticial (Wood et al., 1997, Crestana, 2006). Entretanto, esse alto indice de
degeneracdo folicular em gatas tb estd relacionado as ondas naturais de crescimento
folicular que ocorre continuamente através da sua vida adulta (Wood et al., 1997).
Adicionalmente, varios estudos indicam também que a atresia folicular em espécies
mamiferas ocorre devido ao acimulo de frequentes metabolitos tdxicos resultados de
estresse oxidativo (Hirshfield, 1991; Nakao & Nakatsuji, 1992; Salavati et al., 2012). E,
que o inicio da apoptose na camada interna tecal e em células da granulosa pode sugerir
atresia patoldgica de estresse oxidativo ao invés de atresia fisioldgica (Jewgenow et al.,
2011)

Ciclo reprodutivo em gatas

A gata doméstica (Felis catus) é descrita como sendo poliéstrica sazonal, em
clima temperado. Entretanto, pode se apresentar como poliéstricas continuas em regides
tropicais, onde ndo ha defini¢do clara das estacGes do ano (Feldman & Nelson, 1996).
As gatas apresentam classicamente uma ovulacdo induzida, que ocorre somente quando
niveis adequados de LH, desencadeada pela copula, séo liberados. Para tanto mais de
uma coOpula é requerida (Wildt et al., 1980; Concannon et al., 1980; Johnston et

al.,2001). Entretanto, a ovulagdo pode acontecer também de forma esponténea, na
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auséncia de estimulagéo cervical, baseada em sinais visuais e feromonios (Feldman &
Nelson, 1996; Gudermuth et al., 1997; Pelican et al,. 2005).

O recrutamento ciclico de mamiferos comeca depois do inicio da puberdade, que
em gatos ocorre de 4-12 meses de idade (Fig. 01), dependendo da raca, fotoperiodo e
peso corporal (Scott, 1970; Jemmett & Evans, 1977; Lofstedt, 1982). E esse processo é
o resultado de um aumento na circulagdo de FSH durante cada ciclo reprodutivo,
enquanto o pico de LH induz a maturacdo completa folicular e a ovulagéo de foliculos
pré-ovulatorios (Yen, 1999). Sendo assim, o ciclo reprodutivo da gata geralmente
consiste de um periodo anovulatério (proestro e estro), interestro, diestro que leva ou a

pseudogravidez ou prenhez e 0 anestro, que é a auséncia de ciclicidade (Ver Tabela 02).



Tabela 02. O ciclo estral da gata doméstica

Periodo anovulatério Retorno do ciclo Fase Luteal Auséncia de ciclicidade
Proestro Estro Interestro Diestro Anestro
60 dias (gata gravida)
ou 40 dias
Duracéo 1-2 dias 7 dias 7 dias (pseudogravidez apés Variavel
gata ovular e ndo
fertilizar)
Agachamento, Nenhum (gata ndo
. vocalizacao, Receptividade copulou ou N
Sinais ¢ P P N Nenhum Sexualmente inativa
rolamentos e acasalamento copulou e ndo
lordoses ovulou)
. L Pico do nivel de
FSH induzira a i Lo .
estrégeno, Niveis basais de . Lo .
. recrutamento e s . , Alto nivel de Niveis basais de
Atividade hormonal . sensibilizando o eixo estrogeno e .
desenvolvimento de . . progesterona estrogeno e progesterona
. . hipotalamo-hipdfise progesterona
foliculos ovarianos x
para a secrecdo de LH
3-7 foliculos Ruptura simultanea de x
L . . . Nova onda Formagéo do corpo .
Situacdo folicular tornam-se todos os foliculos pré- . , Sem onda folicular
. folicular luteo
dominantes

ovulatérios (Ovulacdo)

57



58

O proestro é a primeira fase do ciclo durante o periodo sexualmente ativo, que
dura de 1-2 dias, e é neste tempo que FSH induzira a recrutamento e desenvolvimento
de foliculos ovarianos, portanto o animal ndo permitird o acasalamento (Bristol-Gould
& Woodruff, 2006). Na sequéncia, em virtude do crescimento dos foliculos ovarianos,
hd o aumento de secrecdo do estradiol pelas células da granulosa, e isso estimula o
espessamento do epitélio vaginal e provoca o estro comportamental (agachamento,
vocalizacdo, rolamentos e lordoses), entrando com isso, na segunda parte da fase
anovulatéria (Shille et al., 1979). Com a aproximagdo do estro, de trés a sete foliculos
tornam-se dominantes, enquanto outros foliculos em desenvolvimento sofrem atresia, e
uma Unica onda folicular desenvolve-se durante o cio (Feldman & Nelson, 1996; Wildt
et al., 1981; Malandain et al., 2011).

O estro dura em média sete dias, e € caracterizado pela receptividade para
acasalamento, pico do nivel de estrogeno, sensibilizando o eixo hipotalamo-hipé6fise
para a secrecdo de LH (Shille et al., 1979; Johnston et al.,2001). A liberacdo de LH, de
ampla variacdo individual (Glover et al., 1985), é o fator importante no ciclo
reprodutivo de todas as espécies de ovulagdo induzida por estimulos fisicos e
normalmente coito. Sua ocorréncia é em cerca de 15 minutos ap0s a cépula ou estimulo
similar, com pico em duas horas e retorno aos niveis basais em oito horas (Concannon
et al., 1980; Johnson & Gay, 1981). O pico de LH provocara a ovulagdo, que ocorre
entre 24 a 54 horas ap0s a estimula¢do, com ruptura simultanea de todos os foliculos
pré-ovulatorios (2,5 a 3,5 mm) presentes nos ovarios, entre trés e sete foliculos
naturalmente selecionados (Concannon et al., 1980; Shille et al., 1983; Rojo et al.,
2015). A ocorréncia da ovulacdo durante o estro depende de um nivel adequado de LH
langado, o qual, por sua vez, depende do numero de cdpulas (normalmente varias séo
exigidas) e do intervalo de tempo entre elas (Concannon et a., 1980; Johnson & Gay,
1981).

Por outro lado, ha relatos de niveis de progesterona alta no soro de gatas alojadas
em colbnias, e a presenca de corpo luteo em fémeas que nao tiveram contato fisico com
um macho (Bristol-Gould & Woodruff, 2004). Estes resultados sugerem que gatas
podem ovular espontaneamente, por um estimulo diferente do coito, ou que podem ser
submetidos a luteinizacdo folicular, em vez de atresia. (Bristol-Gould & Woodruff,
2006; Carrijo., 2009). Assim como tambeém, em contra partida, algumas fémeas, mesmo
com muitas copulas, podem ndo ovular. Esse fato pode ser devido a aceitagdo da copula

de algumas gatas antes da maturagdo completa dos foliculos, que reflete ao padrdo de
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expressao de receptores de gonadotropinas em ovario de felinos domésticos, que pode
ser caracterizada por uma forte expressdo LHR no tecido intersticial do ovario e uma
aquisicdo inicial de LHR em células da granulosa de foliculos em crescimento (Paape et
al., 1975; Tsutsui & Stabenfeldt, 1993).

Desta forma, caso a gata ndo copule ou copule e ndo ovule, ela entra numa fase
de interestro (pds cio), que dura cerca de uma semana, seguindo novamente do proestro
e estro, ou seja, sucessivos ciclos estrais podem ocorrer, sem entrar no metaestro (tempo
de desenvolvimento do corpo lateo) (Shille et al.,1979). Porém, se ovular, ha a
formacéo do corpo ldteo, e com isso, a entrada na fase de diestro. Durante este periodo
existem corpos luteos funcionais, acompanhados por um alto nivel de progesterona no
soro. O diestro dura aproximadamente 60 dias na gata gravida, mas se ha ovulacéo e a
fertilizacdo ndo ocorrer, uma pseudogestacdo com duracdo de aproximadamente 40 dias
ird advir. Por fim, o anestro é caracterizado como a auséncia de ciclicidade ovariana que
ocorre em dias curtos. Os niveis de estradiol e progesterona nesta fase estdo em niveis

basais e a gata se encontra sexualmente inativa (Bristol-Gould & Woodruff, 2006).

BIOTECNOLOGIA VOLTADA PARA PRESERVACAO DA FERTILIDADE

O esclarecimento dos principais fatores que controlam diferentes fases da
foliculogénese e do ciclo reprodutivo é importante na otimizacdo da utilizacdo do
gameta feminino. Esse conhecimento pode ser também a chave para melhorar a
eficiéncia de protocolos de biotécnicas voltadas a preservacdo da fertilidade em fémeas.
Nessa perspectiva, essas biotécnicas podem ser alternativas para a preservacdo de
recursos genéticos, a fim tanto de restaurar populacdes de felinos silvestres ameacadas
de extincdo ou com dificuldades reprodutivas em cativeiros. Dentro desse contexto,
algumas dessas alternativas reprodutivas podem ser: a manipulacdo de odcitos in situ e
ex situ, Cultivo in vitro (CIV), fertilizacdo in vitro (FIV), producdo in vitro de embrides
(PIVE) e a criopreservacao de material genético que é uma das mais utilizadas (Wolf et
al., 2004; Domingues & Caldas-Bussiere, 2006; Santos et al., 2008; Arat et al., 2011;
Limaet al., 2012; Brito et al., 2014).

A criopreservacdo é um método bastante empregado na biologia reprodutiva, e
objetiva preservar tecidos animais, células germinativas (espermatozéides e odcitos) e
outros tipos celulares, para formagdo de bancos de germoplasma, em temperatura de
nitrogénio liquido (-196°C), estabilizando o material genetico (Mcgee Jr & Martin,

1962). Com isso, a criopreservacdo possibilita o aperfeicoamento de técnicas de
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reproducdo assistida, permitindo o planejamento do uso do material, podendo ser
estocado por tempo indeterminado (Santos et al., 2010; Wiedermann et al., 2013;
Tampradit et al., 2015). Desta forma, dentre os tipos de odcitos que podem ser
criopreservados, estdo os odcitos imaturos (em vesicula germinativa) inclusos em
foliculos pré-antrais presentes no tecido ovariano (in situ) (Newton et al., 1996; Candy
etal., 1997) ou isolados do proprio tecido (ex situ) (Jewgenow et al., 1998).

No tocante a criopreservacdo de foliculos pré-antrais in situ, ela pode permitir o
uso de um numero muito maior de odcitos imaturos (em foliculos com varios estagios
de desenvolvimento), sendo com isso, uma técnica promissora, podendo ser obtidos
tanto de individuos pré-paberes, como de adultos. Além do mais, preservacgédo de tecido
implica que, além de odcitos, células sométicas sejam preservadas, oferecendo também
um adequado ambiente para o crescimento e maturacdo do odcito através da producdo
de fatores locais e esteroides (Shaw et al., 2000). Adicionalmente a isto, sdo mais
resistentes a criolesdo: por serem de menor tamanho, com células da granulosa em
menor quantidade, com baixa taxa metabdlica, odcito com nucleo em estagio de préfase
da primeira divisdo meiotica, com auséncia de granulos corticais e baixa quantidade de
lipideos intracitoplasmaticos sensiveis a criopreservacdo (Shaw et al., 2000; Leonel,
2013). Em contrapartida, ha um desafio para os profissionais de reproducéo, porque
tecido ovariano € composto por diferentes tipos de células, que apresentam requisitos
distintos para a sobrevivéncia, assim como também podem apresentar uma lenta

perfusdo dos agentes crioprotetores (Hovatta, 2005).

Vitrificagao de tecido ovariano

A criopreservacdo pode ser realizada por dois métodos béasicos: a congelacdo
convencional ou lenta e a vitrificacdo (Santos et al., 2008). O método convencional (ou
lento), conhecido também como taxa controlada de congelacdo, requer a utilizacdo de
um equipamento de congelacdo programavel, equipamento de alto custo, que pode
garantir declinio gradual controlado da temperatura (Hredzak et al, 2005), sendo
caracterizada pela exposicdo do material a baixas concentragdes de agentes
crioprotetores (Paynter, 2000; Cecconi et al., 2004; Celestino et al., 2007; Faustino et
al., 2010) por um periodo de 20 (Rodrigues et al.,2004; Santos et al., 2006a; 2009) ou
60 minutos (Bao et al., 2010). Em felinos, estudos mostraram que protocolos de
congelamento lento ndo afetam a sobrevivéncia de foliculos ovarianos, podendo ser

usado tanto para a espécies domésticas (Bosh et al., 2004; Lima et al., 2006), quanto
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para espécies selvagens que inclusive sobrevivem até apos cultivo in vitro (Wiedemann
et al., 2013). Porém, para felinos a congelacdo ainda é considerada experimental, por
causa de baixas taxas de sobrevivénvia ap6s descongelamento, e a falta de um protocolo
viavel para programas de reproducdo assistida, principalmente atribuido a
criosensibilidade de odcitos felinos, pelo seu elevado teor lipidico, que pode afetar sua
sobrevivéncia por mudancas em propriedades fisico-quimicas de lipideos intracelulares,
responsavel pela formacdo de gelo intracelular desigual (Luvoni et ai. 1997).

Entretanto, diferentemente do congelamento, a vitrificacdo é um método mais
rapido (20.000 a 40.000°C/min) (Lin et al., 2008), simples e menos oneroso nao requer
equipamentos especiais e pode ser realizado no campo, ap6s a morte de um animal
selvagem. Foi idealizada por Luyet em 1937, e depois de quase 50 anos, essa técnica foi
descrita pela primeira vez por Rall e Fahy (1985), como uma alternativa ao processo de
congelamento lento, sendo caracterizado por um resfriamento ultra-rapido, sem
formacdo de grandes cristais de gelo (uma das principais causas de danos celulares),
ocorrendo uma subsequiente formacdo de um estado vitreo (s6lido amorfo), no qual a
agua é solidificada, mas ndo se expande, devido ao grande aumento na viscosidade da
solucdo para um ponto onde as moléculas ficam imobilizadas e a amostra adquire as
propriedades de um solido (Hredzak et al, 2005; Santos et al., 2007; 2010). Esse
método envolve a exposicdo do material bioldégico a altas concentracBes de
crioprotetores (geralmente entre 4 a 6 mol/L), e por isso s6 podem ser expostas a um
pequeno periodo de tempo e/ou um volume minimo da solugcdo (25 segundos a 5
minutos), seguido ao nitrogénio liquido (Arav et al.,, 2002). Entretanto, altas
concentragdes de crioprotetores podem causar toxicidade e também resultar em estresse
osmético, e consequente dano celular (Luvoni, 2006; Santos et al., 2008; 2010).

A vitrificacdo utiliza um volume minimo de solucdo, como estratégia para
reduzir os danos causados pelo choque osmotico, bem como efeito solucdo,
caracterizado pela desidratacdo excessiva da célula, elevada concentracdo de solutos,
modificacdo do pH e consequente alteracdo na funcdo celular (Fahy, 1980). Varias
ferramentas tém sido usadas para minimizar os efeitos do volume ao submergir a
amostra rapidamente no nitrogénio liquido, tais como, grades de microscopia eletrénica
(Martino et al., 1996; Park et al., 1999), capitares dentro de palhetas open pulled straws
(OPS) (Vatja et al., 1998), cryoloops (Fuchinoue et al., 2004), cryotops e cryotips
(Kuwayama et al., 2005; Kuwayama, 2007). Com a idéia de que, quanto menor o

volume melhor, pois representa uma taxa de resfriamento maior evitando formagoes de
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cristais de gelo e diminuicdo do efeito toxico do crioprotetor nos materiais bioldgicos.
Porém, a vitrificacdo com a ajuda de palhetas ou grades de microscopia eletrdnica, ndo
tem levado a um sucedido armazenamento de tecido ovariano. Além disso, em gatas
domeésticas, h& poucos estudos de procedimentos de vitrificacdo eficientes de tecido
ovariano. Embora alguns estudos pioneiros mostraram a preservacao da integridade de
odcito e foliculo de tecido ovariano vitrificado (criotubo: Alves et al., 2012; cryotops:
Luvoni et al., 2012), os resultados ainda estdo abaixo do ideal, como observado no
estudo de Tampradit et al. (2015), no qual ndo conseguiram bons resultados no
protocolo de vitrificacdo, apresentando baixas taxas de foliculos primordiais
morfologicamente normais (28,3%), utilizando criotubos como forma de
armazenamento.

Entretanto, um trabalho recente demonstrou em um protocolo de vitrificagdo de
tecido ovariano de gata, utilizando a técnica do SSV (Brito et al., 2016). A vitrificacdo
de superficie solida (SSV) foi desenvolvida em tecido ovariano de cabra (Santos et al.,
2007b), e é uma técnica que consiste de um cubo de aluminio aberto que é colocado em
uma caixa de isopor e submerso no nitrogénio liquido, o material bioldgico
crioprotegido é posto sobre a superficie superior fria do cubo, e instantaneamente
vitrificado (revisado por Van den Hurk & Santos, 2009). No entanto, quando um
sistema aberto é utilizado, o contato da amostra com o vapor de nitrogénio pode
permitir a exposicdo a agentes patogénicos resistentes as temperaturas criogénicas
(Grout & Morris, 2009). Por conseguinte, com objetivo de melhorar a técnica, foi
desenvolvido um sistemas de vitrificacdo chamado de Ovarian Tissue Cryosystem
(OTC), que é um novo método de vitrificacdo de tecido ovariano desenvolvido em
caprinos, que manteve a morfologia e viabilidade dos foliculos pré-antrais inclusos em
tecido ovariano vitrificado semelhante ao controle fresco. O OTC é uma estrutura
metélica cilindrica composta por uma base na qual as amostras sdo colocadas, uma
insercdo contendo perfuragdes para permitir a exposicdo e remoc¢do da solucdo de
vitrificagdo e uma tampa para fechar hermeticamente o dispositivo. Este dispositivo
evita o contato com o nitrogénio liquido e melhora a troca de calor, sem expor o tecido
do ovario aos contaminantes (Carvalho et al., 2013).

Bandeira et al. (2014) fizeram a comparagdo do OTC com o SSV, a fim de
avaliar a influéncia dos métodos de vitrificagho na matriz extracelular e no
desenvolvimento folicular ovariano, e concluiram que o método OTC é mais eficiente

que o SSV por preservar a viabilidade e morfologia folicular e permitir um melhor
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desenvolvimento do foliculo ovariano, além de ser capaz de manter a integridade dos
componentes da matriz extracelular do ovario em ovinos. Carvalho et al. (2013)
acrescentam ainda que a densidade celular de estroma n&o é reduzida pelo OTC e sugere
que ele satisfatoriamente armazenada a populacdo de células estromais e que nele o
estresse oxidativo parece ndo afeta-las.

Por outro lado, assim como na vitrificacgdo os métodos adequados sao
fundamentais para a manutencdo da morfologia e viabilidade do tecido ovariano, a
solucéo de vitificagdo (meio-base, crioprotetores intra e extracelulares, antioxidantes e
outros suplementos) é fundamental, tanto quanto o aquecimento ou devitrificacdo, com
a remocdo ou diluicdo do agente crioprotetor, sdo criticos para a preservacdo do tecido,
mantendo-0 vivo para posterior uso (Santos et al., 2008). Portanto, ao devitrificar, o
crioprotetor € removido por meio de banhos sucessivos, isso permite uma saida
controlada de crioprotetor através da membrana. O agente crioprotector interno pode ser
removido em um (Leibo, 1984), trés (Rodrigues et al., 2004) ou mesmo seis passos
(Shelton, 1992). Embora um passo de lavagem pareca ser mais pratico em embrides, 0s
resultados mais bem sucedidos com tecido ovariano foram obtidos apos trés etapas de
lavagem (Lima et al, 2006; Santos et al, 2006b). Contudo, no tocante a solucdo de
vitrificacdo, a seguir ira ser destacado componentes chaves que sdo cruciais para o

sucesso da técnica.

1- Meio-base na vitrificacdo

As solugbes de vitrificacdo para animais domésticos e silvestres, usualmente
apresentam como meio-base o Minimum Essential Medium (MEM), Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), ou Tissue Culture Medium 199 (TCM199) ( Lima
et al., 2006; Santos et al., 2007; Celestino et al., 2010; Fahem et al., 2013; Brito et al.,
2014), porém todos apresentam vermelho fenol na sua composi¢cdo, como indicador de
pH. Entretanto, estudos tém mostrado sucesso na vitrificagdo de tecido ovariano com
meio-base livre de vermelho fenol, como no caso do meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640) (Mayerhofer et al., 2010), tampao fosfato salina (PBS) (Fabbri et
al., 2014) e o Dulbecco’s PBS (Youm et al., 2014). Baseado nisso e na criosensibilidade
dos odcitos felinos, recentemente foi desenvolvido um estudo mostrando que 0 sucesso
da vitrificacdo de tecido ovariano de gata depende do meio-base utilizado (Brito et al.,
2016). Foi descoberto através da comparagdo de quatro meios comercialmente usados
em solucbes de criopreservacdo (DMEM, MEM, TCM, and RPMI-1640), que o
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vermelho fenol tem um efeito prejudicial na morfologia de foliculos pré-antrais de
tecido ovariano vitrificado de gata doméstica. E dentre estes, 0 RPMI-1640 € o Unico
que ndo apresenta cloreto de célcio e nem vermelho fenol, contudo foi observado que
quando acrescentados, principalmente o vermelho fenol, no meio, foram responsaveis
pela degeneracao folicular no tecido ovariano vitrificado.

Adicionalmente, Zhu et al. (2012) relataram o vermelho fenol como o agente
causador da toxicidade em células HelLa de cultura num meio isento de soro, e
associaram a internalizacdo do vermelho fenol com a interacdo com nanoparticulas de
cabono presentes no meio de cutivo. No mesmo estudo em gatas, foi avaliado também a
relacdo de interacdo entre o vermelho fenol com o etilenoglicol (EG - crioprotetor
intracelular) em diferentes concentracOes, e foi observado que quanto maior a
concentragdo de EG houve uma reducdo de vermelho fenol no meio de exposicao,
sugerindo com isso que o EG interagiu com vermelho fenol facilitando sua penetracéo
no tecido, e com isso 0 aumento da degeneracdo dos foliculos de tecido ovariano de gata
(Brito et al., 2016).

2- Agentes crioprotetores (ACPs) intra e extracelulares

Os ACPs sao agentes quimicos que protegem as células contra formacdo de
cristais de gelo, desidratacdo, resfriamento e danos causados pela reducdo extrema de
temperatura. No geral, esses agentes podem penetrar com facilidade as membranas das
células (ACP intracelular ou permedveis), substituindo parcialmente moléculas de agua
que sairam em virtude da criopreservacdo, formando ponte de hidrogénio com
moléculas de agua intracelular remanescentes, atrasando, com isso, a diminuicdo da
temperatura da mistura resultante, prevenindo assim, a cristalizagdo de gelo (Rall et al.,
1984; Pereira & Marques, 2008). Em contrapartida, hd os que ndo penetram, ACP
extracelular ou ndo-permeaveis, permanecendo no meio extracelular para proteger o
material biologico com a retirada de agua de dentro da célula causando desidratacdo e
aumento da concentragdo de ACP intracelular. Além disso, as membranas celulares séo
protegidas pelos ACPs extracelulares, por meio da sua ligacdo as cabegas dos grupos
fosfolipidicos, mantendo a estabilidade da membrana; assim como também, pode
aumenta a viscosidade do meio, diminui a concentracdo de eletrolitos durante a
criopreservacao, evitando riscos osmoticos (Santos, 2007; Santos et al., 2008; 2010).

A maioria dos protocolos de criopreservacdo foram realizados na presenca de

ACPs intracelulares como o dimetilsulféxido (DMSO), 1,2-propanodiol ou propileno
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glicol (PROH), etilenoglicol ou etanodiol-1,2 ou glicol (EG) e glicerol ou glicerina ou
1,2,3-Propanotriol (GLI), em concentracBes variando de 0,5 a 3,0 M (Newton et al,
1996; Rodrigues et al, 2004; Santos et al, 2006a; 2006b, 2007a; 2007b; 2008b;
Celestino et al., 2007), apresentando massas moleculares de 78 g/mol, 76,09 g/mol,
62,07 g/mol, 92,09 g/mol com temperatura de congelamento de 18,5°C, -60°C, 13°C,
17,8°C, respectivamente. O mecanismo de acdo desses crioprotetores tem como base a
ligacdo a estruturas que promovem pontes de hidrogénio com as moléculas de &gua.
Estas ligacbes mudam a orientacdo da molécula de 4gua nos cristais de gelo, criando um
ambiente menos nocivo para as células (Dalimata & Graham, 1997; Lima, 2006).

Para a maioria das células, o glicerol é o agente de escolha porgue é geralmente
menos tdxico do que o DMSO. Mas, DMSO é mais penetrante, e é geralmente o agente
de escolha para as células maiores e mais complexas (Eroglu et al., 2000; Eroglu et al.,
2002). Entretanto, de acordo com Fuku et al. (1992), o DMSO, PROH e EG possuem
maior capacidade de penetracdo a membrana celular que o GLI, o que pode levar a
menores taxas de foliculos pré-antrais vidveis. Adicionalmente, Hovatta (2000)
observou que o EG penetra no tecido mais rapidamente que o PROH e DMSO e que o
GLI possui uma acdo mais lenta e, conseqientemente, menos eficiente. Por sua vez, o
uso de PROH como crioprotector pode causar efeitos deletérios no tecido estromal e nos
foliculos, com isso, a utilizacdo de outros agentes crioprotectores pode ser indicada para
fornecer um seguro método de preservacdao da fertilidade em fémeas (Oskam et al.,
2010).

PINTO et al. (2008) mostraram ser possivel manter a viabilidade folicular ap6s
criopreservacao de tecido ovariano exposta a baixas concentra¢cdes de DMSO (1,0 M,
durante 10 min), bem como em um curto periodo (5 minutos a 1,5 ou 2,0 M DMSO).
No entanto, Rodrigues et al. (2006) demonstraram que a viabilidade folicular apds 5
dias de cultivo de FOPAs criopreservados foi similar DMSO ou EG, tanto no fragmento
do tecido ovariano quanto nos foliculos isolados. Varias pesquisas mostram ambos
crioprotetores sendo utilizados com sucesso para criopreservacdo de tecido ovariano
(CECCONI et al., 2004; DEMEESTERE et al., 2006; CELESTINO et al., 2007
FAUSTINO et al., 2010; JIN et al., 2010). No entanto, Santos et al. (2006b)
demonstraram que a utilizacdo de EG e sacarose parece ser importante para a
manutencdo da viabilidade de foliculos pre-antrais, sendo o EG mais eficiente que o
DMSO, em virtude de seu peso molecular ser mais leve (62.07 kDa) que o DMSO

(78.13 kDa), facilitando com isso sua penetracéo no tecido ovariano.
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Em gatas, o EG sozinho tem sido o crioprotetor intracelular de escolha. Lima et
al. (2006) comparou o uso de 1,5M glicerol e EG na criopreservacdo de tecido ovariano,
e observaram que a percentagem de foliculos pré-antrais apresentou maior taxa de
normalidade morfol6gica na presenca de EG. Da mesma forma, Wiedermann et al.
(2013) utilizaram em seu protocolo de criopreservacao de tecido ovariano 1,5M de EG.
Na vitrificacdo, Alves et al. (2012) e Luvoni et al. (2012) utilizaram o mesmo protocolo,
associando 2M DMSO, 1M acetamida e 3M propileno glicol (DAP 213), e tiveram
foliculos ovarianos preservados apds vitrificacdo. Entretanto, Tanpradit et al. (2015)
compararam a congelacao lenta com a vitrificacdo de tecido ovariano de gata, utilizando
1,5M DMSO e a associacdo em duas etapas de DMSO (1° etapa: 0,96M e 2° etapa:
1,92M) com EG (1° etapa: 1,21M e 2° etapa: 2,42M), respectivamente, e concluiram
que a congelacdo lenta € melhor que a vitrificagcdo, pois apresentou maiores taxas de
sobrevivéncia folicular, porém ambos apresentaram diferenca estatistica com o grupo
controle.

No tocante aos ACPs extracelulares, os mais utilizados na criopreservagéo s&o:
sacarose, rafinose, trealose e proteinas (soro fetal bovino), todos em varias
concentracdes. Entretanto, além de seu efeito crioprotetor, estas substancias também
podem ser toxicas para as células, principalmente durante o periodo de exposicdo
(Rodrigues et al, 2004; 2006; Santos et al, 2006a; 2007a; Celestino et al, 2007). Assim
como também podem conter agentes infecciosos ou prions, que ndo sao destruidas pelo
processo de criopreservacdo, como no caso das proteinas animais (soro fetal, gema de
0v0), que sdo particularmente preocupantes em todo o processo, pois podem transferir
doencas, por isso, a eliminacdo desses aditivos de origem animal continua a ser a
melhor abordagem (revisado por Van den Hurk & Santos, 2009; Santana et al., 2012).
Entretanto, todos os agUcares sdo amplamente usados como crioprotectores naturais, e
sua combinacdo com outros mais ACP intracelulares torna a criopreservacdo menos
toxica e mais eficaz do que se for utilizado um unico tipo (Edyta & Ali, 2011).

Todos os agUcares citados acima sdo usados devido sua capacidade de conter o
choque osmotico durante a vitrificagdo, proteger e estabilizar proteinas e outras
bioestruturas na membrana celular, e melhora a habilidade dos crioprotetores
intracelulares de alcancar um estado vitreo (Crowe et al., 1998; Crowe et al., 1996;
Courbiére et al., 2009). Entretanto, as diferencas basicas entre esses acucares estdo na
sua estrutura quimica, peso molecular e sua dinamica e afinidade quimica, e esse

entendimento é fundamental para a formulacdo de solucGes eficazes de vitrificagdo. A
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sacarose € um dissacarideo de glicose e frutose (C12H22011), com peso molecular de
342.30 g/mol, e € um crioprotetor extracellular que tem sido bastante aplicada na
criopreservacdo (Marsella et al., 2008; Herraiz et al., 2014; Youm et al., 2014).
Tanpradit et al. (2015) verificaram que a morfologia de tecido ovariano de gata
doméstica congelado em 1,5M DMSO com 0,1M sacarose tende a proteger células
foliculares e estromais ligeiramente melhor que na concentracdo de 0,3M do acucar,
porém no mesmo estudo quando o material foi vitrificado em 20% FCS, 1,92M DMSO,
2,42M etileno glicol e 0,5M de sacarose mostrou resultados inferiores que o congelado.

Mouttham et al. (2015) relataram que a presenca ou auséncia de 0,5M sacarose
na solucdo de vitrificacdo ndo afeta a morfologia folicular de tecido ovariano fetal de
bovino. Da mesma forma, em um estudo recente em gatas domésticas, foi mostrado o
efeito da solucdo de vitrificacdo suplementada com sacarose (0 ou 0,5 M) e da
temperatura na exposicdo a solucdo (temperatura ambiente ou 4°C) na preservacao e no
funcionamento dos foliculos pré-antrais em tecido ovariano vitrificado, ap6s cultivo in
vitro por 7 dias, e foi observado que a manutencdo do funcionamento do tecido ovariano
depende mais da temperatura de exposicdo, com 4°C, apresentando melhores resultados,
do que da presenca da sacarose. (Mouttham & Comizzoli, 2016)

Contudo, distinta da sacarose, a trealose € um dissacarideo de glicose
(C12H22011.2H,0), que quando dihidratada apresenta um peso molecular de 378.33
g/mol. Além de suas capacidades basicas ja citadas acima, a trealose estabelece uma
variedade de funcdes, como fonte de carbono e energia (Jain and Roy, 2009),
Osmorregulacdo (Kempf and Bremer, 1998), protecdo a dessecacédo (Leslie et al., 1995).
Além disso, existem hipdteses de que a trealose é mais efetiva em estabilizacdo de
biomoléculas e suas funcdes, e algumas delas enquadram-se por apresentar uma elevada
temperatura de transicdo vitrea e pela teoria da exclusdo preferencial de moléculas de
acucar em superficies proteicas, levando a uma preservacdo da primeira camada da
superficie com baixo teor de agua, e como a trealose apresenta um volume hidratado
significativamente maior que outros dissacarideos, suas ligagcdes retardam a dindmina
das proteinas de forma mais eficiente (Sola-Penna and Meyer-Fernandes, 1998; Bolen
and Baskakov, 2001). Estudos experimentais e computacionais confirmam que a
trealose ndo apenas afeta a estrutura da dgua, mas também sua dindmica, devido a sua
camada de hidratacdo (Bordat et al., 2004; Magno and Gallo, 2011; Lupi et al., 2012).
Contudo, Tian et al. (2015) mostraram que dos protocolos de vitrificacdo em trés etapas

(0; 0,1; 0,2 mol/l de sacarose ou trealose) utilizados, a trealose apresentou uma
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tendéncia para uma maior taxa de preservacdo morfologica de foliculos primordiais de
tecido ovariano humano, mesmo ndo apresentando diferenca significativa com a
sacarose.

No tocante a rafinose, é um trissacarideo de galactose, frutose e glicose
(C18H32016), com peso molecular de 504.42 g/mol. Estudos propdem que acUcares de
elevado pesos moleculares proporcionam uma melhor protecdo as celulas durante a
criopreservacao (Nagase and Graham, 1964). Esse acucar € componente da solugdo da
universidade de Wisconsin, conhecida pelo seu uso em perfusédo e preservagdo de
alguns 6rgdos para transplantacdo (Muhlbacher et al., 1999; Zheng et al., 2008). Na
criopreservacao, estudos tém mostrado sucesso na utilizacdo da rafinose, sendo usada
como crioprotetor extracellular com a proposta de aumentar a retirada de &gua das
células e com isso diminuir o tempo de exposicao (Courbiére et al., 2009). De la Pefia et
al. (2002) vitrificaram foliculos pré-antrais de camundongo com sucesso utilizando
solucdes de vitrificagdo com 6M etileno glycol e 0,3M rafinose. Em um estudo mais
recente, a rafinose foi eficientemente utilizada na vitrificagdo de tecido ovariano
humano, com protocolo de trés etapas (0,37;0,75;1,5M propanodiol e etileno glycol),

sendo a Ultima composta adicionalmente por 0,5M rafinose (Sanfilippo et al., 2015).

3- Estresse osmotico, oxidativo e mecanismos homeostaticos

Apesar dos ACPs melhorarem a sobrevivéncia celular por evitar danos causados
pela reducdo extrema da temperatura e desidratacdo e pela formacao de cristais de gelo,
eles também podem acarretar outras injdrias nas células, como danos a organelas
celulares (Saragusty et al., 2009; Spricigo et al., 2012) e o estresse osmético, devido a
alta concentracdo de soluto. Com isso, essa toxicidade do ACP depende do tipo, da
concentracdo, e da temperatura de exposicdo (Comizzoli et al., 2004; Pedreira &
Marques, 2008). Portanto, para evitar essa injuria, os ACPs permeavel devem estar
equilibrados alcancando uma desidratacdo e a penetracdo suficiente no material
bioldgico, reduzindo danos citotoxicos (Amorim et al., 2006). Da mesma forma, o ACP
ndo permedvel em concentracdes ideiais de sobrevivéncia podem reduzir o choque
osmético e controlar a saida de agua intracelular, limitando assim o risco de inchago
celular (Luvoni, 2006).

Para tanto, o periodo de equilibrio, que é o tempo de exposicdo do tecido
ovariano ao agente crioprotetor, € crucial, pois permiti a saida de agua e a penetracéo do

ACP de forma adequada na crioreservacdo (Candy et al., 1997). Entretanto, nesse
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periodo hd um desbalanco osmotico através da membrana celular que conduz a
migracdo da agua para fora da célula. Porém, se muita &gua permanece dentro da célula
ainda, danos devido a formacdo de cristais de gelo e/ou recristalizagdo podem ocorrer
(Farrant, 1980). Essa desidratacdo e re-hidratacdo com crioprotetores ocorre através de
proteinas de canais de agua conhecidos como aquaporinas, que podem aumentar a
permeabilidade celular para os mesmos (Camargo et al., 2011). Por exemplo, as
aquaporinas 3 (AQP3) e 9 (AQP9), que permitem a entrada de crioprotetores, séo
moduladas de acordo com a composicao da solugéo de vitrificagdo como uma resposta
ao estresse osmatico (Sales et al., 2016).

A regulacdo osmotica € importante para a funcdo 6tima de macromoléculas
intracelulares (Yancey et al., 1982; Chamberlin and Strange, 1989; Parker, 1993;
Haussinger, 1996). E essa regulacdo normalmente ocorre naturalmente através de varios
tipos transporte de ions mono- ou divalente (Haussinger, 1996). Alguns solutos
organicos de baixo peso molecular também possuem essa atividade. Contudo, a maioria
dos organismos vivos responde ao estresse osmético produzindo osmoprotetores ou
solutos compativeis que sdo projetados para ajudar o citoplasma celular a manter uma
pressdo osmotica equivalente com o ambiente externo sem acumular alta concentracao
de sal intracelular (Csonka & Epstein, 1996). O estresse osmotico atribui diferentes
mudangas fisioldgicas. As células primeiro sdo habilitadas a aumentar a sintese de
proteinas ABC relacionadas a transporte (Prasad et al. 2003), o que permite a
internalizacdo dos solutos compativeis (Obis et al., 1999). Embora uma variedade de
solutos compativeis estejam disponiveis (Kempf & Bremer, 1998), a betaina é um dos
mais importantes, em termos de nivel de osmoprotecdo em ambos sistemas procariotas

e eucariotas (Bagnasco et al., 1986; Bellinger & Larher, 1988; Beumer et al., 1994).

CONCLUSAO

O futuro de felinos silvestres depende a primeira instancia da restauracéo in situ
de suas populagdes. Entretanto, o desenvolvimento de medidas ex situ da preservacédo de
resursos genéticos, através de biotécnicas da reproducgdo, € também de fundamental
importancia como ferramenta para apoiar a reproducéo de felinos em cativeiro e 0s que
se encontram em algum grau preocupante na escala de animais ameagados de extingao.
Uma dessas biotécnicas € a vitrificacdo de tecido ovariano, que é uma forma pratica de
criopreservar uma fonte valiosa de oocitos, inclusos em foliculos ovarianos, que podem

ser utilizados para fins de fertilidade. Com base nisso, a manutencéo da preservagéo do
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tecido ovariano de gata € necessario, e estudos com progressos significativos ja estdo
sendo realizados. Além do mais, 0 sucesso da técnica pode dar embasamento para novas
pesquisas em prol de fornecer maiores taxas de sobrevivéncia de foliculos pré-antrais
em tecido ovariano vitrificado, implicando mostrar a resposta do tecido ovariano de gata
a diferentes crioprotetores e técnicas de vitrificacdo, contribuindo para melhorar a
eficiéncia de protocolos. Outra area que merece atencdo € 0 mecanismo de
desenvolvimento folicular em gatas apés vitrificacdo, que é um foco interessante para

trabalhos futuros.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of different media with or without
phenol red or the antioxidant trolox on the successful vitrification of feline ovarian
tissue. In a first experiment, ovarian cortical pieces from three cats were vitrified in
solutions of Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 medium, Minimum
Essential Medium, Dulbecco’s modified Eagle’s medium, or Tissue Culture Medium
199 as basic medium, supplemented or not with 50mM of trolox, all containing 40%
ethylene glycol (EG) and 1M of sucrose. RPMI-1640 (phenol red—free) without trolox
was the only medium that preserved the percentage of morphologically normal preantral
follicles similar to control (80%). The main difference between RPMI-1640 and the
other media was the absence of phenol red and CaCl2. In a second experiment, ovarian
cortical pieces from three cats were vitrified in a solution containing RPMI-1640 as
basic medium, 40%EG, 1M of sucrose, supplemented or not with phenol red or CaCl2
alone, or in combination. It was observed that phenol red supplementation led to
follicular degeneration. Finally, to evaluate the interaction between phenol red and the
cryoprotectant agent (i.e., EG), ovarian tissue was exposed to RPMI-1640 supplemented
with phenol red and EG at different concentrations (10%, 20%, or 40%). There was na
inverse relationship between EG concentration and free phenol red in the médium after
exposure. It is suggested that vitrification of feline ovarian tissue should be performed in
a phenol red—free medium. Medium supplementation with 50mM of trolox was

deleterious for follicular morphology.
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INTRODUCTION

Ovarian tissue cryopreservation is a tool for preservation of human gametes.
Such a technique can also be applied to preserve genetic material from endangered
animal breeds and species.1 Vitrification has been proven to be a valuable method to
preserve ovarian tissue structure when compared with conventional freezing, especially
when considering the preservation of the ovarian stroma,2 which plays an important
role in the survival of cryopreserved ovarian follicles after culture.3 Furthermore,
vitrification facilitates the process of cryopreservation when wild animals are found
dead in zoos, or in their habitats far from specialized laboratories.

Cryopreservation protocols developed for domestic cats have been applied in
wild felines with promising outcomes.4 Luvoni et al.5 showed that it is possible to
preserve the morphology of feline ovarian follicles at different developmental stages
after vitrification of the ovarian cortex. However, the success of this procedure remains
limited. For instance, Bosch et al.6 observed that only 10% of ovarian follicles survived
after xenografting of frozen-thawed feline ovarian cortex. When preparing
cryopreservation solutions for domestic animals, usually the basic media are Minimum
Essential Medium (MEM), Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), or Tissue
Culture Medium 199 (TCM199),7-11 all of which contain the pH indicator phenol red.
On the other hand, successful vitrification of human and murine ovarian tissue is
performed in phenol red—free media [Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640),12
phosphate buffered saline (PBS),13 Dulbecco’s PBS14]. Hence, aside from the intrinsic
characteristics involving feline gamete sensitivity to chilling,15 it was hypothesized
herein that success of vitrification may also be dependent on the composition of the
medium used to prepare the cryopreservation solution.

It has been reported that medium supplementation with antioxidants supports
the maintenance of follicular viability and morphology16,17 during cryopreservation of
ovarian tissue. In a recent study, the authors showed that 50mM of trolox not only
protected ovarian follicles from freezing damage, but also avoided vacuolization of
oocytes and stromal tissue from non-human primates submitted to cryopreservationll
or ischemic stress.18 Trolox (6-hydroxy2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)
is hydro- and liposoluble due to a carboxyl group, and acts as a hydroxyl and alkoxyl
radical scavenger independently of the solution type (aqueous or lipid).19 Therefore,
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medium supplementation was tested with 50mM of trolox based on the success of the
vitrification of feline ovarian tissue.

The present study aimed to investigate the effect of the basic medium with
(DMEM, MEM, or TCM199) or without (RPMI 1640) phenol red on the vitrification of
ovarian tissue from domestic cats (Felis catus). The possible interaction of this
compound with an intracellular cryoprotectant [ethylene glycol (EG)] was also
evaluated. Furthermore, medium supplementation with the antioxidant trolox was
tested.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals
Unless stated otherwise, chemicals and media used in this study were purchased
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). For all of the media, the pH was adjusted to

7.4 at room temperature (~25°C).

Source of ovaries

Nine adult queen cats were subjected to ovariohysterectomy at the Veterinary
Hospital of the Federal University of Pard, Brazil. Collected ovaries were allocated to
three experiments. For all experiments (Supplementary Fig. S1; Supplementary
materials are available online at www.liebertpub .com/), immediately after collection,
each ovarian pair derived from the same queen was sliced into 2mm3 pieces and

distributed in treatments according to each experiment as follows.

Experiment 1

Each ovarian pair from 3 queens was divided into 9 fragments (2mm?®). One
fragment was randomly selected as the fresh control and was fixed in Davidson solution
for routine histological evaluation. The remaining eight fragments were exposed to the
vitrification solution for 5min at 20°C. The vitrification solution consisted of 40% EG
and 1M of sucrose in MEM, DMEM, TCM199, or RPMI-1640, either supplemented or

not with 50mM of trolox. After exposure, samples were vitrified.

Experiment 2
Each ovarian pair from 3 queens was divided into 5 fragments (2mm?). One

fragment was randomly selected as the fresh control and fixed in Davidson solution for
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routine histological evaluation. The remaining 4 fragments were exposed to the
vitrification solutions for 5min at 20°C. Based on experiment 1, vitrification solution
consisted of EG +1M of sucrose in RPMI-1640 medium with or without 0.04mM of
phenol red, 1.8mM of CaCl,, or both. The choice of adding phenol red or CaCl, to the
medium was based on the main differences in the composition of RPMI1640 and the

other media (ST1 ¢ Supplementary Table S1) tested herewith in experiment 1.

Experiment 3

Each ovarian pair from 3 queens was divided into 11 fragments (2mm?®). One
fragment was randomly selected as the fresh control and fixed in Davidson solution for
routine histological evaluation. The remaining 10 fragments were exposed to RPMI-
1640 alone or with 1M of sucrose and EG (0%, 10%, 20%, or 40%) added. Each
solution was either supplemented or not with phenol red. After exposure, ovarian
fragments were processed for histological analysis, and free phenol red in the exposure

medium was measured.

Vitrification

The solid-surface vitrification procedure as well as the protocol for incubating
tissue in vitrification solutions for 5min at 20°C, the dilution regimen to remove the
cryoprotectants after warming, and the time and temperature of exposure were chosen
based on studies previously described.8,9 In brief, vitrification solutions were prepared
just prior to use. Each fragment was initially kept for 5min at 20°C in 1mL of the
vitrification solution, after which fragments were placed on a cold surface consisting of
a hollow cube of aluminum foil partially immersed in liquid nitrogen. The vitrified
fragments were transferred into cryovials using nitrogen-cooled forceps, and stored in
the liquid phase of a liquid nitrogen tank. Vitrified ovarian fragments were maintained
in cryostorage for 1 week. For warming, cryovials were exposed to room temperature
(~25C) for 1min, and fragments were separately submitted to cryoprotectant removal.
For this step, fragments were immersed in each respective test medium (TM) at 37°C as
follows: (1) TM +0.25M of sucrose (3min), (2) TM +0.125M of sucrose (5min), and (3)
TM (7min). After removal of cryoprotectant, ovarian fragments were fixed for

histological analysis.
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Histological analysis

After fixation in Davidson solution, ovarian fragments were dehydrated in
ethanol, clarified with xylene, and embedded in paraffin wax. Serial sections (5um) of
ovarian tissue were cut, and every fifth section was mounted on glass slides and stained
with hematoxylin and eosin. All sections were examined using a light microscope
(Leica) at a magnification of 200x. Preantral follicles were defined as follicles with an
oocyte surrounded by either one flattened and/or cuboidal layer or several layers of only
cuboidal granulosa cells. To avoid counting a follicle more than once, preantral follicles
were counted only in the sections where their oocyte nucleus was observed. Follicular
quality was evaluated based on the morphological integrity of the oocyte, the granulosa
cells, and the basement membrane.7 In brief, preantral follicles are classified as (1)
histologically/morphologically normal when they contain an intact oocyte and intact
granulosa cells; (2) degenerated grade 1 when their oocyte nucleus has become
pyknotic; and (3) degenerated grade 2 when the oocyte is shrunken and its nucleus
pyknotic, and when granulosa cells may have detached from the basement membrane

and have become enlarged in volume.

Determination of free phenol red in the medium and its cytotoxicity

For a standard curve, serial 2-fold dilutions of phenol red in RPMI-1640 in final
concentrations of 0.8, 0.4, 0.16, 0.08, and 0.04 mg/mL were prepared. RPMI-1640 alone
was used as blank. Phenol red adsorption was detected using a UV/Vis
spectrophotometer (TU-1800SPC, China) at 560nm wave length, as reported in a
previous study.20 Samples exposed to vitrification solutions as stated in experiment 3
were fixed for histological analysis to determine cell quality via morphology. After
exposure, tissues were submitted to cryoprotectant removal as described above, and the
exposure medium was evaluated for freephenolred inthe solution. For this, exposure
solutions were separately centrifuged (AU4 ¢ 1,200rpm for 10min), and supernatants
were submitted to phenol red measurement using the UV/Vis spectrophotometer at
560nm wavelength. The amounts of freephenol red inthe médium were calculated
according to the equation:

Q= (Co - Ce)/Ceg
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where Co and Ce are the phenol red concentrations (ug/mL) contained in the original
tissue exposure medium and in the supernatants, respectively, and Ceg is the

concentration of EG in the exposure medium (mg/mL).

Statistical analysis

Data are presented as mean + standard deviation (SD), and comparisons were
performed using one-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post hoc test
using Prism v6.04. Differences were considered significant when P<0.05.

RESULTS

Experiment 1: medium composition affects feline follicular survival after vitrification

A total of 2,768 preantral follicles were evaluated. The rates of morphologically
normal preantral follicles were similar to the control (80%—-12%) only when ovarian
tissue was vitrified in RPMI-1640 without trolox (50%—-38%). The highest degeneration
rates were observed in feline ovarian tissue vitrified in a medium composed of DMEM,
where only 5.6%-5.6% of the follicles appeared morphologically normal. Trolox did
not improve the rates of morphologically normal preantral follicles, and even
significantly decreased the percentages (25%-19%) of normal follicles vitrified in a
RPMI-1640-based medium (Fig.1)
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Fig. 1. (A) Percentages [mean — standard deviation (SD)] of morphologically normal preantral follicles in
control and in vitrified ovarian fragments. Representative histological sections of feline preantral ovarian

follicles from (B) control, or from vitrified tissue in (C) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
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(D) DMEM + trolox, (E) Minimum Essential Medium (MEM), (F) MEM + trolox, (G) Roswell Park
Memorial Institute (RPMI)-1640 medium, (H) RPMI-1640 + trolox, (I) Tissue Culture Medium 199
(TCM199), or (J) TCM199 + trolox as basic medium. To each basic medium, 40% ethylene glycol (EG)
and 1M of sucrose were added to obtain the vitrification solution. *Differs from control; a,b differences

when comparing treatments (P<0.05).

Experiment 2: phenol red and not calcium impairs follicular survival to vitrification

A total of 988 preantral follicles were evaluated. The rates of morphologically
normal preantral follicles were similar to the control (67%—-8%) only when ovarian
tissue was vitrified in RPMI-1640 without (42%-26%), or supplemented with calcium
chloride (52%-12%). Phenol red led to a significant increase in the degeneration rates of
the preantral follicles from vitrified ovarian tissue (17%-5%), regardless of whether it

was combined with calcium chloride (10%-9%; Fig.2).
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Experiment 3: damage driven by exposure to phenol red is intensified in the presence of

20% and 40% EG

A total of 2,842 preantral follicles were evaluated immediately after exposure to
different solutions with or without phenol red in their composition. The rates of

morphologically normal preantral follicles were similar to the control (89%-4%) in all



110

treatments. However, when ovarian tissue was exposed to a vitrification solution where
RPMI-1640 was supplemented with phenol red and contained 20% (25%-10%) or 40%
EG (16%-10%), a significant decrease in the percentage of normal follicles was
detected (Fig. 3A).

To verify experimentally the speculation that the toxic effect of phenol red was
increased in interaction with EG, the concentration of phenol red free in the medium
after ovarian tissue exposure was evaluated. It was observed that an EG concentration
dependent effect occurred, where increases in EG concentration from 10% to 20% and
from 20% to 40% resulted in a significant decrease in the levels of phenol red free in the
medium (Fig. 3B).
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Fig. 3. (A) Percentages (mean — SD) of morphologically normal follicles in control and ovarian fragments
exposed to RPMI-1640, supplemented or not with 1M of sucrose, EG (10%, 20%, or 40%), 0.04mM of
phenol red, or various combinations thereof. (B) Mean— SD concentration of phenol red free in the
medium after ovarian tissue exposure to different solutions, as measured by spectrophotometry. *Differs
from control; a,b differences when comparing treatments (P<0.05).
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DISCUSSION

The present study showed the detrimental effect of phenol red on the
morphology of vitrified feline preantral follicles. Four commercial media used for the
preparation of cryopreservation solutions (DMEM, MEM, TCM, and RPMI-1640) were
tested. Among these, RPMI-1640 is commonly used without phenol red or calcium
chloride supplementation. Also, based on previous studies in nonhuman primates,11,12
50mM of trolox was added to the vitrification solution as a strategy to counteract
follicular loss due to oxidative stress. Inconsistent with observations in non-human
primates, 50mM of trolox in the medium led to a significant increase in follicular loss. It
has been shown that the antioxidant trolox may act as a pro-oxidant, depending on the
environment, but such a mechanism is still not completely clarified.21 It is likely that
for feline ovarian tissue, this concentration is already giving rise to the Ushaped
biphasic effect, or this effect is simply caused by the vitrification process, different from
what was observed in frozen—thawed non-human primate ovarian tissue.11 Degenerated
preantral follicles presented ooplasm vacuolization as reported before in cryopreserved
ovarian tissue from other species,11,13,22,23 and might be related to inappropriate
dehydration of the tissue, perhaps together with osmotic stress.24 In the present study,
degeneration was not only related to osmotic stress caused by vitrification solution, but
also by the medium used as the basis.

The main difference between RPMI-1640 and the other tested media was the
absence of calcium chloride and phenol red. Therefore, extra experiments were
performed adding these compounds to RPMI-1640, followed by ovarian tissue
vitrification. The phenol red but not calcium was responsible for the follicular
degeneration. The use of calcium-free cryopreservation solutions containing EG have
been indicated for the preservation of oocytes, mostly mature ones or those harvested
from antral follicles, since a rise in calcium may lead to zona pellucida hardening.25
However, this is not a challenge for immature oocytes from preantral follicles, which
are not yet provided with cortical granules. Although RPMI-1640 has no calcium
chloride in its composition, calcium nitrate is present.

Although phenol red in cell culture media is well accepted, many commercial
vitrification media used in clinics are phenol red—free, since this pH indicator is
unnecessary in such a process. For instance, successful recent studies with human and

mouse cells used phenol red—free media.13,26,27 However, these authors did not
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evaluate or considered to discuss the absence of phenol red in the basis medium. Zhu et
al.20 reported phenol red as the causative agent of toxicity in HeLa cells culture in a
serum-free medium. The present study also performed all vitrification processes in a
serumfree system, and a decrease in cell survival in medium supplemented with phenol
red was observed. In the study by Zhu et al.,20 the internalization of phenol red in HelLa
cells was related to its interaction with carbon nanoparticles present in the culture
medium. The present study evaluated the relationship of phenol red and EG at different
concentrations in the exposure medium to evaluate such an interaction. Interestingly,
there was an inverse relationship of free phenol red with the concentration of EG in the
exposure medium. For instance, with the increase of EG concentration from 10% to
40%, there was a decrease of free phenol red in the exposure medium. Although the
scientific nature behind this phenomenon is unclear, it is suggested that the intracellular
cryoprotectant EG interacted with phenol red facilitating its permeation into the tissue,
similar to the findings with carbon nanoparticles,20 hence explaining the decrease in
free phenol red in the exposure medium and the increase in ovarian follicles
degeneration.

In conclusion, feline ovarian tissue can be best vitrified in a phenol red—free
solution, and the use of 50mM of trolox does not improve follicular survival.
Vitrification is still under improvement, and the susceptibility of feline ovarian follicles
to degeneration must be considered. For instance, the use of high concentrations of
cryoprotectants plays an important role in follicular loss due to osmotic shock.
Therefore, the combination of cryoprotectants with intracellular solutions, for example
HypoThermosol,28 might appear as an alternative to protect the ovarian follicles against
stress and cryoprotectants toxicity.
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Supplementary Figure 1.

Experimental design (n = 9 cats)
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Supplementary Table 1. Composition of the media used in the present study.

Amino acids

RPMI-1640
(R8755)

DMEM
(31600)

MEM
(42360-024)

TCM 199
(M2520)

Glycine

L-alanine
L-aspartic acid
L-Cysteine hydrochloride-
H20

L-Glutamic Acid
L-Glutamine
L-Hydroxyproline
L-Proline
L-Serine
L-Asparagine
Vitamins

Tocopherol phosphates2Na
L-Ascorbic Acid*Na
D-Biotin

D-calcium pantothenate
Menadione (Vit K3)
Nicotinic acid (Niacin)
p-Aminobenzoic Acid
Retinol Acetate (Vit A)
Ergocalciferol
D-Pantothenic Acid
(hemicalcium)

Vit B12

Inorganic salts

+ + + + + +

+ + + + + + + + + +

+ +

+ + + + + +

Calcium chloride
Ferric nitrate
Sodium bicarbonate
Calcium nitrate
Other components

2-Deoxy-ribose

Adenine Hemisulfate
Adenosine 5'-phosphate
Adenosine 5'-triphosphate
Cholesterol

Glutathione (reduced)
Guanine hydrochloride
HEPES

Hypoxanthine

Phenol Red*Na

Ribose

Sodium Acetate (anhydrous)
Thymine
Polyoxyethylenesorbitan
Monooleate Tween 80®
Uracil

Xanthine-Na

Sodium piruvate

O S T e A e i

+ + +
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7. CAPITULO 3

Improved vitrification of domestic cat (Feliz catus) ovarian tissue using trehalose
as an extracellular cryoprotectant and the effect of open and closed methods on the

modulation of aquaporin 3 and ABCB1 mRNA expression

Vitrificacdo de tecido ovariano de gatao doméstica (Felis catus) usando trealose
como crioprotector extracelular e o efeito de métodos aberto e fechado sobre a

modulacéo da expressdo de mMRNA da aquaporin 3 e ABCB1

Periddico: Cell & Tissue Research (a ser submetido)
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ABSTRACT

In a first experiment, feline preantral follicles within ovarian fragments collected from
five domestic adult cats were vitrified in the presence of the extracellular
cryoprotectants sucrose, trehalose, or raffinose. Histological analysis showed that the
percentages of normal follicles in ovarian fragments vitrified in trehalose combined
with EG were similar to those of controls (ovarian fragments fixed without previous
vitrification), preserving the morphology of not only primordial follicles, but also from
secondary ones. None of the treatments caused ovarian tissue fibrosis. Based on this, a
second experiment consisted in the vitrificatoin of feline ovarian tissue from other five
adult domestic cats applying trehalose as extracellular cryoprotectat, as well as ethylene
glycol (EG) alone or combined with dimethyl sulfoxide (DMSO), using two systems:
the open system solid-surface vitrification (SSV) or the closed system ovarian tissue
cryosystem (OTC). Histological analysis of follicle integrity showed that the
percentages of normal follicles in ovarian fragments previously vitrified, independently
on the protocol used, were decreased after in vitro culture for seven days, together with
an increase in tissue fibrosis. Although follicular activation was not observed by
morphological analysis, Ki67 and AgNOR labeling showed primordial follicle
activation especially when OTC was used, while proliferation of granulosa cells from
primary follicles in tissue previously vitrified was similar for both SSV and OTC
methods. However, when ovarian tissue was vitrified with the SSV method and using
EG only as intracellular cryoprotectant, it was observed a down-regulation of the

MRNA expression of the water channel protein aquaporin 9.

Keywords: Preantral follicles . Feline . Functionality . Cryopreservation . Sugars
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INTRODUCTION

Ovarian tissue vitrification is a suitable method to be applied in field conditions for
preserving ovarian tissue from wild mammals, especially from those threatened species
(Santos et al., 2010). The domestic cat, Felis catus, is commonly used as an animal
model for wild feline species (Wiedemann et al. 2013). However, there is a paucity of
efficient vitrification procedures for feline ovarian tissue. Although some pioneer
studies have shown the preservation of oocyte (Alves et al., 2012) and follicle (Luvoni
et al., 2012) integrity after feline ovarian tissue vitrification, results are still suboptimal.
Furthermore, the feline ovary is characterized by a typical high incidence of follicular
atresia (Wood et al., 1997) and this might influence the sensitivity of the follicles to the
vitrification process. For instance, recently we have shown that vitrification of cat
ovarian tissue can be detrimental if performed in a medium containing phenol-red (Brito
et al., 2016). Besides this, the choice of intra- and extracellular cryoprotectants plays a
role in the proper preservation of the ovarian tissue.

Usually, vitrification is performed with a single (Brito et al., 2016) or a combination of
two or more (Alves et al., 2012; Luvoni et al., 2012) intracellular cryoprotectants. In
most of the vitrification studies on mammalian ovary, from human to mouse, it is
routinely used sucrose as extracellular cryoprotectant (Fabbri e al., 2014; Youm et al.,
2014). However, prominent results were obtained when human ovarian tissue was
cryopreserved in the presence of the extra-cellular cryoprotectants trehalose or raffinose
(Sanfilippo et al., 2015; Tian et al., 2015). All these cited sugars are used due their
capacity to counteract osmotic shock during vitrification, to protect and stabilize cell
membrane proteins, and to improve the ability of intracellular cryoprotectants to reach a
vitreous state (Crowe et al., 1998; Crowe et al., 1996; Courbiere et al., 2009;
Vanderzwalmen et al., 2013), but not always sugars present equivalent success on the
preservation of cell survival. Hence, determining a proper vitrification solution to be
applied for feline ovarian tissue might improve the quality of the vitrified follicles after
warming.

Tissue fibrosis is one of the signs of damage caused by hypoxia/oxidative stress
(Scalercio et al., 2015), exposure to chemicals (Meirow et al., 2007), and by the
cryopreservation process itself (Nisolle et al., 2000). To evaluate tissue fibrosis, a
specific and simple collagen labelling using Picrosirius red stainig can be applied
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(Scalercio et al., 2015), where collagen at different thickness degrees are measured as
means to detect a possible increase in tissue fibrosity (Lattouf et al., 2014).

During tissue exposure or vitrification, modulation of gene expression is often observed.
For instance, membrane water channels proteins such as aquaporins 3 (AQP3) and 9
(AQP9) are modulated according to the composition of the vitrification solution as a
response to osmotic stress (Sales et al., 2016). Therefore, it is expected that transporters
will be also affected by vitrification procedures. Additionally, it is known that
expression of multidrug resistance P-glycoprotein (Pgp), which gene is coded as
multidrug resistance type | (MDR1/ABCB1) is modulated during folliculogenesis
(Yokota et al., 2011). Similarly, the ABC transporter ABCG2, which encodes the
protein BCRP1 (breast cancer resistence protein), is another multidrug resistance
protein that prevents chemicals/drugs from penetrating tissues. This protein plays a
major role protecting cells against toxins (Leslie et al., 2005). Maybe their expression
could be affected during vitrification due to cryoprotectant exposure, being observed
after warming during tissue culture. In previous studies, we have shown the deleterious
effects of cooling and conventional cryopreservation on endoplasmic reticulum (ER)
integrity (Silva et al., 2000; Oskam et al., 2010), as confirmed by ultrastructural analysis
and up-regulation of the gene for the ER protein 29 (ERp29) (Brito et al., 2014). A
marker for apoptoxis BAX was also added in this study due to the controversial findings
indicating that vitrification either leads to apoptosis (Jafarabadi et al., 2005) or not
(Abdollahi et al., 2013).

There are available different vitrification systems, which can be simply divided into
open and closed systems. The solid-surface vitrification (SSV) method is an open
system that allows the preservation of a high percentage of follicles (Santos et al.,
2007), but allows the direct contact of the ovarian tissue with liquid nitrogen. The
Ovarian Tissue Cryossystem (OTC) is a closed-system, with promising results on the
preservation of ovarian tissue from domestic animals (Carvalho et al., 2013). Although
controversial, contamination of liquid nitrogen with microorganisms might be an issue.
Hence, systems that avoid this direct contact may be useful.

Based on this, we aimed to evaluate the effect of different sugars (sucrose, trehalose and
raffinose), intracellular cryoprotectants (ethylene glycol — EG, dimethyl sulfoxide -
DMSO or EG + DMSO), and vitrification method (SSV vs OTC) on the follicular
morphology, development (morphological and imunohistochemical analysis) and

MRNA expression of markers for apoptosis, endoplasmic reticulum stress, as well as
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water membrane- and ABC-transporters. Markers for cell proliferation were used to

evaluate follicular development during culture.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals
Unless stated otherwise, chemicals and media used in this study were purchased
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). For all of the media, the pH was

adjusted to 7.4, at room temperature (~ 25 °C).

Source of ovaries

Ten adult queens, from 9 months - 3 years of age at random stages of the oestrus
cycle, were subjected to ovariohysterectomy (routine castration) at the Veterinary
Hospital of the Federal University of Para. None of the animals presented reproductive
pathologies. The use of the removed ovaries and animal handling procedures during the
surgical procedure were allowed by the owners of the animals. Collected ovaries were
allocated into two experiments. For both experiments (Supplementary Figure 1),
immediately after collection, each ovarian pair derived from the same queen was sliced
into 2 mm? pieces and randomly distributed in treatments according to each experiment

as follows.
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Experiment

Ovarian fragments (n = 14) 5 cats
Control 4‘
Exposure and Vitrification 20°C/ 20 min
|
No sugar Sucrose Sucrose Trehalose Trehalose Raffinose
l 0.1M 0.5M 0.1M 0.5M 0.1M
I
Y T
I
Warming : Experiment I1
]
Ovarian fragments (n = 20) S cats
}7 Control
Exposure and Vitrification 20°C/ 20 min
SSv oTC
[ . 1N . 1
EG + EG+
EG EG
| DMSO DMSO |
|
Warming
IVC

PAS — haematoxylin and Picro Sirius staining (Exp I and II); AgNOR labelling and Ki-67
immunohistochemistry (Exp II, only IVC); qRT-PCR (Exp II)

Supplementary Figure 1. Experimental design from experiments | and II.

Experiment I: Effect of sucrose, thehalose and raffinose on ovary vitrification

In experiment |, sugars were tested as extracellular cryoprotectants: sucrose (0.1
or 0.5 M), trehalose (0.1 or 0.5 M) and raffinose (0.1 M); raffinose was not tested at 0.5
M due to saturation in the medium. For this, each ovarian pair from five queens was
divided into 14 fragments (2 mm3) and randomly distributed within the treatments. Two
fragments were randomly selected as the fresh control and were fixed in Davidson
solution for routine histology (PAS-haematoxylin) and tissue fibrosis (Picrosirius red
staining) evaluation. The remaining fragments were exposed for 5 min at 20 °C to the
different vitrification solutions prepared in phenol red-free RPMI-1640 as basis
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medium, as follows: T1: 40% EG; T2: 40% EG + 0.1M sucrose; T3: 40% EG + 0.5M
sucrose; T4: 40% EG + 0.1M trehalose; T5: 40% EG + 0.5M trehalose; T6: 40% EG +
0.1M raffinose; two fragments per treatment. None of the vitrification solutions were
added with serum. After exposure, samples were vitrified applying the SSV method
(Santos et al., 2007) and stored in liquid nitrogen for at least one week, after which

samples were warmed up and prepared for routine histology and for fibrosis analysis.

Experiment 11: Comparison between two vitrification solutions and methods — open and
closed systems

In experiment |1, two vitrification solutions (EG alone or combined with DMSO)
and two methods were compared: solid-surface vitrification (SSV — open system) and
ovarian tissue cryossystem (OTC — closed system). Each ovarian pair from five queens
was divided into 20 fragments (2 mm3) and randomly distributed within the treatments.
As controls (fresh and cultured in vitro), four fragments were randomly selected: one
fragment was immediately fixed for routine histology (PAS-haematoxylin), fibrosis
analysis, AgNOR labelling and for immunohistochemistry (Ki-67), and a second one
was snap frozen and stored at - 80 °C for gRT-PCR. The other two fragments were
cultured in vitro for seven days. The remaining 16 fragments were submitted to different
vitrification protocols (SSV or OTC) following a two-step concept where the first
exposure was performed for 4 min in a vitrification solution 1 (VS1) and the second one
for 1 min in a VS2, as follows: T1 in SSV: VS1 (20% EG + 0.1 M trehalose) and VS2
(40% EG + 0.1 M trehalose); T2 in SSV: VS1 (10% EG + 10% DMSO + 0.1 M
trehalose) and VS2 (20% EG + 20% DMSO + 0.1 M trehalose); T3 in OTC: VS1 (20%
EG + 0.1 M trehalose) and VS2 (40% EG + 0.1 M trehalose); T4 in OTC: VS1 (10%
EG + 10% DMSO + 0.1 M trehalose) and VS2 (20% EG + 20% DMSO + 0.1 M
trehalose). Vitrification solutions were prepared in phenol red-free RPMI-1640 as basis
medium and no serum was added to it. For each treatment, four ovarian fragments were
vitrified. After warming, two fragments were immediately processed for routine
histology (PAS-haematoxylin) and fibrosis analysis, as well as for qRT-PCR, while
other two were cultured in vitro for seven days and subsequently processed for routine
histology (PAS-haematoxylin), AQNOR labelling, Ki-67 and gRT-PCR.
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Vitrification

Solid-surface vitrification (SSV)

Solid-surface vitrification as well as the protocol for incubating tissue in vitrification
solutions, the dilution regimen to remove the cryoprotectants after warming, and the
time and temperature of exposure were chosen based on studies previously described
(Santos et al., 2007; Brito et al., 2016). In brief, vitrification solutions were prepared
just prior to use. Each fragment was initially kept for 5 min at 20 °C in 1 mL of the
vitrification solution (exp 1), or submitted to a two-step (exp Il) procedure (step 1 with 4
min and step 2 with 1 min exposure), after which fragments were placed on a cold
surface consisting of a hollow cube of aluminium foil partially immersed in liquid
nitrogen. The vitrified fragments were transferred into cryovials, by using nitrogen-
cooled forceps, and stored in the liquid phase of a liquid nitrogen tank. Vitrified ovarian
fragments were stored for one week in liquid nitrogen (- 196 °C). For warming,
cryovials were exposed to room temperature (~ 25 °C) for 1 min and fragments
separately submitted to cryoprotectant removal, followed by immersion in a water bath
(37° C) for 30 sec. After warming, the cryoprotectants were removed by three-step
washing solutions. For this, fragments were immersed in RPMI + 0.25 M tested sugar (3
min), (ii) RPMI + 0.125 M tested sugar (5 min), and (iii) RPMI (7 min).

Ovarian Tissue Cryosystem (OTC)

The Ovarian Tissue Cryosystem (OTC) is a closed system and it was used as
previously described (Carvalho et al., 2013). Briefly, the fragments were exposed to two
vitrification solutions as described in experiment Il section. Both exposures were
performed using the OTC. The vitrification solution was then removed and the OTC
containing the ovarian tissue was closed and immediately immersed vertically into
liquid nitrogen. After storage in liquid nitrogen (- 196 °C) for up to one week, OTCs
containing the vitrified ovarian fragments were warmed in air at room temperature (RT
~25°C) for 1 min, followed by immersion in a water bath (37°C) for 30 sec. Similar to
SSV procedure, after warming the cryoprotectants were removed by three-step washing
solutions: RPMI + 0.25 M tested sugar (3 min), (ii) RPMI + 0.125 M tested sugar (5
min), and (iii) RPMI (7 min).
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In vitro culture

Ovarian tissue was cultured in vitro in seven days, as previously described (Faustino et
al., 2010). Briefly, ovarian fragments were separately transferred to a 24-well culture
dish (Corning, NY, USA) containing 1 ml of culture medium. The culture medium
consisted of o-MEM (pH 7.2-7.4) supplemented with 1.25 mg/ml bovine serum
albumin (MP Biomedicals, Sdo Paulo, SP, Brazil), 10 ng/ml insulin; 2.5 pg/mi
transferrin and 4 ng/ml selenium, 100 pg/ml penicillin/streptomycin, 2 mM glutamine, 2
mM hypoxanthine, 50 ng/ml bovine follicle-stimulating hormone (bFSH) recombinant
(NANOCORE Biotecnologia SA, Campinas, SP, Brazil), and 50 pg/ml ascorbic acid.
Fresh medium was prepared two hours before use and the culture medium was replaced
every day. Ovarian tissues were cultured at 39 °C in an atmosphere of 5% CO, in air.
The percentages of morphologically normal follicles was analysed. Furthermore, the
development of ovarian preantral follicles, i.e. follicles that had no antrum, was
evaluated based on the increase in the percentages of activated (a follicle containing an
oocyte surrounded by one layer of flattened/cuboidal granulosa cells), primary (a
follicle containing an oocyte surrounded by one layer cuboidal granulosa cells) and
secondary (a follicle containing an oocyte surrounded by two or more cuboidal

granulosa cells).

Histological analysis

After fixation in Davidson solution (routine histology) or formalin
(immunohistochemistry), ovarian fragments were dehydrated in ethanol, clarified with
xylene and embedded in paraffin wax. Serial sections (5 pum) of ovarian tissue were cut
and every fifth section was mounted on glass slides and stained with haematoxylin-
eosin. All sections were examined using a light microscope (Leica) at magnification of
200 x. Preantral follicles were defined as follicles with an oocyte surrounded either by
one flattened and/or cuboidal layer or several layers of only cuboidal granulosa cells. To
avoid counting a follicle more than once, preantral follicles were counted only in the
sections where their oocyte nucleolus was observed. Follicular quality was evaluated
based on the morphological integrity of the oocyte, the granulosa cells and the basement
membrane (Lima et al. 2006). In brief, preantral follicles were classified as (i)
histologically/morphologically normal when they contain an intact oocyte and intact
granulosa cells, (ii) degenerated grade 1 when their oocyte nucleus has become

pyknotic, and (iii) degenerated grade 2 when the oocyte is shrunken and its nucleus
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pyknotic and, when possibly granulosa cells have detached from the basement

membrane and have enlarged in volume.

Tissue fibrosis

To investigate the structure of ovarian tissue, relative areas of fibrosis were
evaluated by Picrosirius red staining plus polarization microscopy. Fibrotic areas were
characterized by rich collagen deposits. Picrosirius red is a strong anionic dye that
attaches to collagen fibres and turns the tissue green, yellow, orange or red according
the thickness of the fibres (colors of collagen fibers in order of increasing thickness)
(Rich and Whittaker, 2005). This classification was applied based on a recent study on
Picrosirius analysis (Lattouf et al., 2014). When evaluated by light microscopy, collagen
is stained red, while cytoplasm is stained in yellow. Under polarized light microscopy, it
is possible to differentiate collagen fibers by different birefringent colors (Scalercio et
al., 2015). In brief, collagen fibres were calculated as a percentage of the area of each
image (expressed in pixels) and divided by colors: green, yellow, orange, or red.
Collagen area calculation was performed automatically with the help of the image
processing and analysis software Image J (National Institutes of Health, USA).

Ag-NOR labelling

To estimate the granulosa cell proliferation index, Ag-NOR staining was
performed to quantify the number of argyrophilic nucleolar organizer regions (NOR),
which present silver (Ag) affinity, per granulosa cell nuclei. For this purpose, ovarian
tissue sections were reduced with 1% potassium iodide, and stained with 50% silver
nitrate solution in a colloid solution (2:1) in a darkroom and counterstained with 0.1%
safranin (Castro et al., 2014). For quantification, at least 300 granulosa cells from
primary follicles and 600 granulosa cells from secondary follicles were evaluated in
each treatment; at least 20 follicles were evaluated per treatment. Samples were
visualized under a light microscope (x 1000), and the NOR of all the nuclei of visible

granulosa cells were counted.

Immunohistochemistry
Samples were fixed in formalin as described above, and paraffin sections (5um) were
deparaffinised and rehydrated in alcohol series and processed for

immunohistochemistry. After blocking endogenous peroxidase activity with 3%
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H,0, diluted in deionized water, a demasking step was performed for 5 min at 98°C
with citrate buffer (pH 6.0), and the sections were subjected to an antigen retrieval step.
Antigen retrieval steps, antibody dilutions and incubation conditions were performed as
previously described (Scalercio et al. 2015). In brief, the slides were incubated
overnight with mouse monoclonal Ki67 primary antibody (1:4000) at 4-C, and for 60
minutes at room temperature with goat anti-mouse secondary antibodies (1:500).
Diaminobenzidine was used as a chromogen (SK4100; Vector Laboratories,
Peterborough, United Kingdom). Haematoxylin was used for counterstaining, and rapid
mounting medium (Entellan new; Merck) was applied to mount the slides. Negative
controls consisted of the dilution solution without any primary antibody, while mice
proliferative spleen cells were used as positive controls. Ki67 staining was used to
verify the proliferating status of follicles and to ensure that follicles classified as
primordial were indeed at resting stage. The total and Ki67 labelled percentages of
primordial follicles and the total and labelled percentages of granulosa cells per

developing follicles were counted in each study group.

Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted using the Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA)
followed by PureLink™ RNA Mini Kit (Anbion®), according to instructions of the
manufacturer. The RNA concentration was estimated by reading the absorbance at 260
nm and was checked for purity at 280 nm in a spectrophotometer (NanoDrop® 2000,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). For each sample, the RNA
concentrations were adjusted to 30 ng/ml and used to synthesize cDNA. The reverse
transcription was performed with the SuperScript 1I1 RT-PCR kit (invitrogen). The
mixture was incubated at 42 °C for 1 h, subsequently at 80 °C for 5 min, and finally
stored at —20 °C. The negative control was prepared under the same conditions, but
without addition of the nucleic acid.

gRT-PCR was performed using a thermocycler (iQ5, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Primers (Table 1) derived from the Felis catus gene were designed using the
Pick Primers designing tool from the National Center for Biotechnology Information
GenBank (NCBI). A NCBI basic local alignment search tool (BLAST) ensured the
specificity of primer sequences for sheep. The primers were tested on the efficiency by
gPCR analysis of a dilution series of pooled cDNA at a temperature gradient (55-65°C)

for primer-annealing and subsequent melting curve analysis. The reaction mixture for
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the qPCR contained 0.5 ug cDNA in sterile water (7.4 uL), 10 uL iIQSYBR Green
Supermix (Bio Rad Laboratories Inc.), forward (0.8 uL) and reverse (0.8 L) primers
(final concentration of 0.4 pmol/uL for each primer), and according to the
manufacturer's instructions.

Data were analysed using the efficiency corrected Delta-Delta-Ct method
(Pfaffl, 2001). The fold-change values of the target genes were normalized using the
geometric average of the fold-change values of one reference gene: PGK1. Reactions of
PCR amplification consisted of initial denaturation and polymerase activation for 15
min at 94 °C, followed by 40 cycles of 15 s at 94 °C, 30 s at 50 °C, 45 s at 72 °C, 15 s at
95 °C and 1 min at 60 °C. The extension was held for 10 min at 72 °C.

Statistical analysis

Percentages of morphologically normal follicles were compared among all study
groups with Prism 4 software (GraphPad 6.04), using one-way ANOVA with Tukey as
post-hoc test. Likewise, differences in mRNA expression (fold-change) and Picrosirius
red staining intensity were compared by applying one-way ANOVA and Tukey as post-
hoc test. To evaluate Ki67 immunostaining, the total and labelled numbers of primordial
follicles and the total and labelled numbers of granulosa cells per primary and
secondary follicles were counted in each study group. Similarly, percentage of AQNOR
positive granulosa cells per follicular class were calculated in each study group and
compared by applying one-way ANOVA and Tukey as post-hoc test. Data are presented
as mean * standard error of means (SEM), and significant differences are indicated by P
values (*P < 0.05; ** P < 0.01; *** P <0.001).
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Table 1. Primers used for the quantification of genes of interest and housekeeping gene expression.

Genes Accession n°. Forward Reverse Product size
(bp)

PGK1 XM_004000665.3 AATCTGCCACAGAAGGCTGG GTCTGCAACTTTAGCTCCGC 130

Bax NM_001009282.1 AGCAGATCATGAAGACAGGGG CTCAGCTTCTTGGTGGACGC 130
ERP29 XM_003994679.3 CCTAGGTATGCCTGGTTGCC TTGCGAGATTGTCCTGTCCC 116
AQP3 XM_011288588.1 ATGAGCTTGTAGTCTCGGGC AGGGATGCTGTGCCAATGAA 115
AQP9 XM_003987104.3 AGCCTGGGAAAGGACGAAAG GCCACATCCAAGGACGATCA 122
ABCG2 XM_006930975.2 ACTGTTAGCGCTCCTCCTCT GGAGAGTTTCTGCCTTTTCGG 94

ABCB1 NM_001171064.2 AATGGCAAGGTCAAGGAGCA  CACAGTTCACTAGCGCTTTGC 108
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RESULTS

Experiment |
Trehalose improves survival rates of vitrified feline preantral follicles

A total of 1,299 preantral follicles were evaluated. Cryopreservation resulted in
percentages of morphologically normal preantral follicles similar to control (62.9 = 4.1) only
when the vitrification medium was supplemented with 0.1 M (35.8 £ 8.3) or 0.5 M (33.4 £ 5.4)
trehalose (Fig. 1).
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Fig 1. Mean (x SEM) percentages of morphologically normal preantral follicles after
vitrification in the absence or presence of different extracellular cryoprotectants (sucrose,
trehalose or raffinose). Significant differences from control are indicated as ** P< 0.01 or *** P<
0.001. No differences were observed among the different sugars (P> 0.05).

Vitrification of tissue with EG alone or combined with sucrose or raffinose did not
improve follicular survival, resulting in a significant decrease in the percentage of
morphologically normal follicles when compared to control (Fig. 1). It is important to note that
not only primordial follicles were well preserved, but also secondary ones, especially, when

ovarian tissue was vitrified-warmed in the presence of trehalose (Fig. 2).
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Fig 2. Representative images of feline ovarian
tissue. Primordial (A, C, E, G, I, K, M) and
secondary (B, D, F, H, J, L, N) follicles in fresh
tissue (A, B) and in tissue vitrified without sugar (C,
D), or in the presence of sucrose 0.1 M (E, F),
sucrose 0.5 M (G, H), trehalose 0.1 M (I, J),
trehalose 0.5 M (K, L), or raffinose 0.1 M( M,N).
Staining: PAS-haematoxilyn; Bars represent 50 pm.
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Tissue fibrosis was estimated by measuring the fold change of collagen fibres area in the
ovarian tissue. No difference among the treatments on the collagen thickness content was
observed and data are presented as a whole. Tissue vitrified in the presence of trehalose
presented a closely similar total collagen content when compared to control (~ 0.8-fold from

control), with tissue vitrified without sugar or with sucrose 0.1 M presented greater collagen (~

2-fold increase) (Fig. 3).

()
o
c
o]
c 4
04'|'
©
o
T2
- =
—
o1 T T 7T 7
o o o o =
8 > > - = E
n n
- < “
+ 4 + o+ +
o 0O O]
88 w o Ll

Fig 3. Fold-change in collagen area in feline ovarian tissue after vitrification in the presence of
EG only, or with EG combined with sucrose (0.1 or 0.5 M), trehalose (0.1 or 0.5 M), or raffinose
(0.5 M). Dashed line indicates the collagen area in control tissues, normalized as 1.

Experiment I
Vitrification of ovarian tissue with EG or EG + DMSO maintains follicular survival similar to

control independently on the vitrification method, but impairs follicular morphology after in

vitro culture

Vitrification of ovarian tissue did not affect the percentages of morphologically normal
preantral follicles when compared with control. Although vitrification with OTC using EG alone
presented the highest percentage of morphologically normal follicles (56%), no differences
among treatments were observed (Fig. 4). In vitro culture of vitrified-warmed ovarian tissue
resulted in a significant decrease in the percentages of morphologically normal preantral

follicles, while fresh cultured tissue kept similar percentages when compared to control (Fig. 4).
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Fig 4. Mean (£ SEM) percentages of morphologically normal preantral follicles in the control
group, as well as after vitrification, followed or not by in vitro culture. Vitrification was
performed in the presence of EG + trehalose or EG + DMSO + trehalose, using either SSV or
OTC methods for both tested vitrification media. Significant differences from control are
indicated; *** P< 0.001. No differences were observed among treatments.

Morphological analysis does not show follicular activation or development of fresh or vitrified-
warmed ovarian tissue submitted to in vitro culture

Based on morphological analysis, before and after seven days in vitro culture all
treatments presented a significant higher percentage of primordial follicles when compared with
the percentages of developing ones. Although percentages of developing follicles were increased
after in vitro culture, the percentages of these morphological changes evaluated with
haematoxylin-eosin stainig were not significantly different from control (Fig. 5).
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Fig 5. Mean (x SEM) percentages of primordial and developing follicles in control tissue, as
well as after vitrification, followed or not by in vitro culture. Vitrification was performed in the
presence of EG + trehalose or EG + DMSO + trehalose, using SSV or OTC methods. Significant
differences between the percentages of primordial and developing follicles within each group are
indicated; *** P< 0.001. No differences were observed among treatments.

The use of OTC device leads to a high activation of primordial follicles when compared to fresh
tissue, but none ot the treatments affect proliferation of developing follicles

Based on Ki67 labelling, it was observed that the percentages of activated follicles were
significantly increased when comparing fresh in vitro cultured with control ovarian tissue.
Although no difference on the percentage of activated follicles was observed between fresh
tissue and SSV vitrified cultured tissue, all the vitrified ovarian fragments presented a significant
increase in the rates of activated follicles when compared to control. When tissue was vitrified
applying the OTC system, activation rate was significantly higher than that observed for fresh
cultured tissue (IVC). All the cultured tissues, vitrified or not, presented significant higher
percentages of developing follicles with proliferating granulosa cells when compared with fresh

control.
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Fig 6. Mean (£ SEM) percentages of activated primordial follicles and proliferating granulosa
cells (GCs) per developing follicles based on Ki67 labelling. Different superscripts indicate
significant differences; ** P < 0.01.

Proliferation of granulosa cells occurred in primary and not secondary follicles during in vitro
culture

To further evaluate the proliferation potential of granulosa cells from primary and
secondary follicles, AGQNOR labelling was determined. Independently on the freshness of the
tissue (non-vitrified vs vitrified), cryoprotectant solution and vitrification method, it was
observed that, compared to control (1.5 £ 0.1), there was a significant increased number of NOR
in granulosa cells from cultured fresh (2.1 £ 0.2) and vitrified (SSV EG: 2.3 £ 0.1; SSV EG
DMSO: 2.3 £ 0.2; OTC EG: 2.1 £ 0.1; OTC EG DMSO: 2.2 + 0.1) primary follicles. When
secondary follicles were evaluated no differences were observed between cultured and fresh
tissue (Fig. 7). Images of follicles labelled with Ki-67 or AGNor are depicted in Figure 8.
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Fig 7. Boxplots with average (+ SEM) number of development NORs per nucleus of granulosa
cells from primary and secondary follicles in control tissue, as well as after seven days in vitro
culture of tissue previously vitrified or not. Significant diferences between the treatments and
fresh control are indicated; ** P< 0.01. No differences were observed among treatments after in
vitro culture.
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Fig 8. Representative images of ovarian tissue immunolabelled with Ki67 and AgNOR in all

treatments. Bars: 10 um
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In vitro culture leads to an increase in collagen fibers thickness
Tissue fibrosis was estimated again after vitrification and tissue in vitro culture (Fig. 9). No
significant differences were found among treatments neither when they were compared with

control fresh or in vitro cultured tissue, although it was observed an increased in collagen fibers

thicnkness (green to orange) after in vitro culture (Fig. 10).

B [

Fig 9. Representative images for control tisue (A) followed by in vitro culture (B), or submitted
to vitrification applying SSV EG, SSV EG+DMSO, OTC EG, OTC EG+DMSO (C, D, E, F,
respectively) followed by in vitro culture (G, H, I, J, respectively). Images were obtained under
light microscopy (red staining), by birefrigent polarization and after transformation of images by
Image J. Scale bars: 100um.
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thickness in the different studied groups. Degree of

Vitrification of ovarian tissue with EG as single intracellular cryoprotectant, specially when

applying SSV method, leads to AQP9 down-regulation

The mRNA expression levels of six key genes are depicted in Figure 11. Immediately after

vitrification and cryoprotectant removal, the relative mRNA expression was significantly
downregulated for AQP3 (2.5 fold; P < 0.05), AQP9 (3.5 fold; P < 0.05), and ABCB1 (2.5 fold,;
P < 0.01), only when applying the SSV method and when EG was used as single intracellular

cryoprotectant.
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Fig 11. Mean mRNA expression levels of markers of apoptosis (BAX), Endoplasmic Reticulum
stress (ERP29), aquaporins (AQP3 and AQP9), and ATP-binding cassette transporters (ABCB1
and ABCG2) immediately after vitrification or after vitrification followed by ovarian tissue in
vitro culture. Control is represented by a solid line and treatments by a dashed line. Data are
presented as fold change calculated in reference of control values set as 1. Significant differences
between treatment and control are represented by * (P < 0.05) or ** (P < 0.01).
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No statistically significant effect on gene expression was observed for the other tested
groups. Similarly, after vitrification, when vitrified tissue was in vitro cultured, only those
submitted to SSV method with EG as single intracellular cryoprotectant presented significant
changes in gene expression. For this treatment, an up-regulation of ERP29 (2.5 fold; P < 0.05)
was observed, together with the down-regulation of AQP9 (6.7 fold; P < 0.01). Expression of
AQP3 returned to control levels.

DISCUSSION

In the present study we showed the importance of extracellular sugars, the influence of the
combination of two intracellular cryoprotectants on the follicular survival and molecular
stability, and the huge follicular activation after in vitro culture of vitrified ovarian tissue.

By screening three different exracelullar cryoprotectants, it was clear the importance of
vitrification medium supplementation with trehalose, which was more efficient than sucrose or
raffinose on the protection of follicular morphology. Vitrification medium containing raffinose
was able to keep human follicular morphology similar to control levels (Sanfilippo et al., 2015).
However, we must bear in mind that intracellular cryoprotectants and vitrification protocol also
influences follicular survival and the study did not compare raffinose with other sugar. Although
sucrose is the most comonly used sugar in cryopreservation protocols, it was recently shown that
trehalose preserves a larger number of human primordial follicles than sucrose during
vitrification (Tian et al., 2015). Trehalose acts as an antifreezing agent found in some insect
species (Vanin et al., 2008) and improves chemical and physical stress tolerance in plants
(Mostofa et al., 2015). Regarding cryopreservation, different trehalose mechanisms were
proposed, like those that trehalose forms a protective film to stabilize cell structure (Crowe et al.,
1992), helps biomolecules to maintain a glassy spatial structure (Timasheff, 1993; Paolantoni et
al., 2009), instead of interact directly with a protein, trehalose binds water molecules around
protein surface (Sola-Pena and Meyer-Fernandes, 1998; Lupi et al., 2012), or by its ability to
counteract osmotic stress, hypoxia (Chen and Haddad, 2004), as well as oxidative stress (Hu et
al., 2010; Zhang et al., 2015). All these factors might explain the observed trend of trehalose
treated tissue presenting the most similar collagen patterns when compared to control fresh
tissue. Collagen is an important element of the extracellular matrix involved in maintenance of
the normal spatial structure of the ovarian tissue and, consequently, plays an important role on
tissue integrity and cell-cell interactions (Lind et al., 2006; Woodruff & Shea 2007). However,

the present study showed that collagen patterns were not affected by the vitrification procedure,
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and a tendency on tissue collagen thickening was observed after in vitro culture, which can be
related to tissue damage.

As far as we know, when performed in the presence of an extracellular cryoprotectant,
cryopreservation medium for feline ovarian tissue always contains sucrose (Lima et al., 2006;
Tanpradit et al., 2015). Hence, it is not possible to compare our data with trehalose with other
studies in feline. Furthermore, EG has been the intracellular cryoprotectant of choice alone
(Lima et al., 2006; Wiedemann et al., 2012; 2013), or in combination with DMSO (Alves et al.,
2012; Luvoni et al., 2012; Tanpradit et al., 2015).

Independently on the vitrification method and vitrification solutions tested herein,
follicular morphology was maintained similar to control immediately after warming. After
culture, follicular loss was observed in all vitrified-thawed fragments. This shows that no
obvious differences could be found when comparing both vitrification methods. This data
appears very promising once a closed system was as efficient as an open one. It was shown
before that both methods, SSV and OTC, have similar success in the preservation of the
morphology of vitrified ovine ovarian follicles (Bandeira et al., 2015). Much is discussed about
the risks of tissue contamination during cryopreservation if in direct contact with liquid nitrogen.
Although it was recently reported that no bacterial and fungal cross-contamination could be
caused by the vitrification method (open or closed), microorganisms can survive in liquid
nitrogen (Molina et al., 2016). Therefore, this direct contact remains a risk.

Not always morphological analysis is sufficient to evaluate follicular activation and cell
proliferation. Based on morphologic analysis in the present study, after seven days in vitro
culture of vitrified-warmed ovarian fragments, the percentages of developing follicles were
similar for all treatments, as well as similar to freshly in vitro cultured tissue. However, this was
not confirmed by Ki67 labelling. All the vitrified fragments submitted to in vitro culture
presented a higher rate of follicular activation if compared with control, On the other hand, no
follicular activation was observed after analysis of the cultured fresh tissue, which presented
activation rates similar to control. Furthermore, when tissue was vitrified with the OTC device,
this activation was even higher than that observed to freshly cultured tissue. Follicular loss can
occur via apoptosis or massive activation. No changes in BAX mRNA expression were observed
in the present study. Although this cannot exclude other apoptosis pathway, it still corroborates
with the hypothesis that vitrification brings the risks of follicular massive activation after culture.
Such a follicular activation is often related to transplanted ovarian tissue due to
hypoxia/revascularization stress (Santos et al., 2009; Scalercio et al., 2015). Although this

overactivation can be also caused by exposure to chemicals such as alkylating agents (Kalich-
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Philosoph et al., 2013), it is not possible to make a direct connection between cryoprotectant and
follicular overactivation once this effect was also dependent on the vitrification device. Follicular
activation is regulated by surrounding somatic cells (primordial follicle granulosa cells — pfGCs).
Differentiation of pfGCs to granulosa cells (activation) is prevented by the mTORC1
(mechanistic target of rapamycin complex 1), a kinase that plays a role on cell response to
growth factors and nutrients functioning as a modulator of protein synthesis and autophagy
(Laplante and Sabatini, 2012). An overexpression of mMTORC1 will result in an excessive
activation of primordial follicles (Ahikari et al., 2010), and their premature activation (Zhang et
al., 2014). Probably, vitrification leads to an irregulat transcription of mTORC1, or in vitro
culture of vitrified ovarian tissue requires a specific protocol to counteract extra stress and
follicular overactivation. No differences on the rates of granulosa cells proliferation in
developing follicles were observed among treatments, confirming that this negative effect was
specific for primordial follicles.

Although the deleterious effects from vitrification can be linked to apoptosis (Mazoochi et
al., 2009), in the present study no changes in BAX expression was observed, similartly to
findings from Abdollahi et al. (2013). Remarkably, mRNA expression modulation was observed
only in ovarian tissue vitrified with the SSV method, applying EG as single intracellular
cryoprotectant. It was shown before that caprine ovarian tissue vitrified in the presence of EG
only presented a down-regulation of AQPs, probably due to an inefficient in vitro culture system

or as an alternative to counteract osmotic stress (Sales et al., 2016).

CONCLUSION

Vitrification of feline ovarian tissue can be optimized by using a combination of trehalose
(extracellular cryoprotectant) with EG combined or not with DMSO (intracellular
cryoprotectants). A closed system will not decrease the rates of follicular survival when
compared with an open one, but a specific protocol for in vitro culture is needed to avoid

undesirable massive follicular activation.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas diferentes fases experimentais nesta tese permitiram concluir

que:
v" Tecido ovariano felino pode ser melhor vitrificado em solucéo livre de vermelho fenol,;
v A vitrificacdo de tecido ovariano pode ser otimizada usando uma combinacéo de trealose
(crioprotetor extracelular), com EG combinado ou ndo com DMSO (crioprotetores
intracelulares);

v" O OTC néo diminui as taxas de sobrevivéncia folicular quando comparado com o SSV;

v Um protocolo especifico de CIV para tecido ovariano vitrificado é necessario para evitar

a ativacao folicular em massa.
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