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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi desenvolver um protocolo de congelacdo para
a preservacdo de foliculos pré-antrais de Sapajus apella (macaco-prego). Para este fim,
fragmentos ovarianos foram expostos a diferentes solugdes crioprotetoras, adicionadas ou ndo
por antioxidantes (selénio e trolox), congelados e cultivados in vitro por 24/horas. Analises
morfologicas, ultraestruturais, de viabilidade e estresse oxidativo foram desenvolvidas. A
coleta do material foi realizada no Centro Nacional de primatas (CENP) e nove macacos-
prego maduras e saudaveis foram usadas. Biopsias ovarianas de 1 mm?® foram coletadas por
laparoscopia exploratoria. Os foliculos coletados foram classificados de acordo com sua fase
de desenvolvimento em primordial, primario ou secundario. A viabilidade folicular foi
observada através da utilizacdo de marcadores fluorescentes (lodeto de propideo e Hoechst)
gRT-PCR foi usado para avaliar a expressédo de hormonios e fatores de crescimento. O TEAC
foi usado para mensurar 0 estresse oxidativo no tecido. Os resultados mostraram que a
solucdo congelacdo contendo trolox ndo afetou a morfologia folicular e expressdo génica. A
criopreservacao resultou em elevadas taxas de viabilidade folicular quando o trolox estava
presente na solucdo, porém a expresséo de genes codificando BMP4 e KL foi negativamente
afetada. Nossos achados mostraram um efeito favoravel da adicdo do trolox a solugdo de
congelagdo. Entretanto, a viabilidade folicular e expresséo génica foram afetados apds cultivo

in vitro.

Palavras-chave: Foliculos pré-antral. Viabilidade. Ultraestrutura. qRT-PCR



ABSTRACT

The aim of the present study was to develop a freezing protocol for the
preservation of preantral follicles from Sapajus apella (capuchin monkeys). To this end,
ovarian fragments were exposed to different cryoprotectant solutions, added or not by
antioxidants (selenium or trolox), frozen and in vitro cultived by 24 hours. Morphology,
ultrastructure, viability, oxidative stress and mocelular analyses were performed. The
collection site was in the Primates Nacional Center (CENP) and nine healthy mature female
capuchin monkeys were used. Ovarian biopsies of 1 mm? were collected by laparoscopy. The
follicles were classified accordingly to their developmental phase in primordial, primary or
secondary. Follicular viability scored using fluorescent markers (propidium iodide and
Hoechst). qRT-PCR was used to evaluate the expression of hormones and growth factors.
TEAC was used to measure oxidative stress in the tissue. In cryoprotectant solution
containing trolox did not affected follicular morphology and gene expression.
Cryopreservation resulted in higher rates of follicular viability when trolox was present in the
solution, but expression of genes encoding BMP4 and KL was negatively affected. Our
findings show a favorable effect of adding trolox to a cryopreservation solution. However,

follicular viability and gene expression was affected after in vitro culture.

Key words: Preantral follicles. Viability. Ultrastructure. gRT-PCR
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1. INTRODUCAO

Primatas ndo-humanos (PNH) tém sido utilizados como importantes modelos
experimentais para investigacdo biomédica. Porém, em virtude de indmeros impactos
ambientais e diminuicdo da diversidade genética, hd uma preocupacdo emergencial para
desenvolvimento de medidas de conservagdo de recursos geneticos para restaurar
determinadas populacdes tanto de espécies em cativeiro com dificuldades reprodutivas e
ameacadas de extingdo, quanto para animais domésticos de interesse econémico ou de
producdo (MARQUES et al., 2008; ARAT et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; LIMA et al.,
2012) .

Dentro desse contexto, encontram-se alternativas reprodutivas, que também
figuram aplicacGes comparativas com a reproducao humana, abrangendo terapias potenciais e
estratégias preventivas. Dentre estas, podem ser citadas a inseminagdo artificial (1A),
fertilizacdo in vitro (FIV), injecdo intracitoplasmética de espermatoz6ide no 6ocito (ICSI),
producdo in vitro de embrides (PIVE) e a criopreservacdo de material genético que é uma das
mais promissoras biotécnicas utilizadas (WOLF et al., 2004; DOMINGUES; CALDAS-
BUSSIERE, 2006; SANTOS et al., 2008).

A criopreservacdo € uma tecnologia que consiste na preservacdo de material
biolégico — como tecidos, foliculos ovarianos, gametas e embrides — para manutencdo 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; MATSON et al., 2008; SANTOS et al., 2008; BAKHACH, 2009). E, tem permitido
a retomada da funcdo reprodutiva e enddcrina, principalmente no caso de mulheres
submetidas a tratamento de quimio- e radioterapia (DONNEZ et al., 2006; DEMEESTERE et
al., 2009; DEPALO; CAVALLINI, 2009; JIN et al., 2010).

Tal técnica pode ser realizada por dois métodos basicos: congelacdo
convencional ou lenta (exposicdo a baixas concentracdes de agente crioprotetor — ACP — e
resfriamento lento controlado em “freezers” programaveis) e a vitrificagdo (altas
concentragfes de ACP e resfriamento ultra-rapido em nitrogénio liquido); porém, apesar das
duas apresentarem variavel nivel de sucesso, Isachenko et al. (2010) concluiram que a
vitrificacdo pode até garantir estoques de ceélulas viaveis, no entanto a congelacdo lenta é o
método mais efetivo.

Jin et al. (2010) demonstraram, em macaco “rhesus”, um grande nimero de

foliculos ovarianos funcionais com viabilidade confirmada apos descongelacdo, evitando a
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formacdo de gelo intracelular, pelo seu resfriamento lento. No entanto, a capacidade do
material sobreviver depende também da tolerdncia aos ACPs, que podem provocar estresse
osmotico e oxidativo (AVILA-PORTILLO et al., 2006; SANTOS et al., 2008). Estudos
mostram que a utilizacdo de antioxidantes pode evitar elevados niveis de radicais livres que
causam estresse, e com isso danos em sistemas celulares (ABEDELAHI; SALEHNIA;
ALLAMEH, 2008; DISTELMAIE et al., 2009).

Pesquisas voltadas a criopreservacdo de tecido cortical ovariano tém sido
realizadas em bovino (CELESTINO et al., 2007); cabras e ovelhas (FAUSTINO et al., 2010);
e em humanos (ISACHENKO et al., 2010). Porém, em PNH é muito restrito, sendo que em
primatas neotropicais, como Sapajus apella, a criopreservacdo de tecido cortical ovariano
nunca foi documentada. Portanto, estudos sdo necessarios visando primeiramente o
desenvolvimento de protocolos eficientes de congelacdo para a obtencdo de o6citos funcionais
inclusos em foliculos pré-antrais (FOPAs) e assim oferecer embasamento para pesquisas
posteriores.

Nesta perspectiva, este estudo visa o desenvolvimento de um protocolo de
criopreservacao de tecido cortical ovariano de Sapajus apella por congelacdo convencional,
utilizando ACPs (Etilenoglicol e Sacarose) e diferentes concentragbes de antioxidantes
(Selénio ou Trolox). E mais especificamente, os efeitos da técnica serdo avaliados por analise
morfologica e viabilidade dos foliculos pré-antrais do tecido ovariano, utilizando a
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e sondas fluorescentes, respectivamente,
assim como pelo desenvolvimento folicular in vitro.

A criopreservacdo também requer uma analise genética do material congelado,
visto ser uma técnica que pode causar mudancas bioquimicas e fisioldgicas (LOCKE et al.,
1990; NOTOLLA et al., 2008). Com isso, este estudo também avalia a expressdo génica de
marcadores do estresse oxidativo e fatores de crescimento, utilizando a técnica gRT-PCR em
tempo real que pode indicar danos causados pela congelacdo, bem como a importéncia da

utilizacdo de antioxidantes no meio crioprotetor.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um protocolo de criopreservacdo de tecido ovariano de Sapajus
apella pelo método da congelagdo convencional.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar a utilizacdo de solugdes crioprotetoras intra- e extracelulares em combinacéo ou
ndo com um agente antioxidante (Selénio ou Trolox), na técnica da congelacdo convencional;

» Avaliar o efeito da concentracdo do agente oxidante na preservacao da viabilidade folicular;
» Avaliar a morfologia do tecido ovariano, isto é, foliculos pré-antrais e estroma, atraves de
histologia classica e MET;

» Analisar o estresse oxidativo no tecido ovariano ap0s exposi¢cdo aos crioprotetores e
antioxidantes, através da mensuracdo dos niveis de TEAC;

» Avaliar a viabilidade dos foliculos pré-antrais congelados por sondas fluorescentes (lodeto
de propidio e Hoechst);

» Avaliar e quantificar a expressdo de genes relacionados com estresse oxidativo (ERp29,
ERp60, HSP70 E SOD1), bem como a sobrevivéncia e desenvolvimento folicular (AMH,
BMP4, BMP15, CTGF, GDF9 e KL).
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 A ESPECIE Sapajus apella

Fig.01. (a)Representante da espécie Sapajus apella. (b) Distribuicdo aproximada
das espécies do género Sapajus

Sapajus apella
apajus libidinosus

\_ Sapajus flavius

Sapajus \ J("

macrocephalus™, {— Sapajus xanthosternos
.

il — Sapajus robusius

™ Sapajus nigritus

Fonte: (a) http://theoribeiro.com/portfolio/nature-and-animals-photography/#ad-imagel3; (b)
Lynch Alfaro et al., 2012.

Macacos-prego sao individuos que apresentam uma ampla distribuicdo
geogréfica, abrangendo a América Central e Sul (LYNCH ALFARO et al., 2012), vivendo em
grupos que variam entre 6 e 30 individuos, onde se alimentam de forma generalista (SILVA
JR; SILVA; KASECHER, 2008). Esses grupos inicialmente foram separados em dois, por
Elliot (1913): Machos com tufos ou cristas na cabeca (grupo A) e machos sem tufos (grupo
B). E, posteriormente foi aprovado por Hershkovitz (1949), o qual transformou na diviséo dos
chamados macacos-prego com tufo e sem tufo, reconhecendo quatro espécies: um com tufos
(Cebus apella) e trés sem tufos [Cebus albifrons, Cebus capucinus e Cebus nigrivittatus
(=Olivaceus)].

Porém, nessa divisdo foi observada algumas controvercias, como por exemplo,
a nem os todos classificados com tufos ou sem tufos apresentam tal caracteristica (LYNCH
ALFARO et al., 2012). Por esse fato, o que melhor divide os dois grupos € a sua anatomia,
sendo o grupo A mais grécil que o grupo B que é mais robusto na morfologia craniana e pés-
craniana, por Silva Jr. (2001), onde foi colocado este ultimo grupo no subgénero Sapajus
Kerr, 1792, com sete espécies: Cebus (Sapajus) macrocephalus e C. (Sapajus) apella na
Amazonia, C. (Sapajus) libidinosus e C. (Sapajus) cay nos habitats da caatinga, cerrado e
chaco, e C. (Sapajus) xanthosternos, C. (Sapajus) robustus e C. (Sapajus) nigritus no litoral
da Mata Atlantica (Fig. 01b) (LYNCH ALFARO et al., 2012). Cebus flavius, um macaco-


http://theoribeiro.com/portfolio/nature-and-animals-photography/#ad-image13
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prego robusto, foi recentemente redescoberto no nordeste do Brasil (MENDES PONTES et
al., 2006; OLIVEIRA; LANGGUTH, 2006).

Contudo, todos os tratamentos baseados na morfologia reconhecem a diviséo
levando em consideracao as formas robustas e graceis, seguindo a taxonomia de Silva (2001),
que na espécie do macaco-prego robusto, utiliza-se 0 nome de Sapajus mais como género do
que subgénero. Ou seja, os Cebus referem-se aos macacos-prego graceis (ou sem tufos) e
Sapajus referindo-se aos macacos-prego robustos (ou com tufos) (LYNCH ALFARO; SILVA
JR; RYLANDS, 2012; LYNCH ALFARO et al., 2012).

A espécie Sapajus apella apresenta como padrdo morfolégico mais comum um
capuz enegrecido, com dois tufos pequenos, eretos, em forma de “chifres”; com garganta e
partes ventrais do tronco com coloracdo marrom-avermelhada; extremidades e superficie
lateral dos membros enegrecida, contrastando com a coloracdo das partes proximais; cauda
marrom-enegrecida, com escurecimento gradual da extremidade (Fig. 01a) (SILVA JR, 2001;
2002; SILVA JR; SILVA; KASECHER, 2008).

Alguns aspectos da fisiologia reprodutiva da fémea ja foram descritos. Dentre
estes, destacam-se o estudo do ciclo menstrual, apresentando duracdo meédia de 18 a 21 dias
(NAGLE et al., 1979; DOMINGUES et al., 2003); a descri¢do das fases do seu ciclo obtida
por citologia vaginal (WRIGHT; BUSH, 1977; LINN et al., 1995; MARTINS, 2004), por
parametros comportamentais (LINN et al., 1995), pela determinacdo das concentragdes
plasmaticas dos hormdnios ovarianos (NAGLE et al., 1979) e pela ultrassonografia (ORTIZ et
al., 2005).

Estudos relacionados a biotécnicas da reproducdo em Sapajus apella como
modelo experimental tém sido desenvolvidos, visando com isso o aumento do potencial
reprodutivo de fémeas. Domingues et al. (2010) forneceram aspectos sobre a biologia, que
incluem ciclo menstrual facilmente controlado e recuperacdo oocitaria sem estimulacdo
exogena, e sobre a competéncia meidtica de odcitos in vitro da espécie.

Lima et al. (2012) estabeleceram um protocolo de maturagédo in vitro (MIV) por
36 ou 40h para Sapajus apella e observaram o efeito do horménio foliculo estimulante (FSH)
e do luteinizante (LH) na ativagdo partogenética e FIV de odcitos coletados de fémeas nédo
estimuladas, obtendo 87% de oocitos em metafase Il ap6s 40 MIV e embrides de quatro
células apos FIV e partogénese. Contudo, enquanto os métodos de crescimento e maturagao
folicular s&o desenvolvidos e aperfeigoados, os foliculos pré-antrais podem ficar estocados em

nitrogénio liquido por um periodo indeterminado, sendo necessario para isso, O
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desenvolvimento de um protocolo eficiente de congelacdo e descongelacdo de tecido

ovariano.

3.2 ESTRUTURA FOLICULAR OVARIANA

Em todas as especies de mamiferos, a gbnada feminina € uma estrutura
complexa e multi-compartimentada com diversas funcgdes bioldgicas que incluem a producao
de células germinativas competentes para a fertilizacdo (o6citos) e a producdo de horménios,
como 0 estrogénio e progesterona, que sdo capazes de influenciar a funcdo da maioria de
outros drgaos e tecidos do corpo (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; PEREDA; ZORN;
SOTO-SUAZO, 2006; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009).

O foliculo ovariano é a unidade bésica estrutural e funcional do ovério
mamifero, pois fornece o ambiente necessario para o crescimento e a maturagao oocitaria. Sua
estrutura é incorporada em um estroma (composto por tecido conjuntivo), no qual se encontra
foliculos em varios estagios de desenvolvimento ou degeneracdo, formados durante um
processo conhecido como foliculogénese que inicia durante a gestacdo e culmina na ovulacéo
do individuo (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; McLAREN, 2000; VAN DEN
HURK; SANTQOS, 2009).

No inicio da foliculogénese de mamiferos no geral, o foliculo primordial
formado consiste do odcito (no estagio de dipléteno da meiose | ou vesicula germinativa,
onde se observa a primeira interrupcao da divisdo meio6tica) com uma camada de células da
pré-granulosa achatadas que estabelecera um estoque de foliculos primordiais, onde alguns
comecam a crescer e se diferenciam em varios estagios de desenvolvimento, enquanto outros
permanecem quiescentes (Fig. 02.) (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; SANTOS et al.,
2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN DEN HURK; SANTOS, 2009).
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Fig. 02. Classificacdo 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 (formacdo da camada tecal - mais
externa). Foliculos antrais dependentes de gonadotripinas: (6) Terciario; (7) Pré-ovulatorio.
(8) Ovulacéo. (9) Corpo luteo.

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

Fonte modificada: Edson, Nagaraja e Matzuk, 2009.

Foliculos primordiais, através de fatores de crescimento (como o CTGF, GDF-9,
BMPs, KL) diferenciam-se em uma unica camada de células da granulosa com nucleo
redondo e citoplasma contendo filamentos intermediarios de vimentina, associados com
mudancas na forma das células da granulosa (plana para cubicas) (Fig.02; 03), apresentando
também uma intensa atividade mitética, levando ao inicio da proliferacdo e diferenciacdo
tanto das células da granulosa quanto do préprio oécito (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA,
1997; ERICKSON, 2001; SANTOS et al., 2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009;
VAN DEN HURK; SANTQOS, 2009).

Contudo, os foliculos podem também ser classificados, como proposto por
Lintern-Moore (1974), considerando uma fase de transi¢do folicular, o que foi chamado
foliculo de transicdo, que apresenta em sua estrutura os dois formatos de células da granulosa,
por causa da transformacao que ocorre de células achatada em células da granulosa cubdides
(Fig. 03).

Os foliculos em crescimento podem ser chamados de priméario (apresentando
odcito imaturo com uma Unica camada de células da granulosa cubdides), secundario (o6cito
imaturo com a zona peltcida formada — membrana protetora do odcito — contendo mais de
duas camadas de células da granulosa, e perifericamente, 0 comeco da formacdo da camada
tecal), terciario (camada tecal desenvolvida, comeco da producéo do fluido folicular, e com
isso formacdo da cavidade antral) e o pré-ovulatério correspondende ao estagio final do
desenvolvimento folicular (Fig. 02; 03) (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; SANTOS
et al., 2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN DEN HURK; SANTOS, 2009).
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Fig. 03. Estrutura histoldgica de foliculos pré-antrais: (A)
Foliculo primordial; (B) Foliculo de Transicdo; (C) Foliculo
Primario; e (D) Foliculo Secundério, observa-se o comego da
formacdo da camada tecal (seta). O:odcito; N: nicleo; G:
células da granulosa.

Fonte: Silva et al., 2004

Figueiredo (1995 apud SANTOS et al., 2008) destaca que dependendo da
auséncia ou presenca da cavidade antral os foliculos sdo classificados como: pré-antrais e
antrais (Fig.02). Os foliculos pré-antrais representam mais 90% da populacdo folicular
presente no ovario mamifero (SAUMANDE, 1981 apud SANTOS et al., 2008), e visto que
nessa fase a vascularizacdo € pouco desenvolvida pode-se indicar um controle paracrino, ao
invés de enddcrino, de citocinas e fatores de crescimento (Fig. 04) como o GDF-9, BMPs,
AMH, TGF-a, TGF-B, LIF, IGF-1, KL, CTGF dentre outros importantes reguladores do
estagio inicial do desenvolvimento folicular (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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Fig. 04. Representacdo esquematica de fatores inibitorios (setas vermelhas)
e estimulatérios (setas verdes) envolvidos na ativagdo e transicdo do
foliculo primordial para primario.

> : Foliculo antral
=

Células Estromais

" Fatores
Inibitarios

Precursoras das células tecais

Fonte modificada: Mclaughlin e Mclver, 2009.

A formacdo dos foliculos primordiais € um processo que ocorre quando um
“ninho” de odcitos se rompe, por apoptose, para formar um foliculo Gnico. Pesquisas mostram
a associacdo do CTGF nessa formacdo, influenciando também na regulacdo da sintese de
tecido conjuntivo e, com isso, no desenvolvimento folicular, induzido especificamente pelo
TGF B -1 (Fig. 05) (SLEE et al 2001; LEASK; ABRAHAM, 2003;NILSSON et al., 2010;
SCHINDLER; NILSSON; SKINNER, 2010).

Fig. 05. Desenho esquematica mostrando
oocitos em “ninho”, que por apoptose resulta na
formacdo de um foliculo primordial

Fonte: Schindler; Nilsson; Skinner, 2010.

O KL (também conhecido como fator de células-tronco) estabelece um papel
chave no crescimento oocitario e desenvolvimento estromal e folicular em mamiferos
(DRIANCOURT et al, 2000; revisado por SKINNER, 2005). Anéalise da expressdo de KL

revela elevado nivel em células da granulosa, sugerindo uma importante interagdo com
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odcitos, podendo também influenciar o recrutamento e proliferacdo das células tecais, sendo,
com isso, um fator critico na transi¢&o do foliculo primordial para primério e na sobrevivéncia
durante o inicio da foliculogénese (revisado por SKINNER, 2005; CARLSSON et al. 2006).

Muitos membros da superfamilia TGF- B estdo envolvidos na via de sinalizagdo
extracelular para regular o desenvolvimento folicular também, como o GDF-9 e as BMPs
(principalmente BMP-4, -7 e -15 ou GDF9b). O efeito estimulatério na transi¢do do foliculo
primordial para primario foi demonstrado por BPM (-4 e -7), produzidas por células estromais
e tecais. O GDF9 e a BMP15 sdo secretados pelo odcito e regulam o recrutamento de
foliculos primordiais, a proliferagdo das células da granulosa, diferenciacdo e sintese de
esteroides (RODRIGUES et al., 2008; McLAUGHLIN; MCLVER, 2009; SUN et al., 2010).
Estudos relatam ainda que essa regulacdo ocorre também através de foliculos vizinhos
(EDWARDS et al., 2008). (Fig. 04)

O AMH é o fator de crescimento que leva a regressdo do ducto de Miller em
individuos do sexo masculino, e tem sido bastante citado como responsavel pela manutencao
do “pool” de foliculos primordiais em fémeas, pois sua producdo em células da granulosa,
sugere seu papel inibidor na formacdo de foliculos primordiais, tendo com isso uma acgédo
regulatoria no processo da foliculogénese (Fig. 04) (revisado por RODRIGUES et al., 2008;
McLAUGHLIN; MCLVER, 2009). Estudos mostram que este fator pode diminuir a
expressdo de fatores pro-ativacdo e aumentar a expressdo de fatores inibitérios (NILSSON;
ROGERS; SKINNER, 2007).

Com relacdo aos foliculos antrais (estritamente dependentes de gonadotrofinas),
estes sdo recrutados e selecionados, tornando-se subordinados, dominantes ou pré-ovulatérios
dependendo de sua responsividade aos hormdnios gonadotroficos (dependente de FSH para
responder ao LH) ou podem se degenerar por apoptose (SANTOS et al., 2008; EDSON;
NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN DEN HURK; SANTOS, 2009).

Na fase final se observa varias camadas de células da granulosa (Células do
mural) e um odcito rodeado por células do cumulus que ligam o odcito a parte mural, as quais
englobam um fluido antral cercadas por células bem diferenciadas chamadas de teca (Fig. 02).
A camada interna da teca é bem vascularizada, possui abundantes células esteroidogénicas
distribuidas em um tecido conjuntivo frouxo, e a teca externa consiste principalmente de
tecido conjuntivo denso (MOTTA; MAKABE; NOTTOLA, 1997; McLAREN, 2000;
ERICKSON, 2001; SANTOS et al., 2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN
DEN HURK; SANTOS, 2009).
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No foliculo pré-ovulatorio, o odcito reagirda com o pico do LH e ird se maturar
(havera rompimento das jungfes do oolema e cumulus, redistribuicdo das organelas, migracéo
perinuclear das mitocéndrias e acimulo de granulos corticais ao longo do oolema) e ovular
(FERREIRA et al., 2008; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; VAN DEN HURK;
SANTOS, 2009).

Domingues et al. (2004) estudaram aspectos histolégicos de foliculos ovarianos
de Sapajus apella adultas, e mostraram o total médio da populacéo de foliculos pré-antrais de
ovario direito e esquerdo, 56.938 e 49.133, respectivamente. No mesmo trabalho, verificaram
uma percentagem média de foliculos de 30, 60, 6 e 4% nos estagios: primordial, transicao,
primario e secundario, respectivamente.

O desenvolvimento folicular em Sapajus apella, assim como em outras espécies
de mamiferos, apresenta um aumento significativo do nimero de células da granulosa em
diferentes categorias foliculares. Domingues et al. (2004) observaram que as células cubicas
comegam a aparecer quando o foliculo apresenta cerca de 11 células na camada da granulosa.
As ceélulas achatadas ainda estdo presentes até o estdgio de 15 células foliculares. A
transformacdo completa foi alcancada no estagio de 16 células. A figura 06 ilustra as
diferentes categorias de foliculos pré-antrais em Sapajus apella.

Com relacdo ao diametro médio folicular, Van den Hurk e Santos (2009)
destacam uma mensuracgdo entre 30 um de diametro de foliculos primordiais em mamiferos, e
Domingues et al. (2004) encontraram em Sapajus apella uma média de 16-47 um (min-max).
Em comparacdo com os pré-ovulatorios, estudos mostram um tamanho de 8-10 mm em
ovelhas, 15 a >20 mm em cabras e >20 em humanos (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005), e em
Sapajus apella pode chegar de 10-12 mm (NAGLE et al., 1980; DOMINGUES et al., 2007).
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Fig. 06. llustracdo de foliculos ovarianos de Sapajus
apella, em diferentes categorias morfoldgicas, analisados
histologicamente. A, B, C, D, E (x400) e F (x100). (PR)
primordial; (TR) transicdo; (PA) primario; (SC)
Secundario; (PO) poliovular; (AN) antral; (TC) celulas da

Fonte: Domingues et al., 2004.

Contudo, como ja comentado, Domingues et al. (2004) observaram uma maior
percentagem de foliculos pré-antrais degenerados na categoria de foliculos primodiais. E
conforme o experimento em vacas de Erickson (1966 apud DOMINGUES et al., 2004), com
0 avanco da idade, o nimero de foliculos primordiais degenerados aumenta, isso pode ser

observado também na maioria das fémeas de mamiferos, inclusive em humano.

3.2.1 Atresia Folicular

Dogmas suportam a idéia que a producdo de células germinativas na maioria das
fémeas mamiferas é restrita ao nascer ou no inicio da vida neonatal, cessando durante o
periodo perinatal para formar uma reserva foliculos primordiais (KIM; TILLY, 2004). Porém,
apesar da enorme populacdo folicular presente no ovério, apenas menos de 1% dos foliculos
disponiveis ao nascer ovulam, enquanto o resto torna-se atrésicos (ASSELIN et al., 2000;
SANTOS et al., 2008; VAN DEN HURK; SANTOS, 2009).

Em uma fémea adulta, o processo de desenvolvimento folicular e maturagédo
oocitaria sdo continuados ao longo de sua vida reprodutiva, encerrando entdo quando o
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suprimento de odcitos tiver sido esgotado, ocorrendo uma senescéncia ovariana, que em
humanos é chamado de menopausa. Muitos estudos confirmam que este processo ocorre por
via apoptdtica, conhecida como “morte celular programada” (ASSELIN et al., 2000; KIM;
TILLY, 2004; KRISKO et al., 2008; SANTOS et al., 2008).

Apoptose € um processo coordenado e frequente que envolve, na maioria das
vezes, a ativagdo de um grupo de proteases cisteinas, chamadas de caspases, que desencadeia
uma complexa cascata de eventos que liga o estimulo inicial ao destino celular. Este processo
ocorre naturalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento, como um mecanismo
homeostatico tanto para manutencdo de populagdes celulares (processo fisioldgico), quanto
para mecanismo de defesa ou células danificadas (processo patoldgico) (ASSELIN et al.,
2000; ELMORE, 2007; KRISKO et al., 2008).

Aos o0citos sobreviventes de ondas apoptoticas pré- e perinatal, inclusos em
foliculos, seu destino ndo € diferente, porém o processo é conhecido como atresia folicular, a
qual pode ocorrer em qualquer estagio de maturacéo, com apoptose ou de células da granulosa
ou do préprio odcito. O equilibrio entre os sinais de morte e sobrevivéncia celular determina o
destino dos foliculos, que envolve a interacdo de fatores enddcrinos (gonadotrofinas) e
reguladores intra-ovarianos (esterdides, fatores de crescimento e citocinas) (ASSELIN et al.,
2000; KIM; TILLY, 2004; KRISKO et al., 2008).

3.3 CRIOPRESERVACAO

O método bastante empregado na biologia reprodutiva € a criopreservacao,
servindo tanto para preservar a fertilidade, principalmente de jovens que se submetem a
tratamentos para cancer ou com risco de insuficiéncia ovariana prematura (Donnez et al.,
2004; Demeestere et al., 2006; Andersen et al., 2008; Donnez et al., 2010), como também,
restaurar populacGes de animais domésticos e algumas espécies ameacadas de extingdo,
objetivando conservar células germinativas, para formacdo de bancos de germoplasma
(Santos et al., 2010; Arat et al., 2011).

Além disso, para evitar a extincdo de algumas espécies e/ou conservar células
germinativas, pesquisas tém sido realizadas utilizando tal técnica, com o objetivo de constituir
bancos de germoplasma (revisado por SANTOS et al., 2010), pois, a temperatura do
nitrogénio liquido, a viabilidade durante 0 armazenamento pode ser estendida por periodos de
tempo, com manutencdo da estabilidade do material genético (YEOMAN; WOLF; LEE,
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2005; JIN et al., 2010).

Polge, Smith e Parkes (1949) obtiveram a primeira criopreservagdo bem
sucedida em espermatozoide humano, utilizando, pela primeira vez, glicerol como
crioprotetor. Em 1972, o sucesso publicado foi em embries de camundongos e desde entdo
varios autores relatam sucesso no congelamento e descongelamento de varios embrides de
mamiferos, incluindo os humanos (YEOMAN et al., 2001; LIEBERMANN; TUCKER, 2002;
HREDZAK et al., 2005; BALABAN et al., 2008; RAJU et al., 2009). Porém, ha desvantagens
na técnica, como o custo de obtencao dos embrides, repetidas estimulagdes hormonais, poucos
numeros de embrides coletados, dependéncia de ciclos estrais, e ndo € uma técnica viavel para
animais pré-puberes (GOSDEN, 2000; SHAW et al., 2000; RODRIGUES et al., 2004).

A criopreservacgdo de oocitos é muito visada para mulheres adultas solteiras ou
para casais com taxas baixas de gravidez. Porém, esta abordagem se assemelha ao
congelamento de embrides, apresentando dificuldades parecidas, pois também necessita de
varias semanas de estimulacdo ovariana. Além do mais, a técnica pode causar a liberagdo
prematura do contetdo dos granulos corticais e, conseqiientemente, o endurecimento da zona
peltcida (VICENT; PICKERING; JOHNSON, 1990).

Vérios estudos mostram a possibilidade de criopreservar odcitos imaturos
inclusos em FOPA, e com isso capazes de crescer in vitro, como em ratos (CANDY; WOOD;
WHITTINGHAN, 1995), humanos (HOVATTA et al., 1996), caprinos (SANTOS et al.,
2006%), ovinos (SANTOS et al., 2006b; 2007ab). A criopreservacdo de fragmentos de tecido
cortical ovariano também levou a retomada do ciclo reprodutivo apés cultivo in vitro em
ovelhas (CECCONI et al., 2004; MURUVI et al., 2009), cabras (RODRIGUES et al., 2005;
2006), macaco “rhesus” (JIN et al., 2010); autotransplantagdo em humanos (DEMEESTERE
et al., 2006; ANDERSEN et al., 2008), ovelhas (SALLE et al, 1998; MASSARDIER et al.,
2010), cabras (SANTOS et al., 2009); xenotransplante em humano-camundongo (GOOK et
al.,, 2003; NOTTOLA et al.,, 2008); e nascimento de individuos viaveis em humano
(DONNEZ et al., 2004) e macaco rhesus (LEE et al., 2004).

No entanto, a criopreservacdo também pode causar alteragdes cromossémicas
como a aneuploidia (PAYNTER, 2000) devido a alteracdo do fuso meidtico (AMAN;
PARQUES, 1994) e do citoesqueleto (FABBRI et al, 2000). Porém, estes problemas séo
menos provaveis quando o armazenamento é de odcitos imaturos, porque eles sdo menos

diferenciados (NUGENT et al., 1997), possuem menos organelas, meiose | incompleta, ndo
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apresentam zona pellcida e grénulos corticais, e sdo menos ativos metabolicamente
(RODRIGUES et al., 2004; YEOMAN et al., 2005).

Além do mais, estes odcitos imaturos presentes em FOPA, principalmente
primordial, formam um reservatorio enorme de 00citos, como ja exposto anteriormente.
Portanto, a exploracdo e congelacdo de foliculos desse reservatdrio para obtencdo de odcitos,
e posterior cultivo in vitro ou (auto) xenotransplantacdo € a Unica alternativa possivel e viavel
para preservar a fertilidade de espécies ameacadas de extingdo ou com dificuldades
reprodutivas e jovens pacientes com cancer, que se submetem a tratamentos como quimio- e

radioterapia.

3.3.1 Técnicas Potenciais de Criopreservacao de tecido ovariano

A criopreservacdo pode ser desenvolvida usando uma destas duas técnicas:
Congelacdo convencional ou a criopreservacdo do material direto no nitrogénio liquido (entéo
chamado de vitrificacdo ou congelacdo répida). De acordo com o meétodo escolhido,
mudancas podem interferir a funcdo normal do material bioldgico, pois as células sao
expostas a diferentes forcas (térmicas, quimicas e mecanicas), alteracdes nivel de membrana e
volume, assim como a formacéo 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 congelacdo programavel que pode
garantir declinio gradual controlado da temperatura (HREDZAK et al, 2005), sendo
caracterizada pela exposicdo das células ou tecidos a baixas concentracdes de agentes
crioprotetores, 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).

Nesse método, o material é resfriado lentamente a uma velocidade de 2°C/min

de —4 até —7°C, mantendo-se nesta temperatura por um curto periodo (10 a 15 min.) para a
estabilizacdo térmica e realizacdo do seeding (pré-resfriamento em nitrogénio liquido), o qual
previne o super-resfriamento e a extrema desidratagdo celular. Em seguida, a amostra
continua sendo resfriada lentamente a uma velocidade de 0,3°C/min. Uma vez que a
desidratacdo celular é suficientemente atingida (entre —30 a —80°C), o0 material é estocado em
nitrogénio liquido (-196°C) (SANTOS et al., 2008).
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Oktay et al. (2004) utilizando protocolos de congelagéo lenta com DMSO como
ACP, conseguiu desenvolver um embrido de 4 células morfologicamente normal, indicando
que foliculos ovarianos com od6citos funcionais e vidveis podem ser obtidos de tecido
ovariano humano criopreservado e transplantado para um local heterotopico. Donnez et al.
(2004), relataram um nascimento vivo apos transplante ortotdpico com sucesso de tecido
ovariano criopreservado em uma mulher com linfoma de Hodgkin.

Demeestere et al. (2006) analisaram 6 ciclos espontaneos em uma mulher apés a
combinacédo de transplantacdo orto e heterotopica de tecido cortical ovariano criopreservado,
utilizando a técnica da congelagdo convencional, permitindo pela primeira vez a comparagdo
ao mesmo tempo da atividade folicular em diferentes locais, informando o segundo caso de
gestacdo espontanea ap0s o transplante ortotopico e a evidéncia de restauracao da fertilidade
por tecido criopreservado.

O tecido ovariano humano pode ser criopreservado com sucesso utilizando o
método da congelagdo lenta, com DMSO ou EG como ACP, associado ou ndo com sacarose
(Revisado por DONNEZ et al. 2010). Jin et al. (2010) testaram o efeito da congelacdo de
tecido cortical ovariano de PNH (Macaco “rhesus ™), e concluiram que foliculos primordiais
mantiveram sua morfologia, bem como marcadores moleculares de desenvolvimento

funcional, durante cultivo in vitro.

Santos et al. (2009) demostraram desenvolvimento folicular completo e
recuperacdo da funcdo biolégica de tecido cortical ovariano criopreservado e
autotransplantado, utilizando o método da congelacdo tradicional, Ssendo observado, entre 2 e
3 meses apds transplantacdo, foliculos antrais e pré-ovulatérios e corpo luteo na estrutura
ovariana, indicando a capacidade de foliculos primordiais chegarem no estagio ovulatério e

ovular.

Outros resultados promissores foram obtidos apds a criopreservacdo de tecido
ovariano de animais domésticos (gatos, ovelhas, cabras, vacas, porcos, cavalos e coelhos) e
selvagens (Elefantes, cangurus, marsupiais, macacos “rhesus”) utilizando protocolos de
congelamento convencional. Assim como, a sobrevivéncia de foliculos morfologicamente e
ultra-estruturalmente normais apos o descongelamento; crescimento folicular apés o cultivo in
vitro; recuperacdo da funcdo reprodutiva e endocrina e formacdo de foliculos antrais apds o
xenotransplante, dentre outros ja descritos (SANTOS et al., 2010).

Entretanto, diferentemente do congelamento, a vitrificagdo € um metodo mais

rapido, simples e menos oneroso, e foi descrita pela primeira vez por Rall e Fahy (1985).
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Durante a vitrificacdo, hd um resfriamento ultra-rpido, sem cristais de gelo (uma das
principais causas de danos celulares), ocorrendo uma subsequente formagdo de um estado
vitreo, 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).

A vitrificacdo envolve a exposicdo do material biolégico a altas concentraces
de ACP (geralmente entre 4 e 6 mol/L) por um variavel periodo de tempo (25 segundos a 45
minutos), dependendo da temperatura de exposicao, seguido de um resfriamento ultra-rapido
em nitrogénio liquido, ndo sendo necessaria a utilizacdo de equipamentos sofisticados e de
alto custo. Porém, estas altas concentracfes de ACPs podem aumentam a citotoxidade e 0s
efeitos deletérios ao material exposto (SANTOS et al., 2008; 2010).

Embora estudos em cada uma dessas técnicas relatem niveis variados de
sucesso, 0s resultados se tornam controversos. Alguns autores afirmaram que néo
encontraram nenhuma diferenca estatistica entre os dois métodos, enquanto outros
apresentaram melhores resultados na vitrificagdo (HREDZAK et al, 2005; YEOMAN et al.,
2005). Existem evidéncias sugerindo que a criopreservacao lenta € mais efetiva e produz um
maior numero de foliculos funcionais apos a criopreservacdo (ISACHENKO et al., 2009; JIN
et al 2010).

De acordo com Gandolfi et al. (2006), a congelagdo convencional é o método de
escolha para criopreservacdo de tecidos ovarianos, resultando em uma melhor preservacao de
todos os tipos de foliculos. Outros estudos tém mostrado que a vitrificacdo pode até garantir o
estoque de foliculos apds o descongelamento, porém o método convencional é mais efetivo
(ISACHENKO et al., 2009). E, Isachenko et al. (2010) concluiram ainda que para a
criopreservacao de tecido ovariano humano, a congelacdo lenta € mais promissora que a

vitrificacao.

3.3.2 Agentes Crioprotetores (ACPs)

O sucesso da criopreservagdo depende, entre outros fatores, de ACPs sendo
necessario identificar o mais desejavel, com sua concentracdo adequada para que possa ser
utilizado para redugdo de perdas foliculares que ocorrem normalmente durante o0s

procedimentos de congelagdo. Portanto, ACPs como o0 DMSO, EG e PROH promoverdao um
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efeito de desidratacdo celular que ir4 protegé-la durante a sua estocagem em baixas
temperaturas (SANTOS et al., 2008; 2010).

Os ACPs protegem as células contra a desidratacdo, resfriamento e danos
causados pela reducdo extrema de temperatura. No geral, esses agentes podem penetrar nas
células (ACP intracelular), substituir moléculas de agua; reduzir o ponto de congelacao;
proteger membranas celulares (ACP extracelular) por meio da sua ligacdo as cabecas dos
grupos fosfolipidicos; aumentando a viscosidade do meio ou diminuindo a concentracao de
eletrolitos durante a criopreservacdo, evitando riscos osmaticos (SANTOS, 2007a).

A maioria dos protocolos de preservacao de tecido ovariano foram realizados na
presenca de ACPs intracelulares como o GLI, EG, PROH e DMSO, em concentragdes
variando de 1,5 a 3,0 M e ACP extracelular como a sacarose, na concentracdo de 0,5 M. Além
de seu efeito crioprotetor, estas substancias também podem ser toxicas para as células,
principalmente durante o periodo de exposi¢cdo (RODRIGUES et al, 2004; 2006; SANTOS et
al, 2006a; 2007a; CELESTINO et al, 2007).

Rodrigues et al. (2006) demonstraram que a viabilidade folicular apds 5 dias de
cultivo de foliculos pré-antrais previamente criopreservados foi similar na criopreservagédo
usando DMSO e EG, tanto no fragmento do tecido ovariano quanto nos foliculos isolados.
Varias pesquisas mostram ambos crioprotetores sendo utilizados com sucesso para
criopreservacao de tecido ovariano como o DMSO (DONNEZ et al., 2004; DEMEESTERE et
al., 2006; MURUVI et al., 2009), 0 EG (CECCONI et al., 2004; 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 o0 DMSO, em virtude de seu peso molecular ser mais leve
(62.07 kDa) que o DMSO (78.13 kDa), facilitando com isso sua penetracdo no tecido
ovariano. Cecconi et al. (2004) relatam que em procedimentos de congelacdo o EG preserva
de forma mais eficiente foliculos ovarianos de ovinos, e no desenvolvimento in vitro os

foliculos mostraram ser mais saudaveis.
3.3.3 Estresse Oxidativo e seus mecanismos homeostaticos
Apesar dos ACPs melhorarem a sobrevivéncia celular por evitar danos causados

pela reducdo extrema da temperatura e desidratacéo, eles podem acarretar outras injdrias nas

células, como estresse osmotico, devido a alta concentracdo de soluto. Com isso, para evitar
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essa injaria a concentracdo ACPs e o tempo de exposicao antes do congelamento, devem estar
equilibrados alcancando uma desidratacdo e a penetracdo suficiente do ACP no tecido,
reduzindo danos citotoxicos (AMORIM et al., 2006).

Outro agravante é o estresse oxidativo que durante a criopreservacao pode ser
gerado através de diferentes mecanismos, como o aumento do metabolismo oxidativo e o
proprio estresse osmotico, que podem resultar na alteracdo da integridade e potencial de
membranas celulares. A toxicidade do ACP é um fator fundamental limitante para a
criopreservacao de sistemas vivos tanto por congelamento quanto vitrificacdo (Revisado por
FAHY, 2010).

O estresse oxidativo tem sido responsavel por diferentes tipos de danos,
incluindo a peroxidacdo lipidica de membranas, a oxidacdo de aminoacidos e acidos
nucléicos, apoptose e necrose, sendo definido como um desbalanco intracelular entre a
producdo de ROS (oxidante) e os mecanismos de defesa da célula (antioxidante), favorecendo
a formacdo de perdxidos causando estresse e, consequentemente, sequelas patolégicas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE; CROSS, 1992; LIMA-VERDE et al., 2007).

Metabolitos Reativos do Oxigénio (ROS, do termo em inglés Reactive Oxigen
Species) se referem a todos radicais livres produzidos como subprodutos de reacdes de
oxidacdo e reducdo, sendo estes radicais, atomos ou moléculas que apresentam um ou Varios
elétrons ndo pareados que provocam atracdo de outras moléculas, por isso sua elevada
reatividade (RYTER; CHOI, 2005; TATONE et al., 2010).

Os ROS sdo encontrados em todos os sistemas bioldgicos, em condicGes

fisiologicas do metabolismo celular aerébio (cadeia respiratoria mitocondrial), formando
intermediarios reativos como os radicais 02_, HOZ, OHeo HZO2 (RYTER; CHOI, 2005;

Revisado por TATONE et al., 2010).

Os efeitos de ROS sdo dose-dependentes, e quimicamente, sdo substancias que
apresentam numero impar de elétrons, sendo, portanto, altamente energéticos e instaveis. Em
baixos niveis, regulam funcgdes celulares e agem como sinalizadoras através da ativacdo de
fatores especificos de transcricdo, mantendo o metabolismo energético. Quando em altos
niveis, estas moléculas irdo exercer estresse oxidativo nas células e provocar profundas
mudancas na expressdo génica (Fig. 07) (RYTER; CHOI, 2005; LIMA-VERDE et al., 2007;
TATONE et al., 2010).
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Fig 07. Desenho esquematico do possivel efeito do desbalanco metabdlico provocado
pela (1) exposicdo a ACPs: (2) Perturbacdo da atividade metabdlica, com a producgdo
excessiva de ROS; (3) Mudanca na expressdo g@énica, para a formacgdo de
antioxidantes; (4) peroxidagdo lipidica da membrana mitocondrial, por causa da
elevada reatividade de ROS; (5) resultando na ativacdo 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) peroxidagdo lipidica da membrana plasmatica, (10) liberacdo de ROS ao meio
extracelular e, com isso, a necrose tecidual.

Necrose Tecidual 2 o

[} 9 Peroxidacdo lipidica
10 Membrana plasmética
Liberagdo de ROS AP Tire., \
e e* * \..t: AT 1‘:\ Aty
AN L AR R
\ af J4! Q¢
b 4 g Q* ‘\:‘:}: \“‘I\“ - :‘ e 1
\ B

\ N

Fas ° o

Peroxidacio lipidica

membrana mitocondrial »

Perturbacéo
... atv.metabdlica ,

‘ 3 Mu&m expressdo

Fonte modificada: Choi et al.2007.

A regulacdo da expressdo génica e funcdo de proteinas por ROS, sdo conhecidos
como “reguladores de redox”, que implica uma hipotese de que existe um mecanismo pelo
qual uma célula “sente” as concentracdes endogenas de ROS/ RNS e “reage” por alterar o
pérfil de expressdo génica, na manifestacdo de uma adaptacdo ou resposta de sobrevivéncia
(Fig. 07) (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 s3o, para os oxidantes que reagem
com a bicamada lipidica, alvos mais provaveis do que o DNA, alterando membranas
(peroxidacéo lipidica), dentre elas a mitocondrial interna liberando proteinas pro-apoptaticas,
como o citocromo C e outros fatores apoptogénicos, ativando a morte celular programada
(Fig. 07) (RYTER; CHOI, 2005; ELMORE, 2007; TATONE et al., 2010). Agarwal, Salen e
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Bedaiwy (2003) sugerem o envolvimento dos ROS no processo de apoptose no ovario, pela
associagdo do transporte de elétrons (mitocondrial) com a esteroidogénese, principalmente em
células da teca em foliculos antrais (ORTEGA-CAMARILLO et al., 2009).

Estudos associam também a criopreservacdo com injarias como inchagos no
reticulo endoplasmatico de odcitos, assim como também a redugdo de sua abundancia em
foliculos congelados, que podem estar ligados a mudancas na pressao osmética e presenca de
radicais livres. Além do mais, a toxidade dos crioprotetores podem também induzir a presenca
de vesiculas ligada a membrana plasmatica e lisossomos (GUALTIERI et al., 2009; XING et
al., 2010).

Muitas condic¢des bioquimicas e fisioldgicas estimulam a expressao de proteinas
de estresse (LOCKE; NOBLE; ATKINSON, 1990). Estudos evidenciam que ROS poderia
participar como sinalizadores na sintese de HSPs, que sdo fundamentais para a sobrevivéncia
das células. As principais HSPs envolvidas na decisdo de controle de qualidade sdo HSP90 e
HSP70, que fazem a triagem de proteinas danificadas, sendo observado que a elevada
expressao de HSP70 diminui o nivel de proteinas anormais, melhorando a viabilidade celular
(MORIMOTO, 1993; ANTUNES NETO et al, 2006; PRATT et al., 2010).

Em sistemas celulares, o Ca®* pode ser também um sinal de vida e morte na
célula, sendo importantes na regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e também na morte
celular natural, e as concentracdes intracelulares de Ca®* tém um importante papel nestes
fendmenos. Tais efeitos refletem o reconhecimento preciso de seus sinais, que depende da sua
liberacdo controlada por organelas citoplasméticas (ARNAUDEAU et al, 2002).

O ERp60 (conhecido como calreticulina) é uma proteina multifuncional que age
como ligante de célcio para estoque no limen do RE (JEFFERY; PETERS; RAGHAVAN,
2011). Arnaudeau et al. (2002) relatam que a expressdo diferencial de ERp60 no lumen afeta a
homeostase de Ca** nos diversos compartimentos celulares, sendo observados no RE, citosol
membrana plasmaética e mitocondria. E, que a maioria dos efeitos predominantes da expressao
elevada de ERp60 ocorre no RE, resultando no aumento da quantidade total do
armazenamento do Ca*".

Outra reticuloplasmina muito importante é a ERp29 que é uma molécula que
facilita o processamento e transporte de proteinas, participando em fases iniciais de sintese de
proteinas secretoras (HUBBARD; MCHUGH; CARNE, 2000; SHNYDER; HUBBARD,
2002). Stockwin et al. 2007 sugerem que o ERp29 auxilia no enovelamento de proteinas e
secrecdo em associagdo com outras do RE. (HERMANN; CUTFIELD; HUBBARD, 2005).

Além disso, estudos tém mostrado uma associacdo dessa proteina com resisténcia ao estresse
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oxidativo e a radiacdo, Qi et al. (2011) concluiram que a super expressdo de ERp29 reduz a

apoptose em células expostas a radiagéo.

3.3.3.1 Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos

Sistemas celulares de protecdo neutralizam os danos ocasionados pelas ROS. Os
antioxidantes enzimaticos sdo compostos pelas enzimas SOD, CAT, PRX, GSH, GR e GPX
(mais importante na remocao de peroxidos na célula). O SOD, presente nas células em
isoformas de cobre/zinco-dependente (Cu/Zn-SOD) e manganés-dependente (Mn-SOD),
catalisam a dismutacéo do radical superoxido, convertendo-o em peroxido de hidrogénio. A
CAT destroi o H,O,, convertendo-o em agua e oxigénio (RYTER; CHOI, 2005; LIMA-
VERDE et al., 2007; TATONE et al., 2010).

A GPX ocorre em duas formas protéicas: selénio—dependente (Se-GPX) e
selénio independente, sendo que ambas catalisam a reducdo de H,O, e hidroperoxidos
organicos, utilizando GSH como doador de elétrons, com formacdo da GSSG e agua. A GR
catalisa a reacdo reversa de GSH a GSSG com elétrons fornecidos pelo ciclo das pentoses
(NADPH2) (FLOHE; GUNZLER, 1984).

Adicionalmente, 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 ascérbico) e E (tocoferol), diferentes compostos de selénio,
ubiquinonas (coenzima Q), acido Urico e acido lipdico, que participam blogueando a acdo dos
radicais livres (LIMA-VERDE et al., 2007; TATONE et al., 2010).

O selénio, particularmente, € um antioxidante essencial para a manutencdo de
varios processos fisiologicos, sendo incorporado para dentro do sitios cataliticos de enzimas
antioxidantes, como por exemplo a GPX, e também esta envolvido no crescimento e
desenvolvimento celular pela protecéo contra a toxidade e efeitos danosos de ROS (YOON et
al., 2002; ABEDELAHI; SALEHNIA; ALLAMEH, 2008; ABEDELAHI et al., 2010).

Lima-Verde et al. (2007) destacam que, assim como o ferro presente na catalase,
0 Selénio contido na glutationa peroxidase é responsavel pela remogdo do perdxido de
hidrogénio dos sistemas biologicos. Seoungsoo e Nohyoung (2000), mostraram que quando se
utilizou o selénio em suas amostras estudadas, obtiveram melhoras na viabilidade e

motilidade espermatica destas.
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Abedelahi, Salehnia e Allameh (2008) demonstraram que o selenito de s6dio em
concentragOes de 10ng/ml no meio suplementado com soro fetal bovino (FBS) aumenta as
taxas de maturacdo de foliculos pré-antrais de ratos in vitro. Abedelahi et al. (2010)
concluiram que cultivos in vitro de foliculos pré-antrais de camundongos na presenca de
selenito de s6dio aumentou os niveis da capacidade total antioxidante folicular e atividades de
Se-GPX, diminuindo niveis de ROS.

Outro antioxidante ndo enzimatico é o O 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-
acido carboxilico, posteriormente designado com o nome de Trolox (CORT et al., 1975), que
é um anélogo hidrossolavel 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 é semelhante ao da vitamina E, ou seja, envolve
0 OH fendlico (responsavel por sua atividade antioxidante) e a remocéao de radicais peroxil
(LOO") (ALBERTINI; ABUJA, 1999). Sua estrutura é composta por um nucleo cromanol
(com atomo de oxigénio), semelhante ao do a-tocoferol, e um grupo acido carboxilico no
carbono 2 (Fig. 08). O OH rapidamente reage com LOQ", transferindo seu atomo de H,
convertendo em hidroperoxido de lipideo (LOOH), que é um produto ndo radical
(FERREIRA, 2008).

Fig. 08. Estrutura molecular (1) da vitamina E (a- Tocoferol) e (2) do
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico).
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Fonte: Ferreira (2008).

Segundo Barclay et al. (1995), o Trolox tem vantagem sobre 0s outros
antioxidantes que sdo apenas lipossoluveis, como a vitamina E. Devido a sua estrutura

cromanol, que lhe da atividade antioxidante, e ao grupo carboxila, que tem moderado efeito
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hidrossoltvel, o Trolox é distribuido em ambas fases da bicamada de lipidios das
biomembranas, tornando-se um excelente protetor contra a lipoperoxidagéo.

Wu et al. (1990) observaram que o Trolox protegeu midcitos, hepatocitos e
eritrocitos contra radicais de oxigénio gerados artificialmente. Usando hepatdcitos humanos
como modelo, os autores exploraram seu mecanismo de ac¢ao e sugeriram que foi consistente
com o esperado para um antioxidante: reduziu o nivel de dienos conjugados (produto da
lipoperoxidacdo, marcador de dano oxidativo em hepatocitos humanos) enquanto prolongava
a sobrevivéncia da célula apesar da presenca de radicais de oxigénio altamente reativos. Ou

seja, atuou como removedor de ROS.

3.4 METODOS DE ANALISE DO TECIDO CORTICAL OVARIANO

As técnicas de avaliacdo da qualidade folicular e oocitéria de tecido ovariano
permitem o monitoramento de alteracdes ocorridas antes e depois do processo de congelacdo
e descongelacdo sendo, portanto, de grande importancia para a avaliacdo de diferentes
aspectos do tecido recuperado, incluindo a densidade, a viabilidade folicular, conhecimento
morfolégico e ultraestrutural de foliculos ovarianos, principalmente os pré-antrais, e com isso
a melhoria dos protocolos de criopreservacao.

A histologia é uma técnica classica amplamente utilizada para avaliagdo
morfologica dos foliculos ovarianos, sendo a mais usada e mais rapida para analise
morfoldgica e quantitativa da passagem das células da granulosa de achatadas para cubicas
(DOMINGUES et al, 2004), e alteracGes indicativas de atresia podem ser observadas, como
por exemplo a picnose nuclear (WOOD; MONTALI; WILDT, 1997). Essa ténica pode ser
realizada tanto em foliculos isolados quanto inclusos no tecido ovariano, sendo combinada
com outras técnicas que avaliam a viabilidade folicular, como a imunohistoguimica
(CECCONI et al., 2004; GANDOLF et al., 2006; DEPALO et al., 2009; FAUSTINO et al.,
2010).

Entretanto, a histologia basica ndo permite a avaliacdo da integridade das
organelas citoplasmaticas, e Gosden (2000) relatou que é relativamente pouco precisa, se
realizada imediatamente apds a descongelacdo do tecido ovariano, justamente por causa de
alteracdes a nivel ultraestrutural que ocorre ap0s o processo. Com isso, para uma analise mais
apurada, a MET é a mais indicada, pois permite a detec¢do da integridade das mitocéndrias e

reticulo endoplasmatico, bem como vacuolizacdo celular (RODRIGUES et al., 2004a,b;
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CELESTINO et al., 2007; MATOS et al., 2007 ; FAUQUE et al., 2007; SANTOS et al.,
2006a; 2008).

Estudos mostram a caracterizacdo morfoldgica e estrutural intacta de foliculos
pre-antrais inclusos em tecido cortical ovariano criopreservado e cultivado in vitro, mostrando
que a MET é uma ferramenta reconhecida para a avaliacdo de foliculos ovarianos, assumindo
uma grande importancia no desenvolvimento de protocolos de biotecnologias reprodutivas,
especialmente aquelas foliculos préantrais (NOTTOLA et al.,, 2011; LOPES et al, 2006;
SANTOS et al. 2006a). Silva et al. (2001) relataram os primeiros sinais de degeneracdo em
foliculos pré-antrais em caprinas: mitocondria com inchago extensivo e desaparecimento de
suas cristas, assim como o aumento de volume do reticulo endoplasmético, aparecimento de
inimeras vesiculas e oocito extremamente vacuolizado.

Contudo, para uma melhor avaliacdo da integridade folicular, marcadores
fluorescentes de viabilidade sdo utilizados em foliculos pré-antrais isolados. O corante
Hoescht penetra em células e tem sido largamente utilizado, como um marcador nuclear
(MATOS et al., 2007). Brito et al. (dados ndo publicados) utilizaram o corante Hoescht
juntamente com a exclusdo com o Pl (corante de acidos nucléicos) para detectar a viabilidade
de foliculos ovarianos pré-antrais de Sapajus apella, cultivados in vitro por 24 horas, e foram
classificados como degenerados se a cromatina estivesse corada com Pl (Cor vermelha).

Entretanto, como a analise morfoldgica da célula ndo é suficiente para avaliar o
processo de criopreservacdo, pois ndo esta sempre correlacionada em nivel de expressao
génica, e visto que o processo de criopreservacdo pode modificar o metabolismo celular, a
investigacdo da quantificacdo do nivel de RNA pode ser um biomarcador para qualidade de
tecidos ovarianos corticais frescos em comparacdo com criopreservados, através da técnica
gRT-PCR em tempo real (DEPALO et al., 2009; MURUV!I et al., 2009).

No entanto, o potencial antioxidante do material criopreservado antes e depois
do cultivo podem ser determinado segundo a sua equivaléncia ao antioxidante Trolox, técnica
chamada de TEAC, que avalia as atividades antioxidantes relativas de diferentes amostras
bioldgicas (BRAGA et al., 2010; CAO; PRIOR, 1999). E uma técnica colorimétrica baseada,
de acordo com Re et al. (1999), na reagéo entre 0 ABTS com K;S,0g produzindo o radical
cation ABTS+e, crom6foro de coloragdo verde/azul, e que pode reduzir novamente a ABTS
com a adicdo de antioxidantes. Esse método & mensurado por espectrofotometria, pela
observacgdo da mudanca na absorbancia lida a 734nm (MOREIRA, 2010).
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3.5 CULTIVO IN VITRO

Uma das tecnologias que tem atraido uma atencao especial € o cultivo in vitro de
foliculos ovarianos pré-antrais, que pode agir como fonte de odcitos vidveis para aplicacdes
em biotécnicas de reproducgdo assistida. Cecconi et al. (2004) confirmam a importancia do
cultivo in vitro como uma ferramenta para avaliar o processo de congelamento de foliculos na
fase inicial, sendo ainda uma alternativa para preservar a fertilidade e obter o6citos maduros a
partir de foliculos pequenos isolados de tecido criopreservado (CECCONI et al., 2004;
SANTOS et al., 2006). E o método mais preciso e muito estudado para avaliar a
sobrevivéncia e o desenvolvimento folicular (SANTOS et al.,2010; CECCONI et al., 2004).

Apesar do progresso restrito observado em cultivos para crescimento de foliculos
primordiais ou primarios (Ovelhas, CECCONI et al., 2004; cabras, RODRIGUES et al 2005;
2006; macaco rhesus, JIN et al., 2010;), a ativagdo e crescimento inicial de foliculos
primordiais ou priméarios inclusos no tecido ovariano podem ser utilizados para avaliar se
foliculos congelados\descongelados estdo aptos a de desenvolverem. Castro el al. (2011)
mostraram em seu trabalho a viabilidade e ultraestrutura folicular mantida de tecido ovariano
congelado de espécie caprina contendo DMSO e soro fetal bovino, ap6s 48h de cultivo in
vitro.

Muruvi et al. (2009) demostraram em seu estudo que odcitos de foliculos
primarios de ovinos isolados de tecido ovariano neonatal criopreservado podem ser cultivados
com sucesso in vitro, e os tamanhos atingidos pelos odcitos dos foliculos primarios e as
mudancas na expressdo de mMRNA nas células da granulosa ddo suporte a tal transicao in vitro.
Resultados como esses representam um passo importante para alcangar um crescimento e

desenvolvimento completo do odcito in vitro.
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Resumo

Nosso objetivo foi determinar se a adicdo dos foliculos pré-antrais expostos a solucfes
de vitrificacdo e congelagdo. Para isso, dois experimentos foram realizados. No experimento
1, fragmentos ovarianos de cada ovario foram expostos a TCM somente, ou a uma FS ou VS
com ou sem a adicao de Selénio (2.5, 5.0 ou 10 ng/ml) ou Trolox (25, 50 ou 100 puM), e entédo
submetido a analise morfoldgica e gRT-PCR. No experimento 2, fragmentos ovarianos de
cada ovario (n=10) foram vitrificados ou congelados em uma solucdo com ou sem a
suplementacdo de 50 uM Trolox, e entdo submetido a analise de viabilidade, bioguimica e
gRT-PCR. A avaliacdo foi também realizada apds 24 horas de cultivo in vitro do tecido
ovariano fresco e congelado. O tecido ovariano controle e aqueles expostos a VS ou FS
adicionados com 50 upM Trolox exibiram percentagens similares (76% e 79%,
respectivamente) dos foliculos pré-antrais normais quando comparados ao controle (81%). A
elevada regulacéo de SOD1, ERp29 e ERp60 foi observado em tecido ovariano exposto ao FS
adicionado por 10 ng/ml de selénio. Cultivo de tecido ovariano que foi congelado na presenca
de trolox resultou em altas taxas de foliculos viaveis (40%) e reduziu os efeitos deletérios na
congelacdo na expressdo de proteinas relacionadas ao estresse oxidativo e desenvolvimento
folicular. Concluimos que Trolox pode evitar o estresse oxidativo em tecido ovariano
congelado de macaco-prego.

Palavras-chave: Vitrificagdo; Congelacéo; Sapajus apella; Estresse Oxidativo
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Introducéo

Criopreservacdo de tecido ovariano é um método atrativo para preservacdo de foliculos
pré-antrais. Entretanto, a exposicdo de tecido ovariano a agentes crioprotetores antes da
criopreservacao consiste em uma etapa crucial. Como os efeitos deletérios de solucdes de
criopreservacao tém sido relacionado ao estresse oxidativo (Fahy 2010), a suplementagéo
dessas misturas com agentes antioxidantes é suscetivel a melhoras na sobrevivéncia folicular
e viabilidade tecidual. Estudos anteriores mostram a utilizacdo de acido ascorbico como
agente antioxidante (Melo et al. 2011), porém, ndo ha informacdes relacionadas a
suplementacéo de solucdes de criopreservagdo com outros eliminadores de radicais livres para
a preservagdo do tecido ovariano. De fato, a maioria dos protocolos de criopreservacdo
usando antioxidantes como aditivos tem sido desenvolvidos para uso em sémen (Siegel et al.
1980; Maia et al. 2010; Thuwanut et al. 2011). Nesse estudo, selénio (Siegel et al. 1980) e
Trolox (Maia et al. 2010; Thuwanut et al. 2011) foram frequentemente usados.

O primeiro biomarcador testado para mensurar o estresse oxidativo na vitrificacdo foi o
superoxido dismutase (SOD) (Boonkusol et al. 2006; Turathum et al. 2010), que é
responsavel pela inativacdo de radicais superoxido (Matzuk et al. 1998). Embora ndo haja
nenhuma informac&o disponivel referente a expressdo de RNAm de SOD em tecido ovariano
expostos a soluc@es de vitrificacdo, tem sido mostrado que essa enzima protege odcitos contra
a toxicidade de crioprotetores (Dinara et al. 2001). E para ser esperado que nio somente 0s
odcitos eclodidos no tecido ovariano, mas também as células do estroma possam ser afetadas
pelos crioprotetores, relacionando tal efeito ao estresse oxidativo. Em adicdo, células
estromais estabelecem um papel na sobrevivéncia folicular e desenvolvimento apos a
criopreservacdo de tecido ovariano (Faustino et al. 2010). O estresse oxidativo pode ser
mensurado com testes bioquimicos, tal como a Capacidade Antioxidante Equivalente ao

Trolox (TEAC), porém sem da informacOes especificas na via do estresse. Portanto,
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quantificacdo de genes que codificam proteinas relacionadas ao estresse pode oferecer uma
ferramenta adequada que prevé a qualidade folicular apds a exposicdo a solucdes de
criopreservacao, assim como ap0s a criopreservacdo. Tanto quanto sabemos, nenhuma
informacdo existe concernente ao efeito de solucBes de criopreservacdo na expressdo génica
em tecido ovariano.

Alteracdes na fase da membrana causadas pelos crioprotetores (Spindler; Wolkers 2011)
podem levar a um estresse de membrana e, subsequentemente, a ativacdo de chaperonas.
Proteinas de choque térmico 70 (HSp70) podem ser usadas como biomarcador imediato de
estresse intracelular grave; niveis de HSp70 sdo elevados 6-12 min apds agravamento em
embribes produzidos in vitro, originados de tecido ovariano submetido a hipoxia (Wang et al.
2011). Expressdao de RNAmM HSp70 tem sido estudado em embrides de murine vitrificados
(Boonkusol et al. 2006) e od6citos caninos (Turathum et al. 2010), porém ndo em tecido
ovariano exposto a solugdes de vitrificacdo e congelacéo.

Vacuolizacéo citoplasmética € um dos mais comuns sinais de danos em odcitos (Nottola
et al. 2009) e tecido ovariano (Oskam et al. 2011) submetido a criopreservacao. Silva et al.
(2000) tem sugerido que danos ao reticulo endoplasmatico rugoso (ER) levam a vacuolizacao.
Portanto, quantificar a expressao de genes que codificam chaperonas que residem no ER pode
esclarecer o mecanismo envolvendo a morte de células ovarianas durante a exposicdo a
solucBes de criopreservacdo. Como Biomarcadores potenciais, ER Proteina 29 (ERp29) e
ERp60 (ou calreticulina) sdo chaperonas envolvidas no estresse do ER (Banjerdpongchai et al.
2010).

A criopreservacdo pode também afetar a sobrevivéncia do tecido ovariano. Portanto,
avaliacdo de foliculos e celulas estromais apds descongelagdo consiste em uma importante
ferramenta para determinar o sucesso da criopreservagdo. Adicionado a isso, cultivo in vitro

de curto periodo € indicado como um implemento para avaliar tecido ovariano saudavel apds


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Spindler%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Spindler%20R%22%5BAuthor%5D
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descongelamento. Como marcadores chaves para funcionalidade de foliculo pré-antral, fatores
de crescimento envolvidos na ativacdo e crescimentos de foliculos pré-antrais tem sido
usados, tais como fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF), fator de diferenciacdo-9
(GDF9), vérias proteinas morfogenéticas dsseas (BMP’s), hormonio anti-Mdilleriano (AMH)
e fator de células-tronco ou c-Kit ligante (KL) (Van den Hurk and Zhao 2005).

Nosso objetivo foi descrever os efeitos da exposicdo de tecido ovariano de macaco-prego
a solucdes de criopreservacdo com ou sem suplementacdo de antioxidantes (selénio ou
Trolox), seguidos por criopreservacao (congelacdo convencional ou vitrificacdo). Aqui, nds
ndo somente descrevemos alteraces morfoldgicas em foliculos pré-antrais, assim como
também alteracdes a nivel molecular no tecido ovariano. A expressdo relativa de genes que
codificam uma enzima antioxidante (SOD1) e chaperonas (HSp70, ERp29 e ERp60), e sua
ligacdo com estresse celular devido a exposicdo a solucdes crioprotetoras, foi mensurado por
gRT-PCR. Um cultivo in vitro foi realizado para avaliar a qualidade do tecido ovariano ap6s o

descongelamento.

Material e Métodos

Fonte e preparagédo do tecido ovariano

Nosso estudo foi aprovado pelo Comité Etico em Pesquisa Animal local
(n0.029/2009/CEPAN/IEC/SVS/MS) e pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Este estudo foi composto por dois delineamentos
experimentais. Para cada experimento, bidpsias ovarianas de macaco-prego (Sapajus apella)
maduras e sexualmente saudaveis foram obtidas por laparoscopia exploratoria (Santana et al.

2012). As biépsias removidas foram sujeitas & fragmentacdo em pedacos corticais de 1 mm®,
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que foram utilizados para todo o experimento. Fragmentos ovarianos selecionados foram
distribuidos aleatoriamente ao longo dos experimentos. Todos os fragmentos contendo
numeros suficientes de foliculos pré-antrais (mais de 30), e nenhuma diferenca ébvia nos

numeros de foliculos pré-antrais foram observadas.

Delineamento experimental

Experimento I: Exposicao do tecido ovariano a solucGes de vitrificacdo e congelacéo

Depois de coletar bidpsias de quarto pares de ovarios, 34 fragmentos de 1 mm3 foram
submetidos ao experimento 1. Dois fragmentos foram selecionados aleatoriamente como
controle; um fragmento foi imediatamente fixado para analise microscopica e ultraestrutural
dos FOPAs, e o outro foi estocado a —80 °C até a extracdo do RNA. Os 32 fragmentos
restantes foram submetidos a 5 min (grupo controle solucao de vitrificacdo) ou 20 min (grupo
controle solucdo de congelagdo) em meio de cultura de tecido 199 (TCM 199) somente,
adicionado com 4M etileno glicol + 0.5 M sacarose (Solugéo de Vitrificagdo - VS), ou com
1M etileno glicol + 0.5 M sacarose (Solugéo de Congelacdo ‘Freezing’ - FS). Ambos VS e FS
foram ou ndo suplementados com selénio (2.5, 5 or 10 ng/ml) ou Trolox (25 uM, 50 uM or
100 pM). Apos exposicao, todos os fragmentos foram submetidos a remocgéo do crioprotetor.
Para isso, solugdes de remocdo do crioprotetor (CR) forma preparados antes do uso. CR-1
composto de TCM com 0.250 M sacarose, CR-2 composto de TCM com 0.125 M sacarose, e
CR-3 somente com TCM. Cada fragmento foi imerso em CR-1 a 37 °C em um banho-maria
por 3 min seguido por CR-2 (5 min) e CR-3 (7 min). Tecido exposto a TCM foi submetido a
lavagens em TCM somente a 37 °C. Apos lavagens, fragmentos de cada grupo foram

submetido a analise morfologica e ultraestrutural, e qRT-PCR.
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Experimento I1: vitrificacdo e congelacéo do tecido ovariano

Protocolos previamente descritos foram aplicados para realizacdo da vitrificacdo (Santos et al.
2007) e congelacdo (Santos et al. 2006a) de tecido ovariano. Para vitrificagdo, uma
modificacdo do método superficie solida foi realizada. Em resumo, fragmentos corticais
foram submetidos a exposi¢cdo na solucdo de vitrificacdo contendo TCM 199 suplementado
com 0.5 M sacarose e 1.0 M EG somente ou em combinacdo com 50 uM Trolox. Apos cinco
minutes de exposicao, fragmentos foram sobmetidos ao procedimento modificado SSV. Para
isso, fragmentos expostos ao crioprotetor foram colocados em uma superficie fria consistindo
de uma caixa feita de aluminio inoxidavel parcialmente imerso em nitrogénio liquido e
grampeada na parede da caixa de isopor (Figure 1); contato com o nitrogénio liquido foi
evitado. Os fragmentos vitrificados foram transferidos em criotubos, usando pingas
congeladas no nitrogénio, para o estoque na fase liquida de um tanque de nitrogénio liquido.
Fragmentos ovarianos vitrificados foram mantidos em crioestoque em pelo menos um més.
Para lavagem e remogéo do crioprotetor, os criotubos foram tratados como descrito acima
para palhetas. Para congelacdo, fragmentos ovarianos foram individualmente colocados em
palhetas (0.5 ml) e equilibrados em um freezer programavel de taxa controlada (Planer Kryo
10 Series 11, Cryotech Benelux, Schagen, The Netherlands) por 20 min a 20°C em 0.5 ml
TCM 199 suplementado com 0.5 M sacarose e 1.0 M EG sozinhos ou em combinagdo com 50
MM Trolox. Palhetas foram seladas, e congeladas a 2°C/min de 20°C a —7°C; inducéo do gelo
(seeding) foi realizada manualmente por tocar nas palhetas com pingas pré-congeladas no
nitrogénio liquido. Apos “seeding”, as amostras foram mantidas nesta temperatura (—7°C) por
10 min e depois congelada a 0.3°C/min para —30°C, depois as palhetas foram mergulhadas
imediatamente no nitrogénio liquido (—196°C) e estocadas pelo menos um més. Quando

necessario, as palhetas foram descongeladas no ar por um min a temperatura ambiente
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(~25°C) e entdo imersas num banho Maria a 37°C até o meio de criopreservacdo ter sido
completamente derretido. O crioprotetor foi entdo removido como descrito no Experimento |.
Apdbs a remocéo do crioprotetor, os fragmentos ovarianos criopreservados foram submetidos

ao cultivo in vitro, analise da viabilidade, medicdo de TEAC e qRT-PCR.

Morfologia de tecido ovariano exposto a solucdes de vitrificacdo e congelacédo

Bidpsias de tecido ovariano controle e de tratamento foram fixados em 2% paraformaldeido e
2.5% glutaraldeido em 0.1 M tampéo cacodilato de sodio (pH 7.2) por 3 horas. Sec¢bes semi-
finas de 1 um de espessura foram coradas com azul de toluidina. FOPAs foram definidos
como foliculos sem um antro. Qualidade folicular foi avaliada baseada na integridade
morfologica dos odcitos, células da granulosa e membrana basal, como descrito previamente
(Santos et al., 2006b). Para evitar a contagem de um foliculo mais de uma vez, FOPAs foram
contados nas sec¢Bes onde o nucleo do odcito foi observado. Todas as sec¢des foram
examinadas pelo uso de um microscopio éptico (Olympus, Tokyo, Japan) a uma magnificacdo

de 400x.

Ultraestrutura do tecido ovariano exposto a solu¢des de vitrificacdo e congelacdo

Para melhor avaliacdo da morfologia folicular, estudos ultraestruturais foram realizados em
fragmentos de ovario controle e ovarios que foram criopreservados na presenca de EG +
sacarose suplementado ou ndo com 50 uM Trolox, esta concentragdo pareceu ser a melhor em
manter a imagem histoldgica dos foliculos. Para isso, secc¢Ges ultra-finas (60—70 nm) foram

contrastadas com acetate de uranila e citrato de chumbo, e examinadas sob um microscopio
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eletronico de transmissdo Jeol JEM 100C, do laboratorio de microscopia eletrénica do

Instituto Evandro Chagas.

Andlise da viabilidade folicular

Fragmentos ovarianos frescos e criopreservados foram submetidos a isolamento folicular pela
aplicacdo de um procedimento mecanico para o isolamento de FOPAs de macaco-prego
(Domingues et al., 2003). Pequenos FOPAs de 100 um foram coletados sob um
estereomicroscopio de dissecacdo (SZ-STS, Olympus, Tokyo, Japan) e transferido a TCM
199. Foliculos isolados foram incubados nesse meio por 10 min a 37°C em uma mistura de
1,5 uM iodeto de propideo (Molecular Probes Europe, Leiden, The Netherlands), e 10 uM
Hoechst 33342 (Sigma) para detectar a integridade da membrana e para permitir a contagem
do nucleo, respectivamente. Apds serem rotulados, foliculos corados foram lavados trés vezes
em TCM 199, montados em uma lamina de vidro para microscopia e finalmente examinados
pelo microscopio de epifluorescéncia (BH2-RFCA microscope, Olympus, Tokyo, Japan)
equipado com uma camera digital (Coolpix900, Nikon Instruments Europe, Badhoevedorp,
The Netherlands). Os sinais de fluorescéncia emitidos de iodeto de propideo e Hoechst foram
coletados a 490/635nm e 472nm, respectivamente. Odcitos e células da granulosa foram
classificados como viaveis se ooplasma ndo foi marcado com o iodeto de propideo (Fig. 1).
Foliculos com um odcito vidvel rodeado por >90% de células da granulosa vidveis foram

considerados normais (Santos et al., 2006b).
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Cultivo in vitro de tecido ovariano criopreservado

Cultivo in vitro de tecido ovariano foi realizado como previamente descrito por Brito et al.
(2012). Em resumo, fragmentos ovarianos foram colocados em 500 puL de meio de cultivo em
uma placa de 24 pocos por 24 h. O meio de cultivo basico consistia de TCM-199 (pH 7.2 —
7.4) suplementado com 10% FCS, 100 ng/mL EGF, 10 uM BME, 100 ng/mL BMP4 e 25 1U
PMSG. Apds o Cultivo in vitro, todos os fragmentos foram divididos em duas partes iguais e

submetido a andlise da viabilidade ou qRT-PCR.

Capacidade antioxidante equivalente a Trolox (TEAC)

Tecido Ovariano foi homogeneizado em PBS usando um mixer. O volume final (15 — 20 uL)
foi submetido a determinacdo do TEAC. Para esse fim, um protocolo ja descrito (Miller et al.
1993) foi utilizado. Uma técnica colorimétrica foi usada, em que a reacdo entre ABTS e

K,S,0g foi mensurada, usando espectofotdmetro, em comprimento de onda de 734nm.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

RNA total foi isolado do tecido ovariano homogeneizado no reagente Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA) como descrito por Nilsson e Skinner (2003). A concentracdo de RNA foi
estimada pela leitura da absorbéncia a 260 nm e foi verificado para pureza a 280 nm em um
espectofotometro (NanoDrop® ND-1000 and ND-8000 8-Sample, NanoDrop, Wilmington,
DE). Para cada amostra, A concentracdo de RNA foi ajustada a 45 ng/ml e usada para sintese
cDNA. A transcricéo reversa foi realizada em um volume total de 20 ul composto de 10 ul de

amostra de RNA, 3.2 ul de &gua ultra-pura, 2 pl tampédo da transcriptase reversa (High
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Capacity Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, Foster City, CA), 0.8 ul dNTP Mix
(10mM), 2 ul random primers, 1 ul transcriptase reversa MultiScribe e 1 ul inibidor de
RNase (High Capacity Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). A
mistura foi incubada a 42 °C por 1 h, subsequentemente a 80 °C por 5 min, e finalmente
estocado a —20 °C. o controle negativo foi preparado sob as mesmas condicdes, porém sem

adicdo do acido nucléico.

gRT-PCR

gRT-PCR foi realizado usando o termociclador (ABI PRISM 7500 Real Time PCR system,
Applied Biosystems). Os primers, escolhidos para realizar a amplificacdo dos diferentes
candidates de genes referents, sdo mostrados na Tabela 1. A eficiéncia da amplificacdo foi
determinada por placa usando LinRegPCR (Ruijter et al. 2009). Dados foram analisados
usando o método eficiente de correlacdo Delta-Delta-Ct (Pfaffl 2001). Os valores de
expressao dos genes codificados Amh, Ctgf, Bmp4, Bmpl5, ERp29, ERp60, Hsp70, Kl, Gdf9
e Sodl foram normalizados utilizando a media geométrica dos valores de expressdo de dois

genes de referéncia: hipoxantina fosforibosiltransferase 1 (Hprtl) e proteina ligante TATA box

(Tbp).

Analise estatistica

Dados foram analisados com software Prism 4 (GraphPad). Para dados morfoldgicos, valores
P foram calculados usando one-way ANOVA e test-t ndo paramétrico. A viabilidade dos
odcitos e células da granulosa foi analisada pelo teste do qui-quadrado, e 0s numeros de

nucleo total por foliculo foram comparados por one-way ANOVA. Percentagens de foliculos
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primordiais e em desenvolvimento, assim como dados moleculares foram calculados usando
one-way ANOVA e test-t ndo paramétrico. Para andlise estatistica da expressdo de genes
diferentes, um método empirico Bayes foi usado para moderar os erros padrdes das mudancas
de expressdao. Uma correcdo Benjamini-Hochberg foi aplicada a valores de P das mudancas
de expressdo para corrigir testes multiplos (Benjamini and Hochberg 1995). Todas as barras

de erro refere-se a SEM e diferencas foram consideradas significativas quando P < 0.05.

Resultados

Experimento I: exposicéo de tecido ovariano a solucgdes de vitrificacéo e congelacao

No total, 2143 foliculos pré-antrais (pelo menos 100 por tratamento) foram
examinados histologicamente no tecido controle e no exposto a VS ou FS com ou sem a
adicéo de selénio (2.5, 5 ou 10 ng/ml) ou Trolox (25 pM, 50 uM ou 100 pM). A percentagem
de foliculos morfologicamente normais no fragmento ovariano controle (83%) ndo foi
diferente (P > 0.05) do observado apds a exposi¢cdo ao TCM por 5 min (59%), a VS+50Tr
(76%), ou a FS+50Tr (79%). Entretanto, os outros tratamentos tiveram uma reducdo (P <
0.05) na percentagem de foliculos pré-antrais morfologicamente normais, e 0s menores
percentuais foram observados ap6s a exposicdo a VS (18%), VS + 2.5Sel (21%) e FS + 10Sel
(20%) (Fig. 2).

Os foliculos pré-antrais degenerados expostos a VS e FS geralmente exibiram
vacuolizacdo oocitaria, enquanto que o grupo controle ou exposto ao TCM apresentaram
principalmente ndcleo picndtico e retragdo citoplasmatica. Embora o meio de suplementacao
com 50 puM Trolox reduziu a vacuolizagdo no estroma ovariano e no 00cito, 0 meio de

suplementacdo com selénio, ndo o fez (Fig. 3). Para melhor caracterizar a degeneracao
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folicular causada pela VS e FS adicionada ou nao por 50 uM Trolox, nos realizamos a analise
ultraestrutural. Foliculos pré-antrais normais apresentaram o00citos com grande e bem
delimitado nucleo pleiomorfico; grandes mitocondrias, com cristas irregulares e membrana
mitocondrial continua, e mitocondria alongada com cristas paralelas. Esses foliculos, além
disso, ndo apresentaram vacuolizacdo. Células da granulosa rodeando esses 00citos
apresentam ndcleos com formato irregular. Quando o tecido ovariano foi exposto a FS
somente, vacuolizacdo citoplasmatica foi observada. A adicdo de 50 uM trolox a FS, no
entanto, fez reduzira vacuolizacdo no ooplasma porém o desprendimento do o6cito da camada
da granulosa ndo foi evitado. Caracteristicas similares foram observadas em foliculos pré-
antrais exposto a VS somente ou adicionado de 50 uM trolox (Fig. 4).

A expressdo relativa de genes que codificam HSP70, SOD1, ERp29 e ERp60 em
tecido ovariano de macaco-prego apos a exposicdo a TCM e solucdes de criopreservagdo
estdo representadas na Fig 5. Nenhuma diferenca pode ser vista em relacdo a expressao de
RNAmM de HSp70. A expressdo do RNAm de SOD1, ERp29 e ERp60 néo foi alterada apos a
exposicéo do tecido ovariano por 5 min ao TCM ou solugdes de vitrificacdo. Tecido ovariano
exposto a FS + 10Sel apresentou elevada regulacdo de SOD1 (28-vezes), ERp29 (5-vezes)
and ERp60 (8-vezes). Ndo como observado no tecido ovariano exposto a FS + 10Sel, a
exposicao do tecido ovariano por 20 min ao TCM ou solugdes de congelacdo também levaram
a alta regulacdo de SODJ. Essa alta regulacdo foi menos observada quando 2.5 ou 5 ng/ml

Selénio, ou 25 ou 50 uM Trolox foram adicionados na solucéo de congelagéo.
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Experimento I1: vitrificacdo e congelacéo de tecido ovariano

Baseado nos dados morfologicos e ultraestruturais do experimento 1, temos tecido
ovariano vitrificado e congelado na presenca de VS ou FS, respectivamente, ambas solucdes
sozinhas ou suplementadas com 50 pum trolox.

Avaliacdo da capacidade antioxidante do tecido ovariano apés a criopreservacdo foi
também testado e calculado em relacdo ao TEAC nas amostras criopreservadas na presenca de
50 uM trolox. Foi observado uma diminuicéo significativa no TEAC do tecido criopreservado
na auséncia de 50 puM trolox, principalmente quando tecido ovariano foi submetido a
congelacao.

Para a avaliacdo da qualidade folicular, tecido ovariano vitrificado e congelado foram
também cultivados in vitro por 24 horas. No total, 293 foliculos pré-antrais (pelo menos 30
por tratamento) foram examinados. A percentagem de foliculos pré-antrais normais foram
diminuidos significativamente ap6s a criopreservacao (congelacdo ou vitrificacdo) quando
comparados aos fragmentos ovarianos controle (89%). No entanto, a suplementacdo da FS
com Trolox resultou em maiores taxas de foliculos viaveis (67%) quando comparado ao FS
somente. Cada efeito foi observado mesmo apds o cultivo in vitro em que 61% dos foliculos
foram viaveis ap6s a criopreservacao na presenca de Trolox. Vitrificacdo resultou em taxas
mais baixas (15%) de foliculos normais mesmo quando o Trolox foi adicionado & solugéo.
Auséncia do trolox resultou em 100% de degeneracéo folicular (ver Fig. 6). Portanto, nenhum
cultivo in vitro foi realizado em material vitrificado. A eficiéncia de trolox foi observado
depois da analise TEAC (Fig. 7).

A expressao relativa dos genes que codificam HSP70, SOD1, ERp29 e ERp60 em tecido
ovariano de macaco-prego apos vitrificacdo e congelacdo (seguido ou ndo por cultivo in vitro)

sdo representados na Fig. 8. Quando a avaliacdo foi realizada imediatamente ap0s o
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descongelamento, nenhuma mudanca na expressdo do RNAm foi observado. Entretanto, apds
o cultivo in vitro do tecido ovariano congelado houve uma baixa regulacdo de todos o0s genes
relacionados ao estresse, especialmente na auséncia de Trolox. Com relacdo a expressao do
RNAm testado para fatores de crescimento, exceto por AMH, baixa regulacdo de todos os
genes foi observada ap6s o descongelamento. Uma vez que, cada baixa regulacdo foi

proeminente em tecido ovariano congelado na auséncia de trolox (Fig. 9).

Discussao

O presente estudo foi designado para investigar a influéncia da exposi¢do do tecido
ovariano a diferentes solucGes de criopreservagao (Corrigir), com ou sem adicdo de Selénio
ou Trolox, e avaliar a qualidade de foliculos pré-antrais e estresse oxidativo do tecido
ovariano apos a criopreservacao (congelacdo ou vitrificagao).

Tecido ovariano exposto a solucdes de congelacdo e vitrificacdo resultou no aumento da
degeneracéo folicular, exceto quando 50 uM Trolox foi adicionada a0 meio de exposicao, e
que impediu a vacuolizagdo no ooplasma e estroma ovariano. Similarmente, o controle da
vacuolizacdo celular foi observado também em rins de ratos tratados com trolox (Wongmekiat
et al. 2007). Odcitos vacuolizados foram previamente relatados ap0s criopreservacdo de
tecido ovariano em ovino (Santos et al., 2006b; Oskam et al. 2010), bovino (Celestino et al.
2008) e em humanos (Marsella et al. 2008). Silva et al. (2000) sugeriram que vacuolizacao
oocitéaria pode ser o resultado de danos no ER. Através de andlises ultraestruturais de tecido
ovariano criopreservados em ovinos, foi possivel descrever vacuolizacdo oocitaria junto com
uma diminuicdo extrema, ou mesmo auséncia total, na quantidade de ER rugoso e liso

(Oskam et al., 2010).
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Vacuolizagdo celular esta relacionada ndo somente ao estresse oxidativo, mas também
ao estresse no ER. Nenhuma mudanca na expressédo do RNAm foi observado apos a
exposicdo do tecido ovariano a solugdes de vitrificacdo. Isso pode ser explicado pelo curto
tempo de exposi¢édo (5 minutos) antes da analise. Apos a exposi¢édo do tecido ovariano por 20
minutos a solucdo de congelacdo, foi possivel identificar a elevada regulacdo de SOD1,
ERp29 e ERp60 quando o meio de congelacdo foi suplementado com 10 ng/ml de selénio. O
meio de congelacdo suplementado com 50 uM trolox ndo resultou na alta regulacdo de
marcadores de estresse ER (ERp29 e ERp60), e foi reduzido aa expressdo de SOD1. A
elevada regulacdo da enzima antioxidante SOD1 na exposicdo do tecido ovariano confirma
que as células estavam respondendo contra o estresse oxidativo. A elevada regulacdo dessa
enzima é como uma compensacdo do estresse oxidativo (Mahoney et al. 2006), que parece ser
reforcada pelo meio de suplementacdo com 10 ng/ml selénio, sugerindo que nessa
concentracdo, ele se torna um composto toxico. Na verdade, Uguz et al. (2009) tém mostrado
que células incubadas com selénio em concentracdo tdo elevadas como 1 mM conduz a um
estresse no ER, suportando nossas descobertas. O aumento na expressdo de ERp29 e ERp60
no tecido ovariano, também indica a ativacdo dessas chaperonas em resposta ao estresse
celular, mais especificamente ao estresse no ER. Tem sido demostrado que ERp29 foi
induzido a altos niveis em células hepatomas sob estresse metabolico (Mkrtchian et al. 1998).
ERp60 desempenha um importante papel em células sob estresse osmotico, estando envolvido
na homeostasia do calcio sob estresse osmotico (Bibi et al. 2011). Expressao relativa do
RNAm de HSp70 n&o foi afetado pela exposicdo ao FS no tecido ovariano, ou tratamento da
criopreservacao, provavelmente porque essa chaperona ndo é regulada por desidratacdo ou
reidratacdo do tecido ovariano (Lopez-Martinez et al. 2009). Devido a ineficiéncia da
vitrificacdo, somente tecido ovariano congelado foi cultivado in vitro. Efeito da congelacdo na

expressdao do RNAm de genes que codificam marcadores de estresse oxidativo foi observado
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somente apo6s 24horas de cultivo in vitro, e na presenca de 50 uM Trolox no meio de
congelacdo. Cultivo in vitro pode ser eficientemente usado a revelar danos induzidos da
criopreservacao em foliculos ovarianos (Ting et al. 2011). Isso confirma nossos resultados
gue mostrou uma baixa regulacéo de todos 0s genes relacionados ao estresse apds o cultivo in
vitro do tecido congelado; tais regulacdes baixas eram menos expressas quando Trolox estava
presente no meio de congelacdo. Embora o estresse possa levar a elevada regulacdo de genes
relacionados, nos sugerimos que essa diminuicdo da expressdo esta relacionada a morte
celular. O mesmo padrao foi observado quando fatores de crescimento foram avaliados apds
cultivo in vitro de tecido ovariano de tecido ovariano a fresco e congelado. Os achados
mostram que foliculos congelados cultivados livres de trolox, dos quais 40% foram avaliados
como viaveis, podem sofrer diminuicdo da funcionalidade, o que foi destaque durante o
cultivo in vitro. Tais danos, conforme observado pela andlise de TEAC, foi causado
principalmente pelo estresse oxidativo.

O efeito da exposicdo do tecido ovariano e criopreservagao na auséncia e presenca de
agentes antioxidantes foram analisados a nivel morfoldgico, bioquimico e molecular, e 0
efeito positivo foi observado na concentragcdo de 50 uM Trolox. Embora a expressdo génica
tenha permanecido inalterada apds a exposicao, foi observado que depois da congelacdo e
cultivo in vitro a baixa regulacdo de genes importantes, assim como ERp29 e o ERp60.
Adicionalmente, foliculos ndo foram capazes de expressar genes relacionados ao

desenvolvimento folicular in vitro: BMP15 e GDF9.
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Legendas das figuras

Figura 1. Imagens representativas de foliculos pre-antrais viaveis e ndo viaveis. Auséncia da

coloragéo de propideo (vermelha) indica sua viabilidade.
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Figura 2. Percentagem de foliculos pré-antrais morfologicamente normais em fragmento
ovariano controle e em fragmentos expostos a TCM, assim como a VS suplementado ou nédo
com selénio (2.5, 5 or 10 ng/ml) ou Trolox (25 UM, 50 pM or 100 pM). *° Diferentes letras
minusculas difere significativamente entre os tratamentos (P < 0.05).

Figura 3. SeccBes semi-fino representando foliculos pré-antrais normal (a) e degenerado (b-
d). foliculos normais apresentam um nucleo (Nu) central, ooplasma (Oo) intacto e células da
granulosa (GC) normais. Foliculos degenerados apresentam nucleo picnético (PN), células da
granulosa desorganizadas (dGC), acompanhadas ou ndo pela presenca de vacutolos (Vc).
Figura 4. Imagens ultraestruturais de foliculos pré-antrais normal (a) e degenerado (b-d).
Foliculos normais apresentam um nucleo (Nu) central, ooplasma (Oo) intacto e células da
granulosa (GC) normais. Foliculos degenerados apresentam nucleos picnéticos (PN), células
da granulosa desorganizadas (dGC), acompanhadas ou ndo pela presenca de vacutolos (\Vc).
Figura 5. Comparacdo da média da expresséo relativa de SOD1, HSp70, ERp29 e ERp60 em
tecido ovariano do grupo controle, exposto ao TCM somente, ou exposto ao VS ou FS
adicionados ou ndo por Selénio ou Trolox.

Figura 6. Percentagens de foliculos pré-antrais vidveis em fragmentos ovarianos controle e
em fragmentos congelados ou vitrificados suplementados ou ndo com 50 uM Trolox e
seguido por IVC. *° Diferentes letras minusculas difere significativamente entre os
tratamentos (P < 0.05).

Figura 7. TEAC em tecido ovariano congelado e vitrificado na presenca ou auséncia de
trolox.

Figura 8. Comparacdo da média da expresséo relativa de SOD1, HSp70, ERp29 e ERp60 em
tecido ovariano do grupo controle, exposto ao TCM somente, ou exposto ao VS ou FS

adicionados ou ndo por Selénio ou Trolox.
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Figura 9. Comparacdo da média da expressao relativa de AMH, BMP4, BMP15, CTGF,
GDF9 e KL em tecido ovariano do grupo controle, exposto ao TCM somente, ou exposto ao

VS ou FS adicionados ou néo por Selénio ou Trolox.



Tabela 1. Pares de primers usedos em qRT-PCR para quantificacdo de genes de referéncia e alvos no tecido ovariano de macaco-prego.

Gene Accession no. Sequéncia Tamanho Primer position  Reference
Fragmento (bp)
HPRT1 S43335.1 5’- TTATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT 107 59 Brito et al., 2011
3’- TCCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTATAGC
TBP AB178959.1 5’- TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA 132 889 Brito et al., 2011
3’- CACATCACAGCTCCCCACCA
AMH XM_002761553. 5’- CTGCTGCGTGCCCACCGCCTA 106 1575 This paper
1 3’- CAGCCACACTCGGTGGCCAC
BMP4  XM_002805069. 5’- CGAGAGAGACGCAGACGCAGA 82 56 This paper
1 3’- AATGGCTCCATGTTCCCGAG
BMP15 XM_001083980. 5’- GCCACTGTGGTTTACCGCCA 130 446 This paper
2 3’-GGGAAGGTTTTGAGGAATCTCCTTC
CTGF  NM_001901.2 5’- TGCATCTTCGGTGGCACG GT 110 513 This paper
3’- ATGCTGCACAGGGGCATGCA
ERp29 NM_001195735. 5’- GCCCTTCCCCTGGATACGGTCA 103 55 This paper
1 3’- CATCCTGCTTCTCACCGTAGGGGT
ERp60 NM_004343.3 5’- GCCCGCCATGCTGCTATCCG 108 74 This paper
3’- AGTCCACCCGTCTCCGTCCA
GDF9  NM_001168763. 5’- GCCTTCCCAGGGTCCTGACCA 105 861 This paper
1 3’- TGACCTCTGCGGTGACGGTGA
HSp70  NM_001193708. 5’- TGACCCTCCTGTTGGCTGGCT 100 52 This paper
1 3’- CCAACGGAACAATAGGTGGTGCC
KL NM_003994.5 5’- GCCTTCCCAGGGTCCTGACCA 112 72 This paper
3’- TGACCTCTGCGGTGACGGTGA
SOD1  AB220492.1 5’- GCCGCACATTGGTGGTCCATGAA 96 425 This paper

3’- AAGCCAGACGACCTCCAGCGT

62



63

Fig 1.
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 6

100 |

Q =) o [ =]
w w - o™~

sieuLiou siesjue-aid "|04 %

S4

4106 + S4

SA \

410G + SA

sS4

Cultivo in vitro

cryopreservagao

110G +S4 /

|0JJu0D




69

Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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5. CONCLUSAO

Os efeitos da exposicdo e criopreservacao de tecido ovariano na auséncia ou
presenca de agentes antioxidantes foram avaliados a nivel morfoldgico, bioguimico e
molecular e o resultado positivo foi observado na exposi¢cdo do material com o antioxidante
Trolox na concentracdo de 50 pM. Com relagdo a expressdo génica, apesar de ter
permanecido quase inalterada apds a exposicdo, foi observada uma baixa expresséo, depois da
congelacao e cultivo in vitro, de genes importantes como 0 ERp29 e ERp60. Além disso, 0s
foliculos ndo foram capazes de expressar genes relacionados ao desenvolvimento in vitro,
como BMP15 e GDF9. Contudo, antes da aplicacdo clinica de tecido ovariano congelado,
estudos moleculares serdo necessarios para que se descubram possiveis efeitos secundarios
provenientes do processo de criopreservacao, uma vez que € critico que as informacdes

relacionadas a viabilidade do tecido ovariano, transpdem analises morfoldgicas e bioquimicas.
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