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RESUMO

Efeito do Resveratrol Associado a Sacarose na Vitrificagdo de Tecido Ovariano Bovino

Entre as biotecnologias da reprodugéo animal, a criopreservacdo de gametas tem se tornado
uma biotécnica bem consolidada, embora ainda apresente alguns obstaculos quando se trata da
criopreservacdo de o0citos e tecido ovariano. Nosso objetivo foi avaliar o efeito da associa¢éo
do antioxidante resveratrol a sacarose na vitrificacao de tecido ovariano de novilhas pré-puberes
e vacas adultas sobre a morfologia e viabilidade foliculos pré-antrais. Foram utilizados 20
ovarios obtidos aleatoriamente na linha de abate em frigorifico local, 10 ovarios de novilhas
pré-puberes e 10 ovarios de vacas adultas, estes foram fragmentados e distribuidos aos
diferentes tratamentos: controle (Co), toxicidade (T) e vitrificacdo (V), os tratamentos de
toxicidade e vitrificacdo submetidos as seguintes solug¢bes de vitrificacdo: Solugdo base de
vitrificacao (SBV) com sacarose 0,25M (VS), SBV com resveratrol 10 uM (VR) e SBV com
sacarose e resveratrol (VS+R) nas mesmas concentracdes, pos- descongelamento os fragmentos
ovarianos foram avaliados quanto a morfologia e viabilidade folicular pela microscopia de luz
e microscopia eletronica de transmissdo nesta ordem. Os dados das variaveis avaliadas foram
submetidos aos testes de normalidade mediante o Shapiro-Wilk, a porcentagem de foliculos
normais e degenerados nos grupos experimentais foi analisada pelo teste de Qui-quadrado, ja
as variaveis que nao passaram pelo teste de normalidade submetidos ao teste de Kruskall-
Wallis, considerando (P<0,05) para determinacdo de diferencas entre os tratamentos (InfoStat
Statistical Software INFOSTAT, 2012). Do total de 2.610 foliculos pre-antrais avaliados pela
microscopia de luz, o percentual médio de normais e degenerados foi 65,51% e 34,49 %
respectivamente. E nos diferentes tratamentos de toxicidade e vitrificagdo e em relacdo aos
grupos adultas e pré-puberes ndo houve diferenca (p>0,05). J& os foliculos secundéarios
diferiram (p<0,05) no grupo controle quando comparados aos foliculares primordiais e
primarios, ainda estes se apresentaram em menor proporcdo nos diferentes tratamentos de
vitrificagdo em ambos os grupos de fémeas bovinas. Os fragmentos de tecido ovariano
vitrificados apresentaram resultados semelhantes ao controle fresco. Pode-se concluir que
antioxidante natural resveratrol quando associados a sacarose contribui para a preservacao
morfologica de foliculos pré-antrais de novilhas pré- puberes e vacas adultas quando
submetidas ao processo de vitrificacdo e reaquecimento.

Palavras-chaves: Antioxidante Natural. Criopreservacdo. Fémea. Odcitos



ABSTRACT

Effect of Resveratrol Associated with Sucrose on Vitrification of Bovine Ovarian Tissue

Among the biotechnologies of animal reproduction, gamete cryopreservation has become a well
established biotechnology, although it still presents some obstacles when it comes to the
cryopreservation of oocytes and ovarian tissue. Our objective was to evaluate the effect of the
association of the antioxidant resveratrol with sucrose on the vitrification of ovarian tissue of
pre-puberty heifers and adult cows on the morphology and viability of preantral follicles.
Twenty ovaries obtained randomly from the slaughter line in a local refrigerator, 10 ovaries
from pre-puber heifers and 10 ovaries from adult cows were used, these were fragmented and
distributed to different treatments: control (Co), toxicity (T) and vitrification (V), the toxicity
and vitrification treatments submitted to the following vitrification solutions: Vitrification base
solution (SBV) with 0.25M sucrose (VS), SBV with 10 uM resveratrol (VR) and SBV with
sucrose and resveratrol (VS + R) at the same concentrations, after thawing, the ovarian
fragments were evaluated for morphology and follicular viability by light microcopy and
transmission electron microscopy, respectively. The data of the evaluated variables were
submitted to normality tests using the Shapiro-Wilk, the percentage of normal and degenerate
follicles in the experimental groups were analyzed by the Chi-square test, since variables that
did not pass the normality test submitted to the Kruskall-Wallis test, considering (P <0.05) for
determining differences between treatments (InfoStat Statistical Software INFOSTAT, 2012).
Of the total of 2,610 preantral follicles evaluated, the average percentage of normal and
degenerate was 65.51% and 34.49% respectively. And in the different toxicity and vitrification
treatments and in relation to the adult and pre-pubertal groups there was no difference (p> 0.05).
Secondary follicles differed (p<0.05) in the control group when compared to primordial and
primary follicles, even though these were presented in a smaller proportion in the different
vitrification treatments in both groups of bovine females. The vitrified ovarian tissue fragments
showed similar results to the fresh control. It can be concluded that natural antioxidant
resveratrol when combined with sucrose contributes to the morphological preservation of pre-
antral follicles of pre-puberty heifers and adult cows when subjected to the process of
vitrification and reheating.

Keywords: Natural Antioxidant. Cryopreservation. Female. Oocytes.
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1 INTRODUCAO

A criobiologia tem revolucionado os estudos em reproducéo animal pela possibilidade de ter
aplicagdes clinicas na medicina reprodutiva e por permitir a preservacdo de material genético de
animais de racas raras, em vias de extingdo e de animais de interesse comercial (ROLO, 2012). Entre
as biotecnologias da reproducdo animal, a criopreservacao de gametas tem se tornado uma biotécnica
bem estabelecida, embora ainda apresente alguns obstaculos a serem vencidos quando se tratando de
00citos, em comparagdo aos espermatozoides.

A criopreservacdo é uma biotécnica de grande impacto para a producdo bovina, tanto para
rebanhos comercias, quanto para animais de alto valor zootécnico. Haja vista que a lucratividade dessa
atividade depende em grande parte pela eficiéncia reprodutiva dos seus rebanhos, principalmente
quando se tratando das fémeas (LEITE et al., 2011).

Nessa Otica, dentre os metodos de escolha para preservar a fertilidade de fémeas, a
criopreservacédo do tecido ovariano tem se tornado um dos métodos mais utilizados (FAUSTINO et al.,
2011). Assim o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas que visam a recuperacao e o crescimento
in vitro de foliculos sdo imprescindiveis para o restabelecimento fisiologico, e a preservacéo
morfologica dos foliculos ovarianos (ROCHA et al., 2018).

A criopreservacao de tecido ovariano apresenta diversas vantagens em seu emprego. Dentre
elas, podemos dar destaque a grande quantidade de odcitos inclusos em foliculos ovarianos e ao fato
dos foliculos ovarianos pré-antrais apresentarem uma maior resisténcia aos danos causados pela
criopreservacdo se comparados as demais classes de foliculos ovarianos (SHAW, 2000). Os principais
métodos de criopreservacdo sdo a congelacdo lenta e a vitrificacdo que diferem entre em si,
principalmente, pela reducdo da temperatura e a concentragdo dos crioprotetores empregados
(MONTE, 2015).

A congelacéo lenta é o método convencional de criopreservacdo. Neste, sdo utilizadas baixas
concentragdes de crioprotetores e a curva de congelacao é controlada por um congelador programavel,
havendo a desidratacdo da célula ou tecido durante a reducdo gradual da temperatura. No entanto,
esta técnica possui como desvantagem a formacao de cristais de gelo intracelulares (VAJTA; NAGY,
2006).

A vitrificacdo é um método que consiste em uma brusca reducao da temperatura e substitui¢ao
da agua intracelular pelo crioprotetor, de forma a alcancar rapidamente o estado vitreo, transformando
os fluidos do estado liquido diretamente para um solido amorfo sem a formacéo de cristais de gelo
intracelulares. Para que esta transicdo ocorra, é necessaria a utilizagdo de altas concentragdes de
agente crioprotetor (DALCIN; LUCCI, 2010; RODRIGUES et al., 2014).
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Durante o processo de congelacdo, os o6citos sofrem alteracbes morfoldgicas e de viabilidade
celular, através de crioinjurias como formacao de cristais de gelo e a formacao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que comprometem a qualidade do tecido (FAUSTINO et al., 2011). Na tentativa de
minimizar danos morfoldgicos e a produgdo EROs provenientes do processo de criopreservagéo,
estudos tém sugerido a adicdo de antioxidantes, como o resveratrol, em solugdes de
vitrificacdo/reaquecimento (GIARETTA et al.,, 2013; TAKEO, et al., 2014).

O éxito da técnica de criopreservacdo depende de inimeros fatores, que envolve desde
questdes fisicas como o volume do crioprotetor até a sua composi¢cdo quimica. Ademais é essencial a
adicdo de substancias que configurem uma protecéo tecidual e celular, quando estes forem expostos a
temperaturas criogénicas, as quais sdo capazes de minimizar os efeitos nocivos das crioinjdrias as
células, como a formacdo de cristais de gelo e/ou choque osméticos (VAJTA et al., 1998).

Tendo em vista que novilhas pré-puberes, sdo animais que ainda ndo entraram em sua
atividade ciclica e apresentam grande potencial reprodutivo, uma vez que possuem uma quantidade
significante de foliculos primordiais em seus ovarios (DAY; ANDERSON, 1998). Faz-se necessario
malis pesquisas de criopreservacao de tecido ovariano nesta categoria de fémeas bovinas, permitindo
futuramente uma maior exploracdo do potencial reprodutivo destas. Estudos poderdo permitir a
elucidacédo de alguns aspectos da fisiologia ovariana, tais como a atividade folicular e oocitaria em
animais pré-puberes, contribuindo para aprimorar através de protocolos a biotécnica de vitrificacdo de
tecido ovariano em vacas.

A partir do conhecimento dos danos promovidos nas células e tecidos pelos processos de
criopreservacao, este estudo foi desenvolvido com base na hipdtese de que a adicdo do resveratol aos
meios de vitrificacdo atue como um antioxidante e crioprotetor sobre foliculos pré-antrais inclusos em
tecido ovarianos de novilhas pré-puberes e adultas, mantendo a integridade de membrana plasmatica
dos foliculos, permitindo sua preservacdo morfologica e a viabilidade celular mesmo apoés
reaquecimento. No entanto, 0os mecanismos de acdo envolvidos ndo estdo totalmente compreendidos.

O resveratol € um polifenol produzido naturalmente por plantas, que tem apresentado grande
detaque por apresentar efeitos benéficos a saide humana frente a doencas cronicas. Por esse motivo,
seus efeitos antinflamatorios e antioxidativo tem sido estudado expressivamente, e ainda sua atuacao
nos processos de criopreservacao celular (GAMBINI et al., 2015). Porém ndo ha relatos da sua

utilizacdo na vitrificacdo de tecidos ovarianos de novilhas pré-puberes e vacas adultas.
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O ovario é o 6rgdo primario em fémea, e desempenha duas importantes funcées, exdcrina na

producdo dos gametas femininos os odcitos, e endocrina na producédo e liberagdo de hormdnios

sexuais (E2, P4) e peptideos (FIGUEREDO et al., 1999). E formado por duas regides a medular e

cortical, onde a regido medular é composta por nervos, vasos sanguineos e vasos linfaticos, e a

regido cortical composta por as células germinativas os odcitos inclusos nos foliculos ovarianos

(Figura 1) (KARLSON et al., 1982).

O foliculo ovariano é a unidade morfofuncional do ovério constituido por um odcito

circundado por células somaticas (granulosa e tecais), desempenham fun¢des fundamentais na

manutencdo da viabilidade oocitaria, proporcionando um ambiente ideal assegurando a manutencéo

da viabilidade, crescimento e a maturacdo de odcitos imaturos até a liberacdo dos mesmos pelo

processo de ovulacdo (FIGUEREDO et al., 1999).

Foliculo Foliculo
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Figura 1: Organizacdo do ovario de mamiferos, ilustrando suas principais estruturas. Fonte: (LIMA, 2012).

em Desenvolvimento

A populacéo folicular ovariana é bastante diversificada, localizada no cortex do ovario e sdo

classificados de acordo com o grau de evolucdo, em foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios

(primordial, primario e secundério) e foliculos antrais ou cavitérios (terciarios e pré-ovulatorios).
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O quais os foliculos pré-antrais representam em torno de 90 a 95% de toda a populagdo folicular,
dotados entdo da grande maioria dos odcitos (GONCALVES, et al., 2001).

A formagdo dos gametas femininos e dos foliculos ovarianos é iniciada ainda no periodo
pré-natal (ADONA, et al., 2013). Em mamiferos, o desenvolvimento ovariano inicia-se com as
células germinativas primordiais, oriundas do saco vitelinico. Estas migram até a godnada
embrionéria, a célula germinativa primordial coloniza a génada primitiva e inicia o processo de
gametogénese (LIMA, 2006).

A gametogénese corresponde a dois processos lentos e distintos que ocorrem
simultaneamente no interior dos ovarios: a oogenése e a foliculogénese (FIGUERESO et al., 1999).
A oogenése € um conjunto de processos que compreende o desenvolvimento e a diferenciacdo das
células germinativas primordiais (CGP) das fémeas, até a formacgdo do odcito haploide fecundado
(RUSSE, 1983). A foliculogénese ¢ processo de formacao, crescimento e maturacdo folicular, que
inicia com a formacdo do foliculo primordial e culmina com o estagio de foliculo maduro ou pré-
ovulatério (SAUMANDE, 1981).

Nas diferentes espécies domésticas, 0s numeros de 06citos ao nascer variam, sendo que 0s
suinos nascem com 67.599 a 291.898 (ALVES et al., 2012), ovinos nascem com 7.333 a 446.333
(AMORIM et al., 2000), 5.6000 a 75.000 em equinos (ALVES et al., 2015), 2.700 a 79*.600 em
humanos (GOUGEON; CHAINY, 1987), e em bovinos Bos taurus indicus 8.010 a 94.301 e Bos
taurus taurus 10.043 a 253.453 (SILVA-SANTOS et al., 2011). Todavia a maior parte dos foliculos
ovarianos ndo chega a ovular e se degeneram por um processo chamado de atresia folicular, e cerca
de 99,9% destes sdos perdidos no meio do processo (GONCALVES et al., 2001), havendo um
declinio consideravel no nimero de odcito ao longo dos estagios de vida da fémea.

Dada a essa gama de oocitos perdidos, faz-se necessario a utilizagdo de técnicas que visem
maximizar o potencial reprodutivo dessas fémeas. Estudos relacionados a biotécnica de
manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA) tem contribuido bastante para
reducdo dessas perdas como os trabalhos desenvolvidos em bovinos (LUNA et al., 2011; TRIANA,
2012; JIMENEZ et al., 2016; ROCHA et al., 2018), cadelas (ROLO, 2012), gatos
(LIMA at al., 2006). Desse modo, a criopreservacao do tecido ovariano podera manter a viabilidade
folicular até que seja realizado o cultivo in vitro ou transplante do ovario, pois permite a manutencao
da integridade estrutural tanto das células somaticas como das células germinativas (FAUSTINO et
al., 2011).
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2.2 Maturidade Reprodutiva de Novilhas

A maturidade reprodutiva de novilhas possui importante impacto na eficiéncia reprodutiva e
econdbmica de fémeas bovinas, determinada pela puberdade e idade ao primeiro parto, e
consequentemente ao nimero de bezerros produzidos por essas fémeas (FREITAS, 2015).

Com relacdo ao eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, a maturidade sexual é determinada
pela queda do estradiol fazendo feedback negativo sobre a secre¢do de GnRH, desencadeando um
aumento significativo na secrecdo de hormdnio luteinizante (LH), resultando na completa ativacao
do eixo gonadotréfico e validando a capacidade reprodutiva com a primeira ovulagdo. Assim, o
conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva de novilhas € importante, determinando os estagios de
pré-puberdade e puberdade, o mais cedo possivel dentro do manejo reprodutivo, a fim de melhor
explorar o potencial dessa fémea (FREITAS, 2015).

Segundo Day e Anderson (1998), o periodo que corresponde aos 40-60 dias anteriores a
primeira ovulagdo, onde a maioria dos eventos relacionados ao eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal ocorrem é denominado como periodo peripubere, que € iniciada entre 10-12 meses em
fémeas Bos taurus. O desenvolvimento do trato reprodutivo entre o nascimento e a maturidade
sexual em novilhas pode ser dividido em quatro fases: 1%) Periodo infantil corresponde do
nascimento até aos dois meses de idade; 2%) Periodo de desenvolvimento corresponde de dois a seis
meses de idade, periodo em que ocorre aumento da secrecdo de GnRH hipotalamico, levando a um
aumento da secrecdo de LH; 3%) Fase estatica corresponde de seis a 10 meses de idade, o eixo
hipotalamico- hipofisario apresenta-se competente, mais ainda ndao produzem niveis de LH
suficientes; 4%) Momento peripubere ente 10-12 meses ocorre o declinio da inibicdo estrogénica e
aumento da secrecdo de LH, levando ao primeiro pico de LH e consequentemente da ovulagéo,
determinando a maturidade sexual periodo em torno aos 24 meses de idade.

Novilhas pré-puberes sdo animais que ainda ndao entraram em sua atividade ciclica, no entanto
apresentam grande potencial reprodutivo, por apresentarem uma quantidade significativa de
foliculos primordiais em seus ovarios, fazendo necessario uso de biotécnicas que explorem esse
potencial (DAY; ANDERSON, 1998). A criopreservacdo de tecido ovariano é uma excelente
ferramenta a ser utilizada com o intuito de melhor exploracdo do potencial reprodutivo de fémeas
bovinas, haja vista que boa parte do rebanho nacional ndo é altamente produtivo, a pecuéria de corte
brasileira por exemplo apresenta baixa eficiéncia reprodutiva e ocupa apenas o segundo lugar no
ranking mundial de producéo de carne (FAOSTAT, 2014).



21

2.3 Criopreservacgéo de Tecido Ovariano

A criopreservacao € uma biotécnica que tém como principio basico manter através de baixas
temperaturas, o metabolismo celular em estado de quiescéncia, retardando a atividade enzimatica
e 0 metabolismo de respiracdo celular, permitindo o armazenamento e a preservagao de materiais
bioldgicos por periodos indeterminados, em nitrogénio liquido (-196°C) (GORRICHO, 2018).

Um dos principios mais importantes da criopreservacgao consiste na remogdo do maximo

possivel de 4gua das células, com o intuito de prevenir a formacéo de cristais de gelo e danos

celulares, ainda que essa retirada de agua possa promover alguns danos (VAJTA; NAGY, 2006).

Nesse sentido, independente do método de criopreservacao utilizado, hé a necessidade do uso

de solutos chamados de agentes crioprotetores, que consistem em moléculas com funcédo protetora.

Estas substancias reduzem o ponto de solidificacdo da solugdo em 2 a 3°C, o que € benéfico para

célula ou tecido por aumentar o tempo de desidratagédo, diminuindo a formacdo de cristais de gelo
(SEIDEL et al., 1989).

O éxito da técnica de criopreservacdo depende de inumeros fatores, que envolve desde
questdes fisicas como o volume do crioprotetor até a sua composi¢cdo quimica. Ademais é essencial
a adicao de substancias que configure uma protecéo tecidual e celular, quando estes forem expostos
a temperaturas criogénicas (VAJTA et al., 1998).

A criopreservacao de foliculos ovarianos pode ser realizada de trés formas: inseridos no ovario
inteiro, inseridos apenas no tecido ovariano cortical ou na forma de foliculos isolados, os quais
apresentam diferentes resultados em relacdo a viabilidade folicular (SANTOS et al., 2010). A
criopreservacdo em tecido ovariano permite a preservacdo de odcitos presente nos foliculos
ovarianos que seriam perdidos pelo processo natural de atresia, ou mesmo pelos tratamentos
gonadotoxicos em mulheres submetidos a radio e/ou quimioterapia, pela morte natural ou acidental
de animais ameacados de extin¢do ou de alto valor genético (RODRIGUES et al., 2016).

Os principais métodos de criopreservacao sdo a congelagéo lenta e a vitrificacao, que diferem
entre em si, pelos seus principios de congelamento e ferramentas utilizadas. A congelacéo lenta
consiste em um balan¢o osmotico em uma maquina de congelacdo programavel. Ja a vitrificacdo
consiste em uma brusca retirada de agua intracelular pelo crioprotetor, alcancando rapidamente o

estado vitreo, evitando a formacdo de cristais de gelo (MONTE, 2015).



22

2.3.1 Congelamento Lento

Este é um método convencional de criopreservacao e tem sido utilizada em larga escala para
a conservacio de tecido ovariano em diferentes espécies domésticas como cdes (ROLO, 2012),
caprinos (RODRIGUES et al., 2014), ovinos (SANTOS et al., 2006), bovinos (CELESTINO et
al., 2008) e humanos (RODRIGUES, et al., 2016).

Nesse processo de criopreservacdo, sdo utilizadas baixas concentracbes de agente
crioprotetor e a curva de congelacéo é controlada por um congelador programavel. Esse método
tem como base tentar criar um balango entre os fatores responsaveis pela formacgéo dos cristais de
gelo, como fratura, estresse osmotico e a toxicidade do meio, fazendo com que o meio intra e
extracelular troque os solutos sem promover deformidades celulares (VAJTA; NAGY, 2006).

O material bioldgico a ser congelado é resfriado lentamente, adicionada ao congelador
programavel previamente estabelecido & temperaturas de -6°C, seguindo de cristalizacdo manual
(seeding) com intuito de pré-resfriamento em nitrogénio liquido, seguindo de resfriamento lento de
0,5 °C/min. Até -32°C, onde o material & imerso e estocado em nitrogénio liquido & — 196°C
(ROCHA, 2017).

No decorrer do processo, a desidratacdo celular promovida ajuda a prevenir a formacao de
cristais de gelo intracelular ou mesmo reduzir os danos desencadeados por eles, mantendo o
citoplasma resfriado até o congelamento total da célula e tecido (ROCHA, 2017), sob crescentes
concentragdes de crioprotetores, por um periodo variando de 5 a 60 minutos (CASTRO et al., 2011).

Segundo Monte (2015) quanto ao descongelamento de embrides, estes devem ser aquecidos
rapidamente, impedindo a formacéo de cristais. Apos a descongelacédo, os embrides sdo submetidos
a banhos em solucGes de lavagem em concentracdes decrescentes de crioprotetores intracelulares,

para remocdo dos mesmos.

2.3.2 Vitrificagdo

Tem se destacado como um método de escolha para criopreservacdo de tecido ovariano, por
permitir menores danos celulares em comparacdo ao congelamento lento, (ROCHA et al., 2018),
por ser uma alternativa pratica de criopreservacdo para a reproducdo de animais de producédo
(TRIANA, 2012).

Esta técnica consiste na utilizacdo de altas concentracbes de agentes crioprotetores, ha uma
brusca reducdo da temperatura, promovida pela imersdo direta em nitrogénio liquido, o que a torna
uma técnica de alta praticidade e menos oneroso (ALI; SHELTON,1993). Em virtude da queda

abrupta da temperatura, promove a passagem direta do meio de um estado liquido para um estado
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amorfo, sem a formag&o de cristais de gelo (GONCALVES et al., 2008). Entretanto, expde as células
a altas concentragdes de crioprotetores, que podem levar a lesdes nas células por choques osmoticos
ou efeitos toxicos (LUNA et al., 2011; ROCHA et al., 2018).

Diversas técnicas de vitrificacdo tém sido pesquisadas com o intuito de evitar as crioinjurias,
reduzindo a quantidade de solucéo de vitrificacdo, diminuindo o tempo de reducéo da temperatura,
e consequentemente reduzindo os danos celulares, porém ambos proporcionam contato direto com
0 crioprotetor, que pode resultar na intoxicacdo (ZHO et al., 2010). A vitrificacdo pode ser realizada
por meio de inumeros métodos, os quais englobam aqueles que permitem ou ndo contato direto da
célula ou tecido com o Nitrogénio liqguido (CARVALHO et al., 2011).

Nesse sentido diversos métodos de vitrificacdo foram desenvolvidos, tais como: técnica de
cryoloop que utiliza uma alca de metal presa a um aro de nylon preenchido com solugdo de
vitrificacdo e este é armazenado dentro de criotubos; vitrificagdo em espatula onde o tecido fica em
gota de solucdo de vitrificagdo sob uma extremidade plana; método de superficie sélida de
vitrificacdo, em que o tecido e a solucéo de vitrificacdo fica sobre um superficies de metal pré-
resfriada, em cima do nitrogénio liquido e posterior emergida no mesmo em criotubos; técnica de
vitrificacdo convencional que utilizam palhetas francesas, onde s@o preenchidas com a solucdo de
vitrificacdo e o tecido a ser vitrificado (CARVALHO et al., 2011); e vitrificacao por cobertura direta,
que consiste no tecido dentro de um criotubos ou macrotubo e recoberto pelo nitrogénio liquido,
que se caracteriza por apresentar brusca reducdo da temperatura em relagéo as demais técnicas (ZHO
et al., 2010; ROCHA, 2017).

2.4 Agentes Crioprotetores (ACP)

Independentemente do método de criopreservacao utilizado, hd a necessidade do uso de
solutos chamados de agentes crioprotetores, que consistem em moléculas com funcdo protetora.
Estas substancias reduzem o ponto de solidificacdo da solu¢do em 2 a 3°C, o que € benéfico para
célula ou tecido por aumentar o tempo de desidratacdo, diminuindo a formacédo de cristais de gelo
durante o processo de criopreservacao (SEIDEL et al., 1989).

Os agentes crioprotetores sdo introduzidos com o intuito de aumentar a viscosidade da
solucdo, buscando um maior equilibrio osmotico entre as solucbes e a célula, evitando danos
celulares com & formacdo de cristais de gelo e estresse osmotico. Estas substancias podem ser
divididas em agentes crioprotetores intracelulares ou penetrantes e agentes crioprotetores
extracelulares ou ndo penetrantes (DALCIN; LUCCI, 2010).
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Os crioprotetores intracelulares sdo solventes organicos de baixo peso molecular que
possuem a capacidade de permear a membrana celular e substituir parcialmente a agua presente em
seu interior, através da formacdo de pontes de hidrogénio com moléculas de &gua livre, reduzindo a
temperatura de congelacdo, impedindo a formagdo de cristais intracelulares que podem vim a
danificar sua estrutura (DALCIN; LUCCI, 2010).

Entre os crioprotetores intracelulares destacam-se o dimetilsulfoxido (DMSO), etilenoglicol
(EG) e propanodiol por apresentarem uma capacidade de penetracdo superior ao do glicerol e baixa
toxidade (CASTRO et al.,, 2011; JARK et al., 2016).

Igualmente necessario, ha os crioprotetores extracelulares, que sdo moléculas grandes, de
alto peso molecular, que atuam interagindo com moléculas de agua livre da solucdo influenciando
a desidratacéo celular por efeitos osmético, e desempenham o papel de remover inicialmente a agua
intracelular (VAJTA; NGY, 2006).

Os agentes crioprotetores extracelulares sdo os agucares como sacarose, glicose, galactose,
trealose, estes recobrem a superficie da célula e estabilizam sua membrana, protegendo-a dos danos
causados pelo congelamento (GONCALVES et al., 2001). A sacarose € o crioprotetor mais utilizado
por exercer um efeito osmatico significativo, por isso tem sido amplamente utilizado nos processos
de criopreservacéo e descongelamento de embrides (MONTE, 2015).

As duas categorias de agentes crioprotetores podem ser utilizadas em associacdo ou
separadas em diversos protocolos de criopreservacdo. No entanto, alguns problemas na acdo dos
crioprotetores sdo relatados, em decorréncia principalmente do seu potencial toxico que estas
substancias apresentam, que limitam as concentracdes a serem utilizadas, reduzindo sua eficacia
(AGUIAR, 2015). Ademais, os metabdlitos resultantes da degradacdo dos crioprotetores pelas
células também podem ser tOxicos para as mesmas, sendo este outro fator importante a ser

considerado no processo de criopreservacdo (CASTRO et al., 2011).

2.5 Antioxidantes Naturais

Devido a crescente atencdo dada aos estudos de doencas degenerativas como doencas
cardiovaculares, diabetes, cancer, dentre outras, estudos tém se concentrado em encontrar
antioxidades naturais, que venham a ajudar no tratamento de tais patologias. Dentre 0s antioxidantes
naturais mais estudados, o resveratrol tém sido explorado com profundidade nos ultimos anos
(GAMMBINI et al., 2015).
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Os antioxidantes sdo frequentemente adicionados aos alimentos para evitar as reagoes em
cadeia de radicais da oxidac¢do. Eles atuam inibindo a etapa de iniciacdo e propagacdo do processo
de oxidacgdo levando ao término da reagdo (GULCIN, 2010).

Os antioxidantes podem atuar na célula por intermédio de sistema enziméatico e ndo
enzimatico. (1) enzimaticos sdo 0s primeiros sistemas a agir nas espécies reativas de oxigénio
(EROs) (AGARWAL et al., 2005). Este sistema é composto por superdxido dismutase (SOD),
glutationa redutase (GSH-Rd), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT) (RIBEIRO et al.,
2005). (2) sistema ndo enzimatico inclui compostos hidrofilicos e lipofilicos, como &cido ascorbico,
a-tocoferol, zinco, selénio, carotenoides e resveratrol que reduzem reacdes em cadeia e as lesdes
induzidas pelas EROs (RUDER et al., 2008).

Odcitos e embrides no sistema de cultivo in vitro sdo vulneraveis ao estresse oxidativo.
Assim, muitos estudos visam reduzir o estresse oxidativo durante essa biotécnica, através de
tratamentos com substancias antioxidantes, com o objetivo de elucidar caracteristicas reprodutivas
e celulares relacionadas a maturacdo de oocitos e desenvolvimento de embrides. Nesse sentido, a
determinag@o dos niveis de Glutationa (GSH) intracelular e de EROs tem sido utilizada como
indicador para avaliar a maturidade citoplasmatica de oocitos de mamiferos (KWAK; HYM, 2012).

A GSH intracelular tem sido indicada como um marcador molecular da maturidade oocitaria
em suinos. No entanto, baixas concentracfes de GSH intracelular esta associada a uma menor
competéncia do desenvolvimento de odcitos em suinos (BRAD et al., 2003). Em bovinos, a GSH
intracelular também tem sido associado a aumento da tolerancia a criopreservacdao (EDWARDS et
al., 2001).

O alto nivel de EROs pode danificar as membranas celulares, DNA, transcricdo de RNA,
sintese de proteinas e ainda desempenhar papel no apoptose celular. Estes efeitos danosos das EROs
sobre as células sdo supostos causadores de defeitos durante a maturacdo embrionaria e
consequentemente morte precoce (KWAK; HYM, 2012).

Nessa ldgica, altas concentracdes intracelulares de GSH e baixas niveis de EROs em odcitos e
embrides maturados in vitro podem melhorar a viabilidade destes e contribuindo para essas
biotécnicas.

Como forma de melhorar a competéncia oocitaria e embrionaria em processos de
criopreservacao, lanca-se médo do uso de sustancias com acdo antioxidantes, as quais sdo substancias
capazes de converter as EROs em moléculas de agua, com o intuito de prevencao da superoxidacédo
(LUZ et al., 2011).
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2.6 Resveratrol

O resveratrol € um polifenol natural sintetizado por plantas. E uma fitoalexina ativada sob
condicOes de estresse, como radiagdo ultravioleta e infeccdo por fungos, configurando sua
capacidade de inibir o progresso de certas infecceds, por acdo protetora contra agressdes nessas
plantas. E naturalmente encontrada em cascas de frutos como amendoim, uva e amoras (GULCIN,
2010; GAMBINI et al., 2015).

Os polifendis representam um vasto grupo de compostos com anel aromatico, caracterizado
pela presenca de um ou mais grupos hidroxila com vérias estruturas complexas. O resveratrol
apresenta varios efeitos benéficos a saide humana, atuando contra doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, cancer, diabetes, além de exibir acdo anti-inflamatéria e estar envolvida em
processos de envelhecimento celular (VOLOSHYNA et al., 2012).

Esse composto natural apresenta duas formas quimicas de isdmeros a trans-resveratrol (trans-
3, 5, 4’ trihidroxiestibeno) e cis-resveratrol (cis-3, 5, 4’trihidroxiestibeno) (Figura 2) (SAUTHER et
al., 2005), a forma isomérica trans-resveratrol ¢ a forma mais predominante e estavel, a qual é
convertida na presenca de luz em cis-resveratrol. Estes compostos sdo capazes de penetrar
passivamente as membranas celulares ou de interagir com os receptores de membranas (FILIP et
al., 2003; GULCIN, 2010; GAMBINI, et al., 2015).

OH
Trans-resveratrol Cis-resveratrol

Figura 2. Estruturas quimicas de trans-resveratrol e cis-resveratrol.
Fonte: GAMBINI et al., 2015.

O resveratrol atua no controle de espécies reativas de oxigénio por acdo direta e pela indugéo
na expressdo de genes antioxidante, se destacando por ativar vias relacionadas a ativacdo
mitocondrial a partir do gene SIRT-1, gene dependente de NAD*, um dos principais reguladores da
biogénese mitocondrial (WANG et al., 2013), que podem estar presentes nas células da granulosa,
odcitos e blastocistos em ovarios humanos. Mas seu papel fisiologico no ovario ainda ndo esta

totalmente elucidado (MORITA et al., 2012), reforcando uma relagdo do resveratrol na



27

sintese de GSH, acredita-se que o antioxidante natural auxilia no aumento das suas concentracdes
intracelulares em odcitos (SILVA, 2015).

Em decorréncia das suas caracteristicas fisicas e quimicas o resveratrol possue a capacidade
de atravessar as membranas celulares passivamente, interagindo com receptores de membrana,
configurando sua acdo direta como antioxidante. Desta forma pode interagir com moléculas
extracelular e intracelulares, assim o0 mecanismo de acdo pode ser desencadeado quer ativando vias
de sinalizacdo ao ligar a célula receptora de membrana, ativando mecanismos intracelulares ou
mesmo desenvolvendo seus efeitos dentro do nicleo (GAMMBINI, et al., 2015).

No campo da reprodugdo, Gammbini et al. (2015) relataram que o resveratrol demonstra
propriedades fitoestrogénicas. Ele é capaz de ligar-se aos receptores alfa e beta estrogénio (ER-a e
ER-pB) com afinidades semelhantes, por apresentar estrutura quimica semelhante ao 17-8- estradiol,
modulando talves a producéo de hormdnios reprodutivos.

O resveratrol na maturacéo in vitro (MIV) e fertilizacdo in vitro (FIV) de odcitos suinos tem
demonstrado efeitos beneficos, na concentracao de 2 pM reduziu os niveis de EROs e aumentou a
concentracdo de GSH em odcitos maduros (KWAK et al., 2012). Em ovinos o resveratrol foi
associado ao aumento da motilidade dos espermatozoOides e reduzir defeitos acrossomais
promovidos durante os processos de criopreservacdo (SARLOS., 2002).

Em bovinos, nas concentracGes de 20 a 40uM na MIV reduziu siguinificativamente a
porcentagem de odcitos que atingiram estagios avancados na maturacdo (PARK et al., 2012). Foi
relatado por Kwak; Hym (2012) que as conentrc¢des altas de resveratrol (> 25 M) no meio de cultivo
promoveram efeitos toxicos para embrides bovinos em desenvolvimento. Portanto altas
concentrades superiores a 10 UM do resveratrol tem efeito prejucial a odcitos bovinos.

No entanto, Kwak; Hym (2012) relataram que a suplementacdo de resveratrol na MIV e
na criopreservacao de sémen é vantajoso, reduzindo niveis de EROs e aumentando as concentracdes
de GSH. J4 em bovinos, foram observados efeitos positivos contra degeneracdo folicular durante
processos de vitrificacdo (ROCHA et al., 2018).

2.7 Técnicas de Analise de Tecido Ovariano Apos a Vitrificacdo

2.7.1 Microscopia de Luz
E uma técnica que permite a caracterizacdo do ovario pela avaliacio da morfologia
citoplasmatica e nuclear, incluindo todas estruturas foliculares, células da granulosa, teca e odcito,

bem como o estroma do ovario (LUZ et al., 2016).
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Considerada uma técnica de baixo custo, pouca demanda de infraestrutura, facilidade e
rapidez na execucdo e padronizacao nas repeticdes fez com que a histologia seja uma das técnicas
mais utilizadas na caracterizacdo morfoldgica dos ovérios e suas estruturas (LUZ et al., 2016).
Permite classificar os foliculos através da mudanca na morfologia das células da granulosa de
pavimentosa para cubica, além de analisar a integridade morfoldgica dos o6citos e das células da
granulosa (MATOS et al., 2007).

No que diz respeito a avaliacdo pos-vitrificacdo, imediatamente depois do reaquecimento €
pouco precisa, pois algumas alterages das organelas podem vir a se manifestar apenas algumas
horas depois do descongelamento. No entanto, permite identificar sinais avangados de atresia, como
picnose nuclear, danos citoplasméaticos como retracdo citoplasmatica, ruptura das células da
granulosa e danos a membrana basal (FAUSTINO et al., 2011). Porém, a mesma ndo permite a
avaliacdo da integridade de organelas citoplasméatica (MATOS et al., 2007).

2.7.2 Microscopia eletronica de Transmisséo (MET)

O microscopio eletronico de transmissao (MET) funciona como um microscopio de fotonico,
de luz. O seu emprego é extremamente difundido em estudos com materiais biolégicos, por permitir
uma boa definicdo de imagens intracelulares, avaliando de forma mais clara a morfologia celular e
aspectos gerais de organelas (GROSS, et al., 2014).

A microscopia eletrénica € uma técnica utilizada para avaliar organelas celulares e das
mudancas ultraestruturais, que podem vim aparecer durante os processos de degeneracdo celular,
como atresia folicular, ocorridas pelos processos de criopreservacdo e reaquecimento, se mostrando
um meétodo mais eficiente do que a microscopia de luz (MATOS et al., 2007).

A MET e eficiente em avaliar os foliculos ovarianos logo apds o processo de
descongelamento do tecido ovariano, por detectar alteracdes subitas nas organelas, como o aumento
de volume das mitocondrias (GORDEN, 2000).

Segundo Eppig, (1977), avaliacdes consideradas morfologicamente normais em microscopia
de luz em foliculos de camundongos pds-cultivo in vitro, foram avaliadas em microscopia eletrénica
de transmissdo e apresentaram sinais de degeneracdo citoplasmatica no oocito e nas células da
granulosa. Matos et al. (2007) utilizaram a técnica de MET para confirmar a integridade

ultraestrutural de foliculos pré-antrais caprinos apés sete dias de cultivo in vitro.
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2.7.3 Fixadores

No que se refere a rotina de avaliagdo histologica do ovario, os fixadores mais adequados,
para que se obtenha uma boa observagdo morfoldgica do tecido ovariano e de suas células ainda nao
foram totalmente estabelecidos. (SANTOS et al., 2012).

Dentre os principais objetivos da fixacdo, estdo a inibicdo da autélise tecidual, preservacao
dos véarios componentes celulares e tissulares, e ainda melhorar a diferenciacdo 6ptica dos tecidos,
e ndo menos importante facilitando posteriormente a coloragdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Para uma boa conduta de fixacdo alguns fatores devem ser considerados em relacdo aos
diferentes fixadores que podem ser utilizados, como a velocidade de penetracdo nos diferentes
tecidos, caracteristicas fisico-quimicas da molécula do fixador, concentracdo, temperatura de
fixacdo e a textura do 6rgao a ser fixado. O formaldeido por exemplo penetra de 5 a 10vezes mais
rapidamente de qualquer um dos outros fixadores (GROSS, 2014).

Segundo Santos et al. (2012), o correto processamento e fixa¢ao do tecido € muito importante
a fim de evitar erros de interpretacdo quando forem realizadas as avaliagcdes do tecido ovariano,
como por exemplo considerar como degeneracao folicular devido ao processo fisiologico de atresia
folicular um ovario que apresente sinais de degeneracdo promovidos devido a ma fixacéo do tecido.

Diversos fixadores tém sido empregados na preservacédo de tecidos, como acetona, metanol,
Bouin, formalina a 10%, periodatolisina, paraformaldeido, glutaraldeido, acetona-metil, benzoato
exileno e EDTA. Para microscopia de luz a formalina 10% ¢ o fixador mais utilizado, e para
microscopia eletronica o mais utilizado é o glutaraldeido em solucdo de 2 a 6 %
(BAUMGARTINER et al., 1988; FOX et al., 1985)

Dentre os fixadores demonstrados, para protocolos de histologia de tecido ovarino, foi
relatado bons resultados na conservacdo da morfologia folicular o uso de paraformaldeido a 4%
(SILVA et al., 2004). No entanto, Santos et al. (2012) demonstraram resultados significativos frente
a fixacdo de foliculos pré-antrais bovinos através dos fixadores Carnoy e Bouin, considerando-o0s
potenciais fixadores em conservacdo morfoldgica de foliculos pré-antrais em ovarios bovinos por
24 horas.

2.7.4. Corantes
Os corantes mais comumente utilizados nas coloragdes para histologia ovariana e oocitaria
sdo hematoxilina e a eosina, por ser considerada coloracdo universal em histologia. A hematoxilina

cora em azul ou violeta o nucleo das células e outras estruturas acidas como porcdes
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do citoplasma ricas em RNA. Ja a eosina, cora citoplasma e o coldgeno em cor-de-rosa
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O tricrémico de Malloy é o método de coloracéo referéncia para a visualizacdo do tecido
conjuntivo em secces histoldgicas, possibilitando em particular a observagéo de colageno, reticulo,
cartilagem, 0ssos e amiloides. Esta técnica emprega fucsina &cida, azul anilina e laranja G, corando
em azul a fibra de colageno, matriz extracelular e 0ssos; ja citoplasma, ncleos e masculo coram em
diferentes tons de vermelho, e fibras elasticas e glébulos vermelhos sdo corados em amarelo
(ELSIVIER ESPANA, 2014).
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4 JUSTIFICATIVA

A partir do que foi exposto na reviséo de literatura sobre os danos promovidos a células e
tecidos germinativos pelos processos de criopreservacdo, admite-se hipoteticamente que o
resveratol seja um antioxidante que atue nos foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovarianos de
novilhas pré-puberes e adultas, desempenhando além do se efeito antioxidantivo , acdo como agente
crioprotetor mantendo a integridade de membrana plasmatica dos foliculos pré-antrais permitindo a
preservacao morfoldgica e a viabilidade celular apds reaquecimento.

O resveratol é um antioxidade de grande aplicabilidade nos processos de criopreservagao
celular, possui acdo intracelular e extracelular. No entanto ndo ha relatos ainda da sua utilizacdo na
vitrificacdo de tecidos ovarianos de novilhas pré-puberes como um potencial agente crioprotetor.

Tendo em vista que as novilhas pré-puberes sdo animais que ainda ndo entraram em sua
atividade ciclica e apresentam um grande potencial reprodutivo por possuirem uma maior
quantidade de foliculos primordiais em seus ovarios, faz-se necessario 0 uso de técnicas que venham
permitir a exploracdo do potencial reprodutivo destas fémeas, tais como a vitrificacao.

Ainda, o estudo nessa faixa etaria € importante em auxiliar na elucidacéo de caracteristicas
fisiologicas acerca dos oocitos dessa espécie, a fim de padronizar protocolos de solugdes
crioprotetoras eficientes, a serem utilizadas nos procedimentos de vitrificagdo em vacas adultas, que
comercialmente tem em maior nimero, além de possuirem maiores dificuldades em relacdo a
criopreservacdo dos seus gametas.

Nesse sentido, com base nas hipoteses, acredita-se que o resveratol seja um antioxidante que
atue nos foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovarianos de novilhas pré-puberes e adultas,
desempenhando seu efeito antioxidante e crioprotetor sobre a preservacdo morfoldgica e a

viabilidade celular.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Analisar o efeito da associacdo do antioxidante resveratrol a sacarose na vitrificagdo de
tecido ovariano de novilhas pré-puberes e vacas adultas sobre a morfologia e viabilidade de foliculos

pré-antrais.

5.2 Especifico

Analisar a associacdo ou ndo do resveratrol a sacarose na vitrificagdo/reaquecimento de
tecido ovariano de novilhas pré-puberes e vacas adultas, por meio de avaliacdo por microscopia de
luz e transmisséo.

Analisar a morfologia de foliculos pre-antrais de fémeas bovina pre-puberes e adultas frente

a vitrificacdo/reaquecimento através da avaliagdo por microscopia de luz.
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CAPITULO 11
ASPECTOS MORFOLOGICOS DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS
INCLUSOS EM TECIDO OVARIANO BOVINO VITRIFICADO COM
RESVERATROL ASSOCIADO A SACAROSE
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RESUMO

Aspectos Morfoldgicos de Foliculos Pré-Antrais Inclusos em Tecido Ovarianos Bovinos
Vitrificadas Com Resveratrol

Os protocolos de vitrificacdo de tecido ovariano bovino ainda séo limitados. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da associagdo do antioxidante resveratrol a sacarose na vitrificagdo de
tecido ovariano de novilhas pré-puberes e vacas adultas sobre a morfologia e viabilidade foliculos
pré-antrais. Foram utilizados 10 ovarios de novilhas pré-puberes e 10 ovérios de vacas adultas, estes
foram fragmentados e distribuidos aos tratamentos: controle (Co), toxicidade (T) e vitrificacdo (V),
os tratamentos de toxicidade e vitrificagdo submetidos as seguintes solucdes de vitrificagdo: Solugédo
base de vitrificagdo (SBV) com sacarose 0,25M (VS), SBV com resveratrol 10 uM (VR) e SBV
com sacarose e resveratrol (VS+R) nas mesmas concentracfes. Os foliculos pré-antrais foram
quantificados e classificados de acordo com a morfologia em normais e degenerados. Os percentuais
médios entre os foliculos normais e degenerados né@o diferiram (p>0,05) nos seguintes percentuais
normais 65,51% e degenerados 34,49 %. E nos diferentes tratamentos de toxicidade e vitrificagéo e
em relacdo aos grupos adultas e pré-puberes ndo houve diferenca (p>0,05). Ja os foliculos
secundarios diferiram (p<0,05) no grupo controle quando comparados as demais classes foliculares
primordiais e primarios, ainda estes se apresentaram em menor propor¢éo nos diferentes tratamentos
de vitrificagdo em ambos os grupos de fémeas bovinas. Os fragmentos de tecido ovariano
vitrificados apresentaram resultados semelhantes ao controle fresco. Pode-se concluir que
antioxidante natural resveratrol quando a sacarose contribuiu para a preservacao morfolégica de
foliculos pré-antrais de novilhas pré-puberes e vacas adultas quando submetidas ao processo de
vitrificacdo e reaquecimento.

Palavras-chaves: Antioxidade Natural. Criopreservacao. Integridade folicular.
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ABSTRACT

Morphological Aspects of Pre-Antral Follicles Included in Bovine Ovarian Tissue vitrification
With Resveratrol

Vitrification protocols for bovine ovarian tissue are still limited. The aim of this work was to
evaluate the effect of the association of the antioxidant resveratrol with sucrose on the vitrification
of ovarian tissue of pre-puberty heifers and adult cows on the morphology and viability of preantral
follicles. Ten ovaries of pre-pubescent heifers and ten ovaries of adult cows were used, these were
fragmented and distributed to the treatments: control (Co), toxicity (T) and vitrification (V), the
toxicity and vitrification treatments submitted to the following solutions of vitrification:
Vitrification base solution (SBV) with 0.25M sucrose (VS), SBV with 10 uM resveratrol (VR) and
SBV with sucrose and resveratrol (VS + R) in the same concentrations. The preantral follicles were
quantified and classified according to morphology into normal and degenerate. The average
percentages between normal and degenerate follicles did not differ (p> 0.05) in the following normal
percentages 65.51% and degenerate 34.49%. And in the different toxicity and vitrification
treatments and in relation to the adult and pre-pubertal groups there was no difference (p> 0.05).
The secondary follicles differed (p<0.05) in the control group when compared to the other
primordial and primary follicular classes, even though these were presented in a smaller proportion
in the different vitrification treatments in both groups of bovine females. The vitrified ovarian tissue
fragments showed similar results to the fresh control. It can be concluded that natural antioxidant
resveratrol when combined with sucrose contributed to the morphological preservation of pre-antral
follicles of pre-puberty heifers and adult cows when subjected to the process of vitrification and
reheating.

Keywords: Natural antioxity. Cryopreservation. Follicular integrity.



45

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a criobiologia tem conquistado grande destaque na medicina reprodutiva
animal por permitir a conservagdo das caracteristicas celulares, genéticas e bioquimicas, garantindo
a perpetuacdo de animais de alto valor genético e de interesse comercial e/ou ameacados de extincéo,
quanto na reproducdo humana seja através da criopreservacdo de embrides, gametas masculinos e
femininos e mais recentemente utilizando a criopreservacao de tecido ovariano (CASTRO et al.,
2011; ROLO, 2012).

No que se refere a producdo bovina, a utilizacdo de biotécnicas como criopreservacao de
células germinativas e 0 uso de substancias antioxidantes nos meios de congelamento tem apresentado
potencial em garantir a eficiéncia reprodutiva de rebanhos comerciais e de alto valor zootécnico
(TRIANA, 2012; ZIMENEZ, 2016; ROCHA et al., 2018). Haja vista que a lucratividade da atividade
pecuéria depende em grande parte pela eficiéncia reprodutiva dos seus rebanhos, principalmente
quando se tratando das fémeas (LEITE et al., 2011).

A criopreservacdo é uma técnica que tém como principio basico manter atraves de baixas
temperaturas, o metabolismo celular em estado de quiescéncia, retardando a atividade enzimatica e o
metabolismo de respiracdo celular, permitindo o armazenamento e a preservacdo de materiais
biologicos por periodos indeterminados em nitrogénio liquido (-196°C) (GORDON, 1994;
GORRICHO, 2018). Os principais métodos de criopreservacdo sdao o método convencional ou
congelacdo lenta e vitrificagdo (MONTE, 2015).

A congelacdo lenta é 0 método convencional de criopreservacdo, no qual sdo utilizadas baixas
concentracdes de crioprotetores e a curva de congelacao é controlada por um congelador programéavel,
havendo a desidratacdo da célula ou tecido pela reducdo gradual da temperatura. No entanto, possui
a desvantagem de formar cristais de gelo intracelulares (VAJTA; NAGY, 2006).

A vitrificacdo € um método que consiste em uma brusca reducdo da temperatura e substituicao
da agua intracelular pelo crioprotetor, de forma a alcancar rapidamente o estado vitreo, transformando
os fluidos do estado liquido diretamente para um sélido amorfo sem a formacéo de cristais de gelo
intracelulares. Para que esta transicdo ocorra, é necessaria alta concentracdo de agente crioprotetor
(DALCIN; LUCCI, 2010; RODRIGUES et al., 2014).

A técnica de criopreservacao por vitrificacdo € um método substituto ao convencional, por
permitir imersdo direta em nitrogénio liquido sem a formacéo de cristais de gelo, tornando-se uma
técnica menos onerosa e de maior praticidade do que a congelacdo lenta (ALI; SHELTON, 1993).

Independente do método de criopreservagdo utilizado ha a necessidade do uso de solutos

chamados de agentes crioprotetores, que consistem em moléculas com fungéo protetora, estas



46

substancias reduzem o ponto de solidificacdo da solu¢do em até 2 a 3°C, o que é benéfico para célula
ou tecido por aumentar o tempo de desidratacdo, diminuindo a formacéo de cristais de gelo (SEIDEL
et al., 1989).

Segundo Gambini et al. (2015), o resveratol € um antioxidade natural de grande aplicabilidade
nos processos de criopreservacdo celular, por possuir acdo intracelular e extracelular, se
caracterizando como um potencial agente crioprotetor, além de atuar no controle de espécies reativas
de oxigénio durante os processos de descongelamento, quando hé a reintroducgéo de oxigénio.

Dados na literatura (FAUSTINO 2011; RODRIGES et al., 2016; GORRICHO, 2018)
demonstraram que 0 processo de criopreservacdo em bovinos ainda encontram alguns obstéaculos,
principalmente quando se tratando de criopreservagdo de o6citos, sejam inclusos ou isolados dos
foliculos ovarianos, acreditam-se que isso se deva alteracbes morfoldgicas e funcionais durante o
processo de congelamento, danos esses causados talvez devido ao alto conteudo lipidico no
citoplasma dos oocitos dessa especie e pela formacgéo de espécies reativas de oxigénio.

Nesse sentido, estudos sobre protocolos de vitrificacdo de tecido ovariano bovinos nas
diferentes faixas etarias assume um importante papel para elucidar caracteristicas fisioldgicas acerca
dos odcitos dessa espécie, bem como padronizar protocolos de solucdes crioprotetoras, tornando-o0s
mais eficientes a serem utilizados nos procedimentos de vitrificacao.

Acredita-se que o resveratol seja um antioxidante que atue nos foliculos pré-antrais inclusos
em tecido ovarianos de novilhas pré-puberes e adultas, desempenhando seu efeito antioxidante sobre
a preservacdo morfoldgica e a viabilidade celular.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da associacdo ou nao
do antioxidante resveratrol a sacarose na vitrificacdo de tecido ovariano de novilhas pré-puberes e

vacas adultas sobre a morfologia e viabilidade de foliculos pré-antrais.
2 METODOLOGIA
2.1 Local do Experimento e Consideracdes Etica
O Trabalho experimental foi desenvolvido e executado no Laboratério de Reproducédo
Animal (LARA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal do

Tocantins (EMVZ/UFT), e o processamento histoldgico foi desenvolvido no Laboratorio de

Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais da EMVZ/UFT, ap6s submissao e
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aprovacio ao Comité de FEtica de Uso Animal (CEUA/UFT) sob processo de No
23.101.008727/2018-30.

2.2 Coleta de Ovarios

Os ovarios (n=10) de novilhas da raca Nelore pré-puberes com idade entre 14-23 meses e
(n=10) de vacas adultas com idade igual e/ou superior a 24 meses, coletados aleatoriamente nas
linhas de abate em frigorifico local de Araguaina-TO. Apds a coleta, os ovarios foram transportados
em solucéo fisioldgica 0,9% de NaCl a uma temperatura de 4°C até o LARA/UFT/EMVZ. No
laboratorio, 0s ovarios passaram por 3 sucessivas lavagens em alcool 70% por 10 segundos, e
posteriormente mais uma lavagem com solucdo salina 0,9% de NaCl. O tempo entre a coleta dos
ovarios e 0 processamento ndo ultrapassou trés horas de acordo com a recomendacdo por ROCHA
(2017).

2.3 Processamento das amostras

Os ovarios foram seccionados ao meio para a fragmentacdo do cortex ovariano, originando
oito fragmentos de aproximadamente 9mm3 (3 mm x 3mm x 1mm) os quais foram distribuidos para
0s seguintes tratamentos: Controle (Co); para testes de Toxicidade (T); (TO) Toxicidade zero/
apenas com solucdo base de vitrificacdo (SBV), (TS) Toxicidade com SV mais Sacarose, (TR)
Toxicidade com SBV mais resveratrol, (TS+R) Toxicidade com SBV e Sacarose mais Resveratrol;
(VS) Vitrificacdo com SBV e Sacarose; e para Vitrificacdo (V) (VS) Vitrificacdo com SBV e
Sacarose, (VR) Vitrificacdo com SBV e Resveratrol, (VS+R) Vitrificacdo com SBV e Sacarose mais
Resveratrol, conforme demonstracdo Figura 1.

Os fragmentos do grupo controle, toxicidade e vitrificacdo (pds-descongelamento) foram
novamente seccionados ao meio e distribuidos em duas formas de fixacdo em paraformaldeido 4%
(59/100%; Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) por trés horas e em seguida fixadas em alcool 70% para
analise de microscopia de luz; e em paraformaldeido 2% + glutaraldeido 2,5% (500 mg/100%;

Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) para analise em microscopia eletrénica de transmissao.
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OVARIO

FRAGMENTOS OVARIANOS (N<8)

ﬁ
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Figura 1. Desenho experimental. Demonstrando a fragmentacéo e divisdo dos grupos por tratamentos em: (Co)
Controle; (TO) Toxicidade zero/ apenas com solucdo base de vitrificacdo (SBV), (TS) Toxicidade com SV mais
Sacarose, (TR) Toxicidade com SBV mais resveratrol, (TS+R) Toxicidade com SBV e Sacarose mais
Resveratrol; (VS) Vitrificacdo com SBV e Sacarose, (VR) Vitrificagdo com SBV e Resveratrol, (VS+R)
Vitrificacdo com SBV e Sacarose mais Resveratrol. Fonte; Composicao do autor.

2.4 Exposicéo

Com intuito de verificar o possivel efeito toxico dos crioprotetores utilizados nos tratamentos
de vitrificacdo, os quatro fragmentos destinados a exposi¢do grupo de toxidade foram imersos em
diferentes solucGes de vitrificacdo: (TO) com Solucdo Base de Vitrificacdo (SBV) composta por
TCM-199, BSA, DMSO e EG; (TS) com SBV mais 0,25 M de Sacarose; (TR) SBV mais 10 M de
Resveratrol e (TS+R) com SBV mais 0,25 M de Sacarose e 10 M de Resveratrol, por cinco minutos
e em seguida seccionados ao meio e distribuidos conforme o procedimento de fixacdo ja descrito
anteriormente (CARVALHO et al., 2014) (Figura 2).
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Toxicidade (T)

TO TS TR TS+R

Figura 2. Representagdo esquematica da exposi¢do dos fragmentos ovarianos aos diferentes testes de toxicidade:
Toxicidade zero (T0), Toxicidade com Sacarose (TS), Toxicidade com Resveratrol (TR) e Toxicidade Sacarose
mais Resveratrol, (TS+R) em exposic¢do por 5 minutos. Fonte: Composic¢do do autor.

2.5 Vitrificacéo

Os trés fragmentos de tecido ovarianos destinados a vitrificacdo foram incialmente imersos
em Solucdo Base de Vitrificagdo (SBV) composta de Meio 199 (500 mL; Sigma-Aldrich Brasil
Ltda.) suplementado com 10 mg/mL de Albumina Sérica Bovina (BSA) (10 mg; Sigma-Aldrich
Brasil Ltda.), 10% de Etileno glicol (EG) (500 mL; Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) e 10% de
Dimetilsulfoxido (DMSO) (500 mL; Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) adicionados aos tratamentos de
vitrificagdo com e sem Sacarose e Resveratrol por um periodo de equilibrio de cinco minutos, em
temperatura ambiente (27°C) (ROCHA, 2017).

Os diferentes tratamentos de vitrificacdo consistiram de: Vitrificagdo com 0,25M Sacarose
(500 mg/99,5%; Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) (VS), Vitrificagdo com 10 uM Resveratrol (20 mg;
Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) (VR) e Vitrificagdo com Sacarose e Resveratrol (VS+R) nas mesmas
concentracgdes, estas adicionadas as solucdes base de vitrificacdo (SBV) (TAKEO et al., 2014).

Em seguida, os fragmentos ovarianos foram colocados em criotubos contendo 1,8 mL de
Solucéo de vitrificacdo de acordo com cada tratamento e imediatamente mergulhados em nitrogénio

liquido, armazenadas em botijées criogénicos & (-196°C) pdr uma semana.

Vitrificagéo (V)

5min/ 27°C 5min/ 27°C

SBV+S SBV+R SBV+S +R

Figura 3. Representagdo esquematica do procedimento de vitrificagdo dos fragmentos ovarianos de novilhas
pré-puberes e vacas adultas submetidas aos seguintes tratamentos: Vitrificagdo com Sacarose (VS), Vitrificagdo
com Resveratrol (VR) e Vitrificagdo com Sacarose mais Resveratrol, (TS+R) em equilibrio por 5 minutos. Fonte:
Composic¢do do autor.
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2.6 Aguecimento

Uma semana ap0s vitrificacdo, os criotubos contendo os fragmentos ovarianos foram
retirados do botijdo criogénico e os fragmentos foram expostas a temperatura ambiente (25°C) por
30 segundos e em seguida imersos em banho-maria a 37°C 1 minuto seguindo recomendagéo por
Carvalho et al. (2014).

Os crioprotetores foram removidos dos fragmentos ovarianos em duas solucgdes de lavagem,
a primeira coma SBV adicionadas as concentra¢cdes de 25M de Sacarose e/ou 10 uM de Resveratrol,
a segunda apenas com a SBV, por cinco minutos de acordo com cada tratamento de vitrificacéo,
como descrito na Figura 4.

12 Solucdo de Lavagem 22 Solucéo de Lavagem

SV + 0,25 M Sacarose @ SBV

Aquecimento % SV+ 10 uM Resveratrol @ SBV

SV+0,25 M Sacarose +
10 uM Resveratrol @ SBV

Figura 4. Representacdo esquematica demonstrando a remocéo dos crioprotetores dos fragmentos de tecido ovariano
de novilhas pré-puberes e vacas adultas submetidas a diferentes tratamentos de vitrificacdo em duas solugdes de
lavagens contendo: solucbes base de vitrificagdo adicionadas de Sacarose; Resveratrol e Sacarose mais Resveratrol
(18 Lavagem) e Solucdo Basica de Vitrificagdo (22 Lavagem) por 5 minutos em cada tratamento. Fonte: Composicdo
do autor.

2.6 Analises Pos-Vitrificacéo

2.5.1 Microscopia de Luz
Para avaliacdo da morfologia folicular, os fragmentos dos tecidos ovarianos foram
submetidos a histologia classica, em que se realizou o seguinte protocolo: foram fixados em
paraformaldeido a 4% e em alcool 70%, encaminhados posteriormente a desidratagdo seriada com

a utilizacdo de etanol nas concentracfes de 70%, 80%, 90% e 100%, esta Ultima constituida de
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duas etapas alcool absoluto I e Il, passando uma hora em cada concentracdo. Apds processo de
desidratacdo, os fragmentos ovarianos passaram por processo de clarificacdo e diafanizacdo em
solucéo de xilol absoluto em duas baterias por 1,5 horas cada (SILVA, 2018).

Finalizando o processamento do tecido ovariano, os fragmentos foram imersos em parafina
liquida | (pura) por 2 horas e parafina liquida 1l por mais 2 horas, ambas com temperatura
aproximada de 55° a 65°C, para em seguida inclusdo em parafina dos tecidos e em para realizacdo
dos cortes histologicos em micrétomo, e seccionados serialmente em espaco de 10 giros a Sum de
espessura (ALVES et al., 2015; SILVA, 2018).

As laminas foram submetidas a coloracdo com hematoxilina/eosina (HE) e tricrémico de
Malloy, e foram analisadas utilizando microscopia de luz (ICC50 HD) em magnificacdo de 400

vezes. As imagens foram capturadas pelo Leica Software Imaging, Wetzlar, Alemanha.

2.7 Analise Estatistica

Os dados das variaveis avaliadas foram submetidos aos testes de normalidade mediante o
Shapiro-Wilk. A porcentagem de foliculos normais e degenerados nos grupos experimentais adulta e
novilhas pré-puberes foram analisados pelo teste de Qui-quadrado.

As variaveis que nao passaram pelo teste de normalidade, foram submetidos ao teste de
Kruskall-Wallis, considerando (p<0,05) para determinacdo de diferencas significativas entre os
tratamentos. As analises foram realizadas com o auxilio do programa estatistico InfoStat Statistical
Software (INFOSTAT, 2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSAO

Foi avaliado por microscopia de luz um total de 2.610 foliculos pré-antrais inclusos em
tecido ovariano, resultantes de 80 fragmentos do cortex ovariano de fémeas bovinas pré-puberes
(n=10) e adultas (n=10).

Deste total de foliculos pré-antrais 1.710 (65,51%) encontraram-se morfologicamente
normais, e 900 (34,49%) degenerados, nos dois grupos experimentais de forma geral, ndo
apresentando diferenca (p>0,05) entre as categorias de fémeas bovinas (Tabela 1).

O principal entrave durante o processo de vitrificacdo de o6citos pré-antrais relaciona-se ao
movimento de &gua e do agente crioprotetor intra ou extracelular que podem levar a uma serie de
danos as células em consequéncia principalmente pelos cristais de gelo intracelulares (JIMENEZ et
al., 2016).Com o intuito de reduzir esses efeitos negativos, protocolos de vitrificagdo que promovam
menos danos tem sido pesquisado, como o presente estudo que avalia a associa¢cdo ou ndo do
antioxidante natural resveratrol a sacarose na vitrificacdo de foliculos pré-antrais de novilhas pre-
puberes e vacas adultas.

A classificacdo morfologica dos foliculos pré-antrais em normais e degenerados foram
determinadas segundo Rodgers e Irving-Rodgers (2010), considerando foliculos normais os que
apresentassem 00citos e nucleos preservados, circundados por células da granulosa organizadas em
uma ou mais camadas e degenerados aqueles com citoplasma de odcitos retraidos ou desorganizados
com células da granulosa separadas da membrana basal e o6citos apresentado nucleo picnético.
Quanto a quantificacao e classificacdo de acordo com a fase de desenvolvimento dos foliculos pré-

antrais em primordiais, primarios e secundarios segundo a classificacdo Figueiredo et al. (1993).

Tabela 1 — Morfologia ovariana de foliculos pré-antrais de fémeas bovinas pré-puberes e adultas,
normal (%) e degenerado (%) apos diferentes tratamentos de vitrificacéo.

Qualitativa % Normal (n=1710) Degenerado (n=900)
Adulta 23,912 22,612
Pré-pubere 41,617 11,882
Total 65,512 34,492

Letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferiram (p>0,05) com base no teste Qui-quadrado. Fonte:
Composi¢do do autor.
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No tocante aos tratamentos de toxicidade (Tabela 2), os resultados demonstram que o0s
crioprotetores utilizados ndo apresentaram efeito toxico ao tecido ovariano no tempo e nas
concentragdes utilizadas (p>0,05), sugerindo que o tratamento contendo o antioxidante resveratrol
provavelmente promova menores efeitos toxicos sobre os foliculos pré-antrais de fémeas adultas e

pré-puberes, ja que os foliculos mantiveram sua morfologia normal.

Tabela 2 — Percentual médio (+ DP) de foliculos ovarianos pré-antrais normais de fémeas bovinas
adultas e novilhas Pré-puberes apos serem submetidos a diferentes tratamentos: Controle (Co),
toxicidade (TO, TS, TR, TS+R).

Tratamentos Adulta (%) Pré-pubere (%)
Co 18,29 £+ 8,13 % 17,13+6,91°
TO 6,14 £5,33° 18,00 + 18,81%
TS 4,42 +3,64° 13,75+8,08°
TR 3,28+3,14° 11,13 +11,83%
TS+R 3,28+3,09° 9,75+10,22°

Letras iguais nas colunas ndo diferiram (p>0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis entre categorias de fémeas; (Co) =
Controle; (TO) = Toxicidade zero/ apenas com solugdo de vitrificacdo (SV), (TS) = Toxicidade com SV mais Sacarose,
(TR) = Toxicidade com SV mais resveratrol, (TS+R) = Toxicidade com SV e Sacarose mais Resveratrol. Fonte:
Composicao do autor

Dentre os métodos de criopreservacdo ja estudados todos sdo dependentes do uso de solutos
organicos conhecidos como agentes crioprotetores, estes consistem em moléculas com fungéo de
proteger as células durante o processo de criopreservagdo, substituindo a agua intracelular e
estabilizado as membranas, séo classificados como intracelulares e extracelulares, tendo o EG,
DMSO, Propanodiol e Sacarose respectivamente (SEIDEL et al., 1989; LEIBO, 2008).

Os agentes crioprotetores tem o objetivo de proteger as células e tecidos dos danos causados
pelos processos de criopreservacdo, tais lesdes parecem estar potencializadas no gameta feminino,
devido ao odcito ser uma célula muito volumosa consequentemente possuir grande quantidade de
agua o que facilita a formacao de cristais de gelo (GONCALVES et al., 2008; CASTRO, 2011
SPRICIGO, 2016).

Dentre os crioprotetores citados acima Rumpf et al. (2004) relatam que o0 menos toxico € o
EG, seguindo pelo glicerol e propilenoglicol. Ressalva que periodo de exposicdo é uma etapa da
vitrificacdo muito importante, pois esta é fortemente influenciada pela concentracdo dos
crioprotetores, tempo de exposicdo e a temperatura utilizada. Neste estudo foram utilizados 10%

dos crioprotetores intracelulares EG e DMSO na SVB em associacdo ou ndo a sacarose €
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resveratrol na solucdo e em ambos os tratamentos ndo houve sinais de toxicidade sobre o tecido
ovariano bovino.

O que torna este estudo de extrema importancia em definir protocolo de vitrificagdo de
bovinos mais eficientes e com menor acdo toxica aos tecidos e células. Pois Silva (2004) relata a
importancia da realizacdo de testes de toxicidade das solugdes de vitrificagdo, tornando-o primeiro
passo para utilizacdo de uma solucdo crioprotetora segura que forneca maior viabilidade as células
e/ou tecidos.

Além da contribuicdo do estudo em padronizar protocolos de vitrificacdo eficientes, ha
também o uso alternativo de outras substancias como antioxidante resveratrol atuando como agente
crioprotetor, garantindo a viabilidade celular mesmo p6s reaquecimento celular. Haja vista que 0s
protocolos atuais de vitrificacdo de tecido ovariano bovino ndo se mostraram eficiente até o presente
momento.

Na tabela 3 e nas figuras 5, 6, 7 e 8, os diferentes tratamentos de vitrificacdo (VS, VR, VS+R)
e 0 controle pode-se observar que ndo houve diferenga (p>0,05) entre 0os mesmos, resultados
similares aos obtidos por Jimenez et al. (2016), que ndo observaram diferenca significativa na
maioria dos tratamentos de vitrificacdo utilizando o antioxidante Alfa-tocoferol, em foliculos pré-
antrais bovinos.

O grupo vitrificado apenas com SBV adicionada aos crioprotetores intracelulares DMSO e
EG e ao antioxidante resveratrol apresentou média de foliculos normais consideravel em relacao aos
demais tratamentos associados ao crioprotetor extracelular sacarose, sugerindo que o antioxidante
natural possa ter agdo como um crioprotetor, ainda que ndo tenha tido diferenca estatistica neste

estudo.

Tabela 3 — Percentual médio (x DP) de foliculos ovarianos pré-antrais normais de fémeas bovinas
adultas e novilhas Pré-puberes apos serem submetidos a diferentes tratamentos: Controle (Co) e
vitrificacdo (VS, VR, VS+R).

Tratamentos Adulta Pré-pubere
Co 18,29 +8,13 % 17,13+6,91°
VS 13,57 +18,6° 17,00+7,89%
VR 21,71 £14,95°% 30,50 + 26,38 2
VS+R 18,43 +11,70° 18,50 £5,20 ¢

Letras iguais nas colunas ndo diferiram (p>0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis entre categorias de fémeas; (Co) =
Controle; (VS) = Vitrificacdo com SV e Sacarose, (VR) Vitrificacdo com SV e Resveratrol, (VS+R) = Vitrificacdo com
SV e Sacarose mais Resveratrol. Fonte: Composi¢do do autor
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Figura 5. Representacdo histoldgica coloragdo em HE de foliculos primordial, primério e secundérios
morfologicamente normais (Circulo em traco) e degenerados (seta) envoltos em fragmentos ovarianos de vacas
adultas submetidos a vitrificagdo com ou sem resveratrol. (A, B, C) Controle; (D, E, F) fragmentos ovarianos
vitrificados com sacarose (VS); e (G, H, 1) fragmentos ovarianos vitrificados com resveratrol (VR); (J, K, L)
fragmentos ovarianos vitrificados com associacdo de sacarose e resveratrol (VS+R), escala barra 20pum. Fonte:
Composicdo do autor.
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Foliculo Primordial Foliculo Primario Foliculo Secundario
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Figura 6. Representacdo histologica coloracdo em tricromico de Mallory de foliculos primordial, primério
morfologicamente normais (Setas) envoltos em fragmentos ovarianos de vacas adultas submetidos a vitrificacdo
associado ou ndo ao resveratrol. (A, B, C) Controle; (D, E, F) fragmentos ovarianos vitrificados com sacarose (VS);
e (G, H, 1) fragmentos ovarianos vitrificados com resveratrol (VR); (J, K, L) fragmentos ovarianos vitrificados com
associacdo de sacarose e resveratrol (VS+R), escala barra 20pm. Fonte: Composicéo do autor.
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Folicule Primordial Foliculo Primario

primério e secundario
morfologicamente normais (Circulo em trago) e degenerados (seta) envoltos em fragmentos ovarianos de novilhas
pré-puberes submetidos a vitrificagdo associado ou ndo ao resveratrol. (A, B, C) Controle; (D, E, F) fragmentos

ovarianos vitrificados com sacarose (VS); e (G, H, 1) fragmentos ovarianos vitrificados com resveratrol (VR); (J, K,
L) fragmentos ovarianos vitrificados com associagéio de sacarose e resveratrol (VS+R), escala barra 20um. Fonte:

Composi¢do do autor.




Foliculo Primordial Foliculo Primério Foliculo Secundario

Figura 8. Representacdo histolégica coloragdo em tricrdmico de Mallory de foliculos primordial, primério e
secundario morfologicamente normais (setas) envoltos em fragmentos ovarianos de novilhas pré-puberes
submetidos a vitrificacdo associado ou ndo ao resveratrol. (A, B, C) Controle; (D, E, F) fragmentos ovarianos
vitrificados com sacarose (VS); e (G, H, 1) fragmentos ovarianos vitrificados com resveratrol (VR); (J, K, L)
fragmentos ovarianos vitrificados com associacdo de sacarose e resveratrol (VS+R), escala barra 20um. Fonte:
Composi¢do do autor.
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Segundo Gambini et al. (2015), a estrutura quimica do resveratrol apresenta baixa
solubilidade em agua, afetando sua absorcdo. Ainda segundo 0s mesmos autores, a associacao do
resveratrol a solventes organicos, como etanol, pode aumentar sua solubilidade nos tecidos. Neste
estudo houve a associagédo do resveratrol ao DMSO, um solvente orgénico que se caracteriza como
um carreador de substancias para o meio intracelular sugere que o resveratrol possa ter tido alguma
acdo crioprotetora intracelular conjunta.

Este trabalho surge como pioneiro utilizando o antioxidante natural resveratrol avaliando seu
efeito antioxidante e crioprotetor em foliculos pré-antrais de vacas pré-puberes e adultas, resultados
similares aos encontrados por Rocha et al. (2018), que avaliaram a associacdo de agentes
crioprotetores intracelulares DMSO e EG com o antioxidante resveratrol, constatando que houve a
preservacao da morfologia apos os processos de vitrificacdo/reaquecimento de foliculos pré-antrais
ovarianos de fetos bovinos.

De acordo com a necessidade de aumentar a produtividade dos rebanhos nacionais e a
conservacédo da diversidade genética, o uso de biotécnicas eficientes como a vitrificagcdo capazes de
acelerar a multiplicacédo e possibilitar o armazenamento de gametas femininos com menores custos
€ importante para o sucesso da atividade pecuarista. Tendo em vista que o potencial reprodutivo das
fémeas nos rebanhos bovinos na sua maior totalidade é desperdicado.

Neste estudo, os fragmentos vitrificados com SBV adicionados a sacarose apresentaram
percentual médio de foliculos morfologicamente normais, semelhante ao controle. Ainda avaliando
a associacdo da sacarose ao antioxidante resveratrol nos processos de vitrificagcdo, mostram uma
protecdo sobre os foliculos pré-antrais de novilhas pré-puberes e adultas, apresentando-se normais.
A Sacarose é um crioprotetor extracelular consolidado e um dos mais utilizados na a criopreservacéao
de gametas masculinos e femininos, por exercer um efeito osmotico significativo (GONCALVES
et al., 2008; BORGES et al., 2009).

O resveratrol é um antioxidante natural que pode ser utilizado em alternativa a sacarose em
protocolos de vitrificacdo, devido as suas caracteristicas estruturais e composi¢do quimica, que
permitem alta permeabilidade aos tecidos interagindo com receptores de membrana desempenhando
acdo direta como antioxidante (GAMBINI ET AL., 2015). Além de poder atuar como um
crioprotetor intra e extracelular, diminuido o uso de agentes crioprotetores na solucdo de
vitrificacdo, reduzindo assim 0s riscos com acao toxica.

Observou-se através da microscopia de luz que os fragmentos ovarianos vitrificados
apresentaram morfologia normal de foliculos pré-antrais, semelhante ao controle fixado
imediatamente pds-fragmentacdo, demostrando que a vitrificagdo de tecido ovariano é uma técnica

de criopreservagdo importante por garantir a viabilidade celular mesmo p6s-descongelagéo,
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apresentando qualidade morfolégica similar ao observado em ovério fresco, independente da faixa
etaria da fémea (Figura 5, 6, 7 e 8).

InGmeros trabalhos tém mostrado a utilizacdo do método de vitrificagdo para a
criopreservacdo de tecido ovariano em diferentes espécies de animais domésticos: bovino
(JIMENEZ, 2010); caprinos (SANTOS et al., 2007); suinos (MONIRUZZAMAN et al., 2005);
caninos (ISHIJIMA et al., 2006) e camundongos (DELA PENA et al., 2002). No entanto, na maioria
dos trabalhos, a viabilidade folicular pés-descongelacdo ainda permanece inferior a observada no
tecido fresco, limitando o sucesso dessa técnica em tecido ovariano.

Segundo Spricigo (2016) as lesdes promovidas pelo processo de vitrificacdo aos odcitos
bovinos sdo na sua maioria severos e irreversiveis e que essa baixa eficiéncia da se deva pelas
préprias caracteristicas do odcitos desta espécie, como tamanho celular, quantidade de agua no
citoplasma, composicdo da membrana e a grande reserva de acidos graxos que prejudicam o
processo de congelagdo. Isto demonstra a importancia deste estudo, o qual contribui
significativamente na elaboracdo de protocolos de vitrificagdo de tecidos ovarianos mais eficientes
em bovinos.

Para Vajta et al. (1998) e Triana (2012), a vitrificacdo € uma alternativa pratica a ser utilizada
na reproducéo de animais de producéo, devido a simplicidade na execucao, rentabilidade econémica
e velocidade do procedimento de preservacéo.

Segundo Tatone et al. (2010), durante a descongelacdo do tecido ocorre a reintroducgéo do
oxigénio no momento do reaquecimento celular, havendo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), e a retomada das reacfes de oxidacdo e reducdo, destacando a importancia do
aumento das defesas antioxidantes apds a descongelacdo dos fragmentos vitrificados. Carvalho et
al. (2014) demonstraram que a adicdo de antioxidantes como o resveratrol em qualquer estagio da
vitrificacdo/reaguecimento de fragmentos de tecido ovarianos pode prevenir a producéo de espécies
reativas de oxigénio promovidas pela criopreservacao.

Observou-se quantidade relevante de foliculos pré-antrais na faixa etaria de novilhas pré-
puberes, o que pode ser justificado pela ndo ocorréncia ainda de eventos fisioldégicos que suportam
0s mecanismos enddcrinos, sofrendo menor influéncia hormonal logo sem picos ovulatorios e morte
celular por processo natural de atresia (DAY; ANDERSON, 1998; FREITAS, 2015).

Segundo Shaw et al. (2000) os foliculos pré-antrais sdo foliculos menos diferenciados
consequentemente mais resistentes as crioinjarias. Nesse sentido as fémeas bovinas pré-puberes que
ainda ndo entraram em sua atividade ciclica, apresentam um grande potencial reprodutivo por
possuir um namero significativo de foliculos pré-antrais em seus ovarios que por sua vez sao mais

resistentes aos danos promovidos pelo processo de criopreservacdo, em comparacao a vacas
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adultas, tendo em vista que as novilhas ainda ndo ovularam e ndo perderam foliculos pelo
processo natural de atresia (DAY ; ANDERSON, 1998; GONCALVES et al., 2001).

Neste estudo foi possivel observar que as categorias mais jovens apresentaram melhores
resultados frente a vitrificacdo do que as categorias mais tardias. No entanto, as vacas adultas
possuem uma maior propensao a danos causados pela criopreservagdo, devido as suas caracteristicas
senis, mas a associacao dos crioprotetores intracelulares e extracelulares ao antioxidante resveratrol
contribuiu para a protecdo dos foliculos também nessa classe de fémeas, sugerindo que o uso do
antioxidante resveratrol contribui para a vitrificacdo de o6citos pré-antrais nas duas categorias de
fémeas bovinas (Tabela 3).

Segundo Shaw et al. (2000) e Luna (2011) odcitos imaturos presentes em foliculos pré-
antrais inclusos em tecido ovariano, principalmente primordiais s&o mais resistentes ao processo de
vitrificagdo/reaguecimento em comparacdo a o00citos maduros, por apresentarem um menor
tamanho do odcito, esté fase celular de préfase I, com poucas organelas e auséncia de zona pelicida
e granulos corticais, permitindo talvez uma maior permeabilidade aos agentes crioprotetores e
reduzindo a formacéo dos radicais livres.

Acredita-se que o bom resultado obtido no presente estudo quanto a manutencdo da
morfologia dos foliculos pre-antrais se deva ao uso do TCM-199 na composicdo da solugcdo base
(Sigma-Aldrich Brasil Ltda). De modo geral, como descrito por Monte, (2015) os crioprotetores séo
diluidos em solucéo salina tamponada (PBS) ou, com menor frequéncia em meios ricos, como o
TCM-199, que vai de acordo com o utilizado como constituinte do meio base neste estudo.

Rocha et al. (2018) concluiram que o resveratrol beneficiou a preservacao de foliculos pré-
antrais de fetos bovinos, que sdo menos diferenciados, durante o processo de vitrificacédo,
evidenciando efeito positivo sobre a viabilidade mesmo apds reaquecimento. O efeito benéfico do
resveratrol também foi observado por Santos et al. (2012) na criopreservacao da célula espermatica
de ovinos, no qual o tratamento com resveratrol aumentou a motilidade dos espermatozoides e
reduziu os defeitos acrossomais apds reaquecimento na criopreservacdo de sémen.

Na tabela 4 pode-se constatar que os foliculos primordiais foram os que apresentaram maior
proporcao de foliculos pré-antrais normais no grupo controle e nos demais tratamentos de
vitrificacdo. No entanto os foliculos secundéarios (p<0,05) no grupo controle, quando comparados
as demais classes foliculares primordiais e primarios se apresentaram em menor proporcao em

ambos o0s grupos de fémeas bovinas.
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Tabela 4. Porcentual médio (xDP) de foliculos morfologicamente normais das diferentes classes
foliculares em ovarios de Fémeas bovinas pré-puberes e adultas apds serem submetidos a diferentes
tratamentos de vitrificacao.

Adulta Pré-puberes

Trat.
Primordial  Primario Secundario Primordial Primario Secundario
Co 7,3£3,0%  8,8+6,2®  2,1+1,0%¢ 8,8+4,3  6,6+4,1®  1,6+1,3%C
VS 8,1+105®  33450% 2,1+3,7% 7,0£3,9%  7,646,2% 2,3+1,5%
VR  11,6#8,9®®  6,7459® 3,443,1%  17,6+18,8% 10,2+#10,5®  2,6+2,8%®
VS+R  9,6459% 6,044 2,8+1,9% 9,5+48,1®  5546,1% 3,545,222

As letras iguais na mesma coluna ndo diferiram, e as letras diferentes na mesma linha diferiram (p<0,05) com base no
teste Kruskal-Wallis. Fonte: Composic¢do do autor.

Foi observado também maior nimero de foliculos pré-antrais normais nos diferentes
tratamentos de vitrificacdo, principalmente no grupo de vacas adultas, reafirmando que foliculos
menos diferenciados s&o mais resistentes aos danos celulares provocados pela vitrificagdo, assim
como demonstrou Vajta et al. (1998). Como o esperado o numero de foliculos morfologicamente
degenerado foi maior na classe de fémeas adultas, devido as suas caracteristicas senis e por ja terem
passado por sucessivos picos ovulatorios.

Este estudo mostrou que a adigdo de 10 uM de resveratrol ao meio de vitrificacdo
proporcionou uma boa protecdo de foliculos pré-antrais aos danos provocados pela vitrificacéo,
como mostrado nas figuras 2, 3, 4 e 5. Wang et al. (2013) também obtiveram excelentes resultados
na maturacao de oocitos bovinos, com uso de resveratrol nas concentra¢fes 0,1 — 1 ¢ 10 uM no meio
de maturacéo.

Outras concentragdes do resveratrol também foram utilizadas em procedimentos de
maturacao in vitro (MIV) e fertilizacdo in vitro (FIV) em diferentes espécies. Kwak e Hym, (2012)
demonstraram que 2 uM de resveratrol apresentou efeitos positivos na maturagdo de odcitos e no
desenvolvimento embrionario de suinos. J4 em bovinos o tratamento com 20 uM e 40 uM durante
a MIV reduziu significativamente a porcentagem de o0citos que atingiram estagios avancados na
maturacdo dos mesmos. Estes resultados corraboram as afirmacdes de Park et al. (2012) que
afirmaram que concentragdes > 20 pM podem ter um efeito prejudicial na maturacao de oocitos.

Os resultados deste trabalho aos obtidos por Jimenez et al. (2016) e por Rocha et al. (2018),
que ressaltam a importancia se realizar mais estudos utilizando resveratrol e/ou outras substancias
antioxidantes sobre a vitrificacdo de foliculos pré-antrais bovinos, principalmente de novilhas pré-

puberes, necessitando de mais pesquisas sobre seus efeitos para consolidar sua acéo
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com um agente crioprotetor, visando contribuir para uma maior exploracdo do potencial

reprodutivo destas fémeas.

4 CONCLUSAO

O antioxidante natural resveratrol quando associado sacarose contribuiu para a preservagéo
morfoldgica de foliculos pré-antrais de novilhas pré-puberes e vacas adultas quando submetidas ao

processo de vitrificacdo e reaquecimento.
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