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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi testar a viabilidade de utilizagao das técnicas de
cultivo in vitro, cultivo em membrana corioalantoica de embrides de galinha (CAM) e
autotransplante heterotdpico para avaliagdo da do tecido ovariano de gatas. Na
primeira etapa, foi comparado o cultivo de tecido ovariano fresco de gatas in vitro e
em CAM para determinar se estes métodos seriam adequados para avaliar a eficacia
da criopreservagao de tecido ovariano. Para isso, ovarios de 8 gatas foram cortados
em cubos de 3 mm?3, cultivados in vitro e em CAM por até 5 dias. A porcentagem de
foliculos primordiais na popula¢do de foliculos morfologicamente normais (FMN) foi
sempre maior que 80%, com excecdo do dia 3 de cultivo em CAM. Nao foi observado
proliferacdo celular ao longo do cultivo. Adicionalmente, ambos os métodos
mostraram um aumento do tecido conjuntivo a cada dia que o tecido permaneceu em
cultivo. Foi observado vascularizacdo durante o cultivo em CAM, porém sem
associagao com a viabilidade folicular. Nenhum dos sistemas foi capaz de promover
crescimento e/ou desenvolvimento folicular. O autotransplante heterotépico ja se
mostrou eficiente em tecido ovariano fresco de gatas, por isso, na segunda etapa do
experimento, este método foi utilizado para avaliar o protocolo de criopreservacdo de
tecido ovariano felino. Quatro gatas foram submetidas a ovariohisterectomia e os
ovarios foram cortados e criopreservados. Apdés uma semana, foram
autotransplantados para o tecido subcutaneo da regido dorsal do pescoco e retirados
apos 7, 14, 28, 49 e 63 dias. A porcentagem de foliculos morfologicamente normais
primordiais e em crescimento nas amostras de tecido fresco (Grupo Controle) foram
de 87,8% e 96,7%, respectivamente, e imediatamente apds o descongelamento
(Controle Crio) de 73,7% e 100%, respectivamente, e ndo foram significativamente
diferentes entre si. Foliculos em crescimento quase ndo foram vistos apds o
transplante. Nenhum FMN foi encontrado a partir de 49 dias de transplante. Nos
fragmentos de Controle e Controle Crio, a maioria dos foliculos (primordiais e em
crescimento) apresentavam proliferacdo das células da granulosa. Dois foliculos
antrais foram encontrados aos 28 dias em uma das gatas e se mostraram vivos e
proliferativos. Houve um aumento das fibras coldgenas a partir dos 7 dias de

transplante. A vascularizacdo do tecido foi observada apds 7 dias de transplante, e
18



vasos sanguineos calibrosos foram facilmente observados nos dias 49 e 63 apds
transplante. Houve uma grande perda folicular apds o transplante de tecido ovariano
de gatas previamente criopreservado. Em conclusao, o cultivo em CAM ndo parece
promissor para tecido ovariano de felinos, mas o cultivo in vitro pode ser otimizado
para melhor desenvolvimento dos foliculos ovarianos de gatas e para avaliagao do
tecido apods criopreservagdo. Os transplantes permanecem como a alternativa mais
vidvel para avaliar a criopreservacdo. No entanto, o presente estudo mostrou que a
sobrevivéncia folicular apds criopreservacdo e transplante foi muito baixa,
provavelmente devido a juncdo das injurias causadas pela criopreservacdo com os
danos provocados pelo periodo de isquemia-reperfusdo do tecido nos primeiros dias
de transplante. Desta forma, as técnicas de transplante e de criopreservacdao também
devem ser otimizadas.

Palavras-chave: Reproducdo assistida; felinos; ovario; foliculos ovarianos;

viabilidade folicular.
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ABSTRACT

The aim of this study was to test the viability of in vitro culture (IVC), culture in
the chorioallantoic membrane of chick embryos (CAM) and heterotopic
autotransplantation techniques for evaluation of cat ovarian tissue. In the first stage,
we compared the culture of fresh cat ovarian tissue in vitro and in CAM to determine
if those methods would be suitable to evaluate the efficacy of cryopreservation of
ovarian tissue. For this, ovaries from 8 queens were cut in 3 mm? cubes, and cultured
in vitro and in CAM for up to 5 days. The percentage of primordial follicles in the
population of morphologically normal follicles (MNF) was always higher than 80%,
with the exception of day 3 in the CAM. Cellular proliferation was not observed in
culture. Additionally, both methods showed an increase in connective tissue during
culture. Vascularization was observed during culture in CAM, however, there was no
association with follicular viability. None of the systems were capable of promoting
follicular growth and/or development. Heterotopic autotransplantation has already
been demonstrated to be effective for fresh cat ovarian tissue, thus, in the second
stage of this study, this method was used to evaluate ovarian tissue cryopreservation.
Four queens were subjected to ovariohysterectomy and the ovaries were cut and
cryopreserved. After one week, they were thawed and autografted to the
subcutaneous tissue of the dorsal neck region and removed after 7, 14, 28, 49 and 63
days. The percentage of primordial and growing MNF in fresh tissue samples (Control)
were 87.8% and 96.7%, respectively, and immediately after thawing (Cryo Control)
were 73.7% and 96.7%, respectively, and they were not significantly different.
Growing follicles were hardly seen after grafting. No MNF were found after 49 days of
transplantation. In Control and Cryo Control fragments, most of the follicles
(primordial and growing) presented granulosa cell proliferation. Two antral follicles
were found on day 28 post-transplantation in one of the queens and they were alive
and proliferative. There was an increase in connective fibers from day 7 of
transplantation on. Vascularization of the tissue was observed after 7 days of grafting
and calibrous blood vessels were easily observed in days 49 and 63 post-grafting.
There was a great follicular loss after cryopreserved ovarian tissue transplantation. In

conclusion, culture in CAM does not seem promising for cat ovarian tissue, but IVC
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may be optimized for better cat follicle development and evaluation of the tissue after
cryopreservation. Transplantation remains the most viable alternative to evaluate
cryopreservation. However, this study showed that follicular survival after
cryopreservation and grafting was low, probably due to the combination of injuries
caused by cryopreservation with the damages caused by ischemia-reperfusion period
in the early days of the tissue transplant. Thus, the techniques of cryopreservation and
transplantation must also be optimized.

Keywords: Assisted reproduction; felids; ovary; ovarian follicles; follicular

viability.

21



INTRODUCAO

A biotecnologia reprodutiva tem se desenvolvido amplamente, tanto para
espécies de importancia econdmica quanto para a conservacdo da biodiversidade
animal. A habilidade de usar gametas frescos e criopreservados para tecnologias
reprodutivas é particularmente importante por permitir que a linha genética de
qualquer animal possa ser utilizada, independentemente de tempo e espaco
(Jewgenow e Paris, 2006). Quase todos os felideos estdo presentes na Lista Vermelha
da IUCN para espécies ameacadas de extin¢do (lucn, 2014). O gato doméstico é um
excelente modelo para estudos reprodutivos visando os felideos selvagens devido a
sua proximidade filogenética (Swanson, 2003).

Os estudos reprodutivos tém investido cada vez mais no desenvolvimento de
foliculos pré-antrais. Seu tamanho relativamente pequeno e estado indiferenciado
dificultam o cultivo, pois requerem periodos extensos de crescimento in vitro para
adquirirem competéncia. Por outro lado, estas mesmas caracteristicas sdo fatores
ideais para a criopreservacdo dos foliculos ovarianos (Santos et al., 2010). Além disso,
eles representam 90-95% da populagao folicular, o que os torna excelentes candidatos
a0 uso para criopreservacdao com a finalidade de formar bancos genéticos para a
preservacao de animais geneticamente melhorados e espécies ameacadas de
extin¢do (Picton et al., 2008).

A criopreservagao de tecido ovariano visando o melhor aproveitamento de
ovdcitos inclusos em foliculos pré-antrais é uma alternativa promissora e tem sido
estudada em diversas espécies (Ambrosini et al., 2006; Santos et al., 2010; Jewgenow
etal., 2011). No entanto, o desenvolvimento de protocolos de criopreservacdo precisa
do respaldo de testes de viabilidade, para certificar que os gametas permanecem
vidveis e poderdo ser utilizados no futuro para a producdo de embrides. Formas de
avaliar tecido ovariano ap6s criopreservacdo incluem o cultivo in vitro (Hasegawa et
al., 2006; Isachenko et al.,, 2006; Wiedemann et al., 2013) e em membrana
corioalantoica (CAM) de embriGes de galinha (Isachenko et al., 2012; Isachenko et al.,
2013), bem como os transplantes (Donnez e Dolmans, 2014; Jensen et al., 2015). O
sucesso dessas técnicas combinadas podera favorecer os programas de reproducao

visando a conservagao das espécies ameacadas de extingao.
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REVISAO DE LITERATURA

OOGENESE E FOLICULOGENESE

Os ovarios de mamiferos sdo responsaveis pela producdo de estrégeno e
progesterona e pela gametogénese. Sua superficie é coberta por um epitélio
pavimentoso ou cubico simples, o epitélio germinativo. Abaixo dele, encontra-se a
tunica albuginea, uma camada de tecido conjuntivo denso, e abaixo desta localiza-se
a camada cortical, onde se encontram os foliculos ovarianos, unidades funcionais do
ovario, em meio a tecido conjuntivo. Na maioria dos mamiferos, a parte mais interna
do ovario é a regido medular, que contém tecido conjuntivo frouxo com muitos vasos

sanguineos (Figura 1) (Junqueira e Carneiro, 2004).

Tunica Foliculos
Epitélio albuginea primordiais
geminativo

Arérias

Foliculo
pré-ovulatdrio

Regiao
madular

Foliculos em
crescimento

Figura 1: Desenho esquemdtico de um ovdrio com seus principais componentes
(Junqueira e Carneiro, 2004).

Na maioria dos mamiferos, a oogénese e a formagado dos foliculos ovarianos
ocorrem no periodo fetal das fémeas. Na cadela, na gata e na coelha, este processo

se inicia na segunda ou terceira semana do desenvolvimento fetal (Bristol-Gould e
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Woodruff, 2006). A ovogénese se inicia com a migracdo de células do saco vitelinico
embrionario para a gonada em formagao. As células sofrem vdrias divisdes mitoticas
e depois iniciam a meiose, transformando-se em ovdcitos (Soto-Suazo, 2005). Apds as
divisbes mitdticas, células epiteliais dos corddes sexuais enviam processos
citoplasmaticos entre as ovogonias, separando-as por uma camada de células
pavimentosas (chamadas de células da pré-granulosa). Uma lamina basal é depositada
na superficie dessas células e isola os foliculos primordiais recém-formados do
estroma ovariano. Quando a ontogénese do ovario esta completa, os foliculos sdao
incorporados em uma matriz de fibroblastos, coldgeno e elastina, e localizados no
cortex ovariano (Aerts e Bols, 2010).

Estes foliculos desempenham uma fungdo exdcrina, responsavel pelo
desenvolvimento dos ovdcitos, e uma enddcrina, a producado de hormdnios esteroides
(Hafez e Hafez, 2004). Eles colaboram com o desenvolvimento do ovécito que, com
sinalizacdo apropriada, sera ovulado e, talvez, fertilizado. No ovdrio, os foliculos estdo
presentes em diversas fases de desenvolvimento, sendo denominados pré-antrais
(primordiais, primarios e secunddrios) e antrais. Sua populacdo ndo é renovavel e
fornece os gametas para toda a vida reprodutiva do animal. Eles estao caracterizados
a seguir (Erickson, 1966; Byskov e Lintern-Moore, 1973; Picton, 2001; Bristol-Gould e
Woodruff, 2006) e ilustrados na Figura 2:

* Foliculos primordiais: sdo os menores foliculos e possuem uma
camada de células pré-granulosa, pavimentosas, circundando o ovdcito.

* Foliculos primarios: quando os foliculos primordiais sofrem ativacdo e
as células pavimentosas da pré-granulosa passam a ser cuboidais, agora sendo
chamadas de células da granulosa, este foliculo passa a ser denominado primario.

* Foliculos secundarios: variam em tamanho por possuirem multiplas
camadas de células da granulosa. Nesses foliculos, também é visivel uma camada de
células da teca externamente a membrana basal. Essas células sdo responsaveis pela
producao dos hormoénios andrdgenos, que serdo convertidos em estrégenos pelas
células da granulosa. A zona pellucida, uma espessa camada de glicoproteinas
responsdvel pela ligacdo espécie-especifica do espermatozoide, também é visivel

nesses foliculos (Figura 3).
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* Foliculos antrais: eles podem ter diametro variado, mas seu tamanho
aumenta quando ha a formacdo de um antro cheio de fluido. Os maiores foliculos
antrais sao chamados de pré-ovulatdrios; eles possuem camadas de células da
granulosa murais (ao redor do foliculo) e do cumulus (ao redor do ovdcito), muitas

camadas de células da teca e um grande antro.

L)

Primordial Primario Secundario Terciarios Pré-ovulatério
\ H J
|| | |
Pré-antrais Antrais

Figura 2: Os estdgios de desenvolvimento de foliculos ovarianos [adaptado de Telfer e
Zelinski (2013)].

Figura 3: Estrutura de um foliculo secunddrio (Marilia, 2013).

Os foliculos pré-antrais representam 90 a 95% de toda a populagdo folicular e
estdo presentes em animais de todas as idades, independentemente da fase do ciclo
estral. Deles, apenas 0,1% chega a ovulagao e muitos sofrerdo atresia .

A Tabela 1 descreve os parametros morfométricos de foliculos pré-antrais de

gatas:
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Tabela 1: DiGmetro de foliculos pré-antrais e ovocitos de gatas (Carrijo et al., 2010).

: - Nucl 5Ci
Tipo Foliculo (pm) Ovécito (um) ucleo do ovdcito

(um)
Primordial 28,3+9,1 23,1+7,2 12,3+3,7
Primario 41,0+ 7,6 30,1+4,7 15,6 £ 2,3
Secundario 74,6 + 20,3 40,8+ 13,4 18,6 £ 4,1

Os foliculos pré-antrais se desenvolvem independentemente de
gonadotropinas, ou seja, a fémea possui em seu ovario foliculos primordiais, primarios
e secunddrios desde seu nascimento. A partir da maturidade sexual e do
amadurecimento do eixo hipotalamo-hipdéfise-gbnada (HHG), esses foliculos passam
a ser recrutados para o crescimento e desenvolvimento final. A maioria dos foliculos
recrutados sofre atresia, e alguns continuam seu crescimento para o estagio pré-
ovulatério. Desses, poucos ou, dependendo da espécie, apenas um foliculo, serdo
selecionados, tornando-se dominantes. Este processo é regulado pelo eixo HHG: a
partir da liberacdo do Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) pelo
hipotalamo, a adenohipéfise libera o Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e o
Hormonio Luteinizante (LH), que atuam no processo de recrutamento, selecdo e
dominancia dos foliculos ovarianos. O FSH estimula o crescimento e o
desenvolvimento dos foliculos, enquanto o LH promove, juntamente com o FSH, a
maturacdo dos foliculos e posterior ruptura de sua parede para que ocorra a ovulacao
(Hafez e Hafez, 2004). Os foliculos, por sua vez, produzem 17-B-estradiol, que
promove alteracdes no comportamento da fémea para que ela permita a monta, e
prepara o organismo para a ovulacdo. Mais de 99% dos foliculos ovarianos sofre
atresia folicular e apenas um pequeno nimero deles se torna competente e chega a
ovulacdo (Guilbault et al., 1986; Silva, 2003). Portanto, a populacdo total de foliculos
ovarianos é composta por uma grande reserva de foliculos primordiais quiescentes e

um pequeno numero de foliculos em crescimento (Cahill e Mauléon, 1981).
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O CICLO ESTRAL

O ciclo reprodutivo das fémeas é denominado ciclo estral. Ele pode ser dividido
em quatro fases, limitadas por eventos reprodutivos coordenados por hormoénios:
proestro, estro, metaestro/diestro, com ou sem um periodo de anestro (Hafez e
Hafez, 2004).

A puberdade da gata ocorre entre 4 e 12 meses de idade ou quando atingem
de 2,3 a 2,5 kg (Johnston et al., 2001). O proestro na gata dura de 1 a 2 dias e, quando
se inicia, ela apresenta comportamentos tipicos, friccionando a cabega e o pescogo
contra superficies e movimentando-se demasiadamente, e ocorre reducdo da rejeicao
ao macho. Ronronados, alongamentos e abertura e fechamento das garras sdo cada
vez mais frequentes. O estro nesta espécie dura em média sete dias, e os principais
comportamentos desta fase sdo: agachamento, vocalizacao, rolamentos e lordose.
Ocorre lateralizacdo da cauda para exposicdo da regido perineal e o animal fica
altamente receptivo a monta (Michael, 1961; Bristol-Gould e Woodruff, 2006).

A gata é um animal poliéstrico sazonal, com atividade reprodutiva nas estagdes
de dias longos (primavera e verdo), e inatividade nas esta¢des de dias curtos (outono
e inverno). O estimulo para a liberacdao de GnRH em animais fotoperiddicos é gerado
pela incidéncia luminosa na retina e a glandula pineal converte as informacdes
recebidas em secrecdo de melatonina. Quanto menor a incidéncia de luz, maior a
secrecao de melatonina. A melatonina é um hormonio antigonadotrépico em felinos,
ou seja, a ativagdo do eixo HHG ocorre nos periodos de maior incidéncia de luz
(Nalbandov, 1976; Hafez e Hafez, 2004). Entretanto, em regides tropicais, onde nao
ha definicdo clara das estacdes do ano, as gatas podem se apresentar poliéstricas
continuas, pois nesses locais ndo ha alteracdo significativa da duracdo do dia durante
o ano (Michel, 1993).

Ao contrdrio da maioria dos animais domésticos, a gata € um animal de
ovulacdo induzida pelo coito. Receptores na vagina sdo estimulados durante a cépula,
e o estimulo nervoso resulta na liberacdo de LH. S3o necessarias varias copulas para
atingir o pico de LH, mas estimulos visuais ou ferom6nios também podem induzir a
ovulacdo (Goericke-Pesch, 2010). Caso a gata ndo ovule, ela entra em um estéagio

chamado de pds-estro, ou interestro, que dura em média uma semana e é seguido
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por novo estro (Figura 4). Porém, caso ela ovule e ndo ocorra fecundagao, o animal
entra no estagio de pseudociese, que dura 40 dias (Bristol-Gould e Woodruff, 2006).
Caso ocorra fecundagdo, a gestacdao dura de 59 a 71 dias. A concentragdo de
progesterona durante os primeiros 14 a 20 dias é similar a da pseudociese e aumenta
no decorrer da gestacao devido ao continuo funcionamento do corpo luteo aliado a
sintese de progesterona pela placenta, que comeca apds 30 dias de gestagdo. As
concentracdes plasmaticas de progesterona sao basais durante todos os periodos do
ciclo. A manutencdo da concentragao de progesterona elevada por 5 ou 6 dias depois

da cépula indica que a ovulagdo ocorreu (Silva, 2015).
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Figura 4: Perfil da ciclicidade reprodutiva de gatas com e sem copula. E; = Estrégeno;
P4 = Progesterona. Adaptado de Senger (2003).

CRIOPRESERVACAO DE OVOCITOS INCLUSOS EM FoLicuLos OVARIANOS

A criopreservacdo de ovdcitos é uma alternativa eficiente para armazenar os
ovdcitos em excesso e evitar o desenvolvimento de mais embrides do que o
necessario para as técnicas de fertilizacdo in vitro (FIV). Esta técnica também tem sido
amplamente estudada em diversas espécies de animais para a criacdo de bancos
genéticos, visando a preservacdo de espécies e racgas, tanto silvestres quanto de
interesse econdmico (Santos et al., 2010). Além disso, em humanos, a criopreservacao

de tecido ovariano é utilizada para manter os ovarios de mulheres que passam por
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guimioterapia, evitando assim a infertilidade precoce (Porcu et al., 2000). Técnicas
para a producdo de embrides in vitro estdo bem desenvolvidas para diversas espécies,
principalmente bovinos (Bertolini e Bertolini, 2009; Rodriguez-Martinez, 2012),
pequenos ruminantes (Kol, 2004; Amiridis e Fthenakis, 2012) e humanos (Bay et al.,
2013; Farhi et al., 2013), mas ainda ndo ha protocolos eficientes para felinos. Por isso,
a criopreservagao é uma técnica importante para armazenar os gametas destas
espécies até que haja protocolos eficientes de reproducao assistida.

A sobrevivéncia dos ovdcitos apds a criopreservacdo pode ser afetada por
fatores morfoldgicos e biofisicos. Entre os fatores morfoldgicos, sdo particularmente
importantes o estdgio de desenvolvimento, a qualidade e o tamanho do ovécito
(Fabbri et al., 2000). Quanto aos fatores biofisicos, pode-se citar a relacdo area de
superficie/volume e a formacao de gelo intracelular. Quanto maior o ovdcito, menor
sua sobrevivéncia apds congelamento e descongelamento. A formacdo de gelo
intracelular pode ser evitada pela desidratacdao adequada da célula, assim é possivel
reduzir os danos do procedimento de criopreservacao (Fabbri et al., 2000).

A criopreservacado deve seguir alguns critérios para evitar danos as células. O
principal fator de dano é a formacdo de gelo intracelular, que provoca ruptura da
membrana plasmatica. O grande desafio para as células durante o processo de
congelamento ndo é sua capacidade de se manter a baixas temperaturas, mas sim o
risco de passar por temperaturas intermedidrias (-15 a -60 °C), pois é a partir de -15 °C
gue o gelo comecga a se formar no meio exterior. O conteldo da célula continua
descongelado, protegido pela membrana celular. Os eventos fisicos seguintes
dependem da velocidade de congelamento: se ele é lento o suficiente, a célula perde
agua para o meio por osmose e concentra os solutos intracelulares o suficiente para
evitar supercongelamento e manter o potencial quimico da agua intracelular em
equilibrio com a agua extracelular, e ndo ha formacao de cristais de gelo em seu
interior (Mazur, 1984). Os riscos deste processo podem ser evitados pela desidratacao
controlada da célula utilizando-se solugbes crioprotetoras, de forma a proteger as
células contra desidratacdo excessiva, danos causados pela reducdo extrema da

temperatura.
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Os crioprotetores podem ser divididos em intracelulares (penetrantes) e
extracelulares (ndo-penetrantes). Os intracelulares possuem baixo peso molecular e
interagem com os microfilamentos e microtubulos das células, reduzem o ponto de
congelamento da solucdo e previnem a exposicao do ovdcito a altas concentracdes de
eletrdlitos intra e extracelulares. Entre eles, estdo inclusos o dimetilsulfoxido (DMSQ),
o propanodiol, o etilenoglicol (EG) e o glicerol. J& os extracelulares sdo moléculas
grandes que ndo penetram na membrana plasmatica. Desta forma, eles aumentam a
concentragdo de solutos extracelulares, gerando um gradiente osmético em toda a
membrana plasmatica, o que leva a saida de dgua da célula e a desidratacdo antes do
congelamento. Sacarose, trealose, ficoll e soro fetal bovino (SFB) sdo exemplos de
crioprotetores extracelulares (Fabbri et al., 2000; Faustino et al., 2011).

Ovdcitos maduros sao dificeis de ser criopreservados por sua alta sensibilidade
a crioinjurias. A criopreservacdao pode afetar propriedades do ovécito como a
membrana plasmatica, o citoesqueleto, as mitocondrias e outras organelas relevantes
para a sua maturacdo. Além disso, as células da granulosa e a zona pelucida tém papel
importante no desenvolvimento dos ovdcitos, e o estresse provocado pela
criopreservagao pode causar injurias que comprometem o foliculo como um todo
(Ambrosini et al., 2006), podendo afetar a fertilizacdo e o desenvolvimento do
embrido (Fabbri et al., 2000). Desta forma, a criopreservacao de foliculos pré-antrais
contendo ovécitos imaturos oferece algumas vantagens sobre ovdcitos de foliculos
antrais para preservar a linhagem feminina dos animais:

1) a maior parte dos ovécitos esta inclusa em foliculos pré-antrais;

2) foliculos pré-antrais estdo presentes no tecido ovariano de animais de
gualquer idade e mesmo de animais mortos;

3) foliculos primordiais sdo mais resistentes aos danos criogénicos, pois 0s
ovacitos possuem baixo metabolismo e ndo apresentam fuso mitético, zona pellcida
e granulos corticais, além de possuirem baixa concentracdo de lipidios (Santos et al.,
2010).

O primeiro estudo sobre criopreservacdo de ovdcitos foi publicado em 1958,
guando foi demonstrada a possibilidade de sobrevivéncia de ovécitos congelados de

camundongos. Em 1977, foi reportado o primeiro estudo com congelamento e FIV de
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ovdcitos maduros de camundongos que resultou em uma prole viva. Desde entdo, a
criopreservagao de ovécitos e tecido ovariano foi relativamente bem sucedida em
diversas espécies [revisado por Ambrosini et al. (2006); Santos et al. (2010)]. No
tocante a ovécitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais, é possivel criopreservar
os foliculos isoladamente ou in situ (no tecido ovariano).

Criopreservar foliculos isolados tem como vantagens a auséncia de danos por
isquemia (que ocorrem durante os primeiros dias de transplante de tecido ovariano),
a possibilidade de acompanhar os foliculos individualmente e a perfusao facilitada do
crioprotetor por auséncia de barreiras teciduais, mas suas desvantagens sao a perda
de foliculos durante a manipulagdo, a incapacidade de restaurar a fun¢do ovariana e
a falta de um sistema de cultivo in vitro eficiente que garanta sua maturacdo. Quando
criopreservados in situ, ou seja, inclusos no tecido ovariano, ha maior facilidade de
manipulacdo, facilitando a restauracdo da funcdo do 6rgdo quando seguido de
transplante ou CIV, mas os diferentes tipos celulares no tecido dificultam a
preservacao do ovario (Faustino et al., 2011).

Duas técnicas podem ser utilizadas para a criopreservacao de foliculos isolados
e tecido ovariano: a vitrificacdo e o congelamento lento.

A vitrificacdo é um processo no qual o liquido se torna soélido sem a formacao
de cristais de gelo; a dgua fica em um estado chamado vitreo, em que se solidifica,
mas ndo se expande. A taxa de resfriamento, a viscosidade e o volume do meio sdo
fatores interferentes na técnica. S3o utilizados crioprotetores em alta concentracao,
de 4 a 6 mol/L, o que aumenta sua toxicidade. Para evitar a formacdo de cristais de
gelo, uma taxa extremamente rapida de resfriamento é utilizada: - 20.000 a 40.000 °C
por minuto (Jain e Paulson, 2006). A vitrificacdo ja se mostrou eficiente em foliculos
isolados de cabras (Santos, 2007; Santos, Tharasanit, et al., 2007; Santos, Van Den
Hurk, et al., 2007) e marsupiais (Czarny et al., 2009) e também em tecido ovariano de
porcas (Gandolfi et al., 2006), vacas (Kagawa et al., 2009), ovelhas (Santos, Van Den
Hurk, et al., 2007), cadelas (Ishijima et al., 2006) e humanos (Amorim et al., 2012;
Sheikhi et al., 2013).

Ja o congelamento lento se baseia em baixas concentracdes de crioprotetores

e reducdo lenta e controlada da temperatura. Ao alcangar -6°C, é induzida a
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cristalizacdo do meio crioprotetor. Apds este processo, chamado seeding, a
temperatura gradualmente decresce até alcancar -32°C, e entdo o material é
mergulhado em nitrogénio liquido e armazenado (Jain e Paulson, 2006). Este processo
tem as vantagens de utilizar meios menos toxicos as células e reduzir o choque
osmotico, porém nao previne a formacgao de cristais de gelo. O congelamento lento,
tanto de foliculos isolados quanto de tecido ovariano, ja se mostrou eficiente em
diversas espécies, entre elas gatas (Jewgenow et al., 1998; Bosch et al., 2004; Lima et
al., 2006; Carrijo-Jr, 2009; Leonel et al., 2013), cabras (Rodrigues et al., 2005; Santos
et al., 2009), vacas (Lucci et al., 2004), ovelhas (Amorim, Rodrigues, et al., 2003;
Amorim, Rondina, et al., 2003) e humanos (Oktem et al., 2011).

Em gatas, Lima et al. (2006) compararam o uso de 1,5M de etilenoglicol (EG)
ou glicerol no congelamento lento de ovario de gatas domésticas e concluiram que o
EG promoveu melhor preservacdo da morfologia dos foliculos apds o
descongelamento. Os autores obtiveram 58% de foliculos morfologicamente normais
utilizando EG. Posteriormente, Carrijo Jr. (2009) realizou o congelamento lento de
tecido ovariano felino utilizando 1,5M de dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4% de sacarose
em PBS e obteve uma taxa de ~55% de foliculos morfologicamente normais. Outro
trabalho, realizado em nosso laboratdrio, comparou os crioprotetores EG e DMSO a
1,5M ou a combinagdo de ambos (0,75M cada) em M-199 no congelamento lento e
obteve uma taxa de ~80% de foliculos morfologicamente normais independente do
tratamento, mas a ultraestrutura dos foliculos criopreservados com DMSO se revelou
mais semelhante ao controle. As mitocondrias estavam com eletrondensidade normal
e bem distribuidas; foi possivel observar a zona peltcida e ovécito aderido as células
da granulosa, enquanto no congelamento com EG ou EG+DMSO observou-se o
descolamento do ovdcito das células da granulosa, granulacdo do citoplasma e éareas
vazias na regido perinuclear (Leonel, 2013).

Porém, apesar de os foliculos se apresentarem morfologicamente normais,
isso ndo significa que eles estejam viaveis. Alguns danos causados pela formacdo dos
cristais de gelo ndo sdo visiveis imediatamente apds o descongelamento. As células
precisam entra em atividade para que alguns danos sejam expressos. Formas de

avaliar tecido ovariano ap6s criopreservacdo incluem o cultivo in vitro (Hasegawa et
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al., 2006; Isachenko et al.,, 2006; Wiedemann et al., 2013) e em membrana
corioalantoica (CAM) de embriGes de galinha (Isachenko et al., 2012; Isachenko et al.,
2013) bem como os transplantes (Donnez e Dolmans, 2014; Jensen et al., 2015). Essas
técnicas podem ser utilizadas para avaliar o foliculo a curto ou longo prazo, permitindo

a expressao dos danos causados pela criopreservagao.

CuLTivo IN viTRO (CIV)

Além do desenvolvimento folicular, o CIV é utilizado para elucidar os
mecanismos que regem a ativac¢ado folicular e o crescimento de foliculos primarios e
secundarios. O meio de cultivo deve conter uma fonte proteica, horménios, fatores
de crescimento, uma substancia antibacteriana ou antifungica e uma substancia
antioxidante (Ribeiro, 2010; Apparicio, 2011). Os meios mais comumente usados sao
o Minimum Essential Medium (MEM), o Meio 199 (TCM-199), o Waymouth Medium
e 0 McCoy’s 5a Medium. Como suplementos, geralmente sao usados soro fetal bovino
(SFB) ou albumina sérica bovina (BSA), gonadotropinas, ITS (Insulina, Transferrina e
Selénio), IGF-1 e IGF-2 (Insulin-like Growth Factor 1 e 2), ativina e 0 8-bromo cAMP ou
a guanosina monofosfato como inibidores de apoptose (Picton et al., 2008; Aerts e
Bols, 2010). Independentemente da composi¢cdo do meio, a osmolaridade deve ficar
entre 280 e 310 mOsm/L e o pH deve ficar entre 7,2 e 7,4 para o sucesso do cultivo
(Gongalves et al., 2008). Além de todos esses fatores, deve-se considerar também o
tempo de incubacdo dos ovdcitos no meio.

Os sistemas de cultivo também podem ter diferentes formas de contato do
foliculo com o substrato, podendo ser classificados como bi ou tridimensionais (Figura
5). No sistema bidimensional, o foliculo se encontra sobre o substrato, que pode ser a
propria placa de cultivo, recoberta ou ndo por agar, por componentes da matriz
extracelular (coldgeno, fibronectina, laminina ou Matrigel) ou por células somaticas
(células da granulosa, fibroblastos e outras células do estroma ovariano). No sistema
tridimensional, o foliculo se encontra completamente circundado pelo substrato. Os
substratos mais comuns neste tipo de cultivo sdo o colageno tipo | e 0 agar. O sistema
de cultivo pode afetar a forma da célula e, por sua vez, sua funcdo (Gongalves et al.,

2008).

33



A)

Exemplos

C>] S Rl
| [\—/ Célula

Meio de cultivo SSEIREET. S | . 3 N

O \ O ‘/ Substrato

Foliculo

B)

Substrato Foliculo

Figura 5: Sistemas de cultivo. A) Sistema bidimensional: 1 - Suporte pldstico sem
revestimento; 2 — Suporte pldstico revestido por células; 3 — Suporte pldstico
revestido por dgar ou elementos da matriz extracelular; 4 — Suporte pldstico
revestido por elementos da matriz + células. B) Sistema tridimensional
(Gongalves et al., 2008).

Diversos estudos em roedores tém mostrado eficiéncia do cultivo in vitro,
chegando ao nascimento de filhotes (Eppig e O'brien, 1996; O'brien et al., 2003), mas
ha dificuldade em replicar a técnica em outros animais e humanos. Varios horménios
e fatores de crescimento vém sendo utilizados com o objetivo de desenvolver os
foliculos ovarianos in vitro. Atualmente, foi verificado que o FSH exerce um efeito anti-
apoptético e suporta o crescimento folicular in vitro de foliculos isolados de
camundongos (Calongos et al., 2008; Nottola et al., 2011), caprinos (Matos et al.,
2011; Saraiva et al., 2011; Magalhaes-Padilha et al., 2012), bufalos (Sharma, T. G. et
al., 2009) e bovinos (Gutierrez et al., 2000; Itoh et al., 2002). Em cadelas, foi observado
gque o cultivo por 18 dias com concentracdes crescentes de FSH manteve a
sobrevivéncia de foliculos isolados e aumentou a taxa de crescimento folicular e a
formacgdo de antro (Serafim et al., 2010). Em gatas, 100 ng/ml de FSH, 40 ng/ml de
hidrocortisona e 1% de insulina, transferrina e selénio (ITS) aumentaram o didmetro
de foliculos secundarios isolados apds uma semana de cultivo (Jewgenow e Pitra,

1993).
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Fatores de crescimento também tém sido utilizados em CIV de foliculos pré-
antrais em tecido ovariano de diversas espécies. O IGF-1 (Fator de Crescimento
semelhante a Insulina) se mostrou eficiente para promover a sobrevivéncia e o
crescimento de foliculos pré-antrais em bovinos (Gutierrez et al., 2000; Itoh et al.,
2002), camundongos (Demeestere et al., 2004) e porcas (Mao et al., 2004). Em gatas,
Jewgenow (1996) cultivou foliculos pré-antrais pequenos por 5 dias e observou que o
bFGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos Basico) induziu a proliferacdo das células
da granulosa, enquanto o IGF-1, modulado pelo EGF (Fator de Crescimento
Epidermal), estaria envolvido na ativagao dos ovdcitos. Esta fungdao do EGF também
foi verificada em bovinos por Wandji et al. (1996), que também verificaram que o
bFGF antagoniza a funcdo do FSH nessa espécie. Outros fatores de crescimento foram
utilizados em diversas espécies, como o IGF-2 (Itoh et al., 2002; Hemamalini et al.,
2003; Rajarajan et al., 2006), EGF (Fator de Crescimento Epidermal) (Gutierrez et al.,
2000; Saha et al., 2000; Gupta et al., 2002; Hemamalini et al., 2003), TGF-a (Fator de
Crescimento e Transformacdo) (Derrar et al., 2000; Rajarajan et al., 2006; Sharma et
al., 2010), TGF-B (Fator de Crescimento e Transformacdo beta) (Wandji et al., 1996;
Sharma et al., 2010), ativina A (Choi et al., 2008; Telfer et al., 2008; Wongbandue et
al., 2013a), GDF-9 (Fator de Crescimento e Diferenciacdo-9) (Hreinsson et al., 2002;
Martins et al., 2008; Martins et al., 2010; Almeida et al., 2011), BMP-15 (Proteina
Morfogenética Ossea-15) (Celestino et al., 2011), bFGF (Wandji et al., 1996; Zhou e
Zhang, 2005; Sharma, G. T. et al., 2009; Sharma et al., 2010) e FGF-2 (Fator de
Crescimento de Fibroblastos) (Matos et al., 2011). Estudos recentes tém sido
realizados utilizando meios de cultivo compostos por diversos fatores combinados,
como BSA (albumina bovina sérica), ITS, FSH, IGF-I e ativina A em CIV de foliculos
ovarianos de chitas e gatas (Tanpradit et al., 2013; Wongbandue et al., 2013b).

O CIV também pode ser usado como forma de avaliar a sobrevivéncia folicular
apos a criopreservacdo. Em macacas, foi observado que foliculos secundarios
cultivados por 48 horas apds a criopreservacdao do tecido ovariano mantém sua
viabilidade e capacidade de producdo hormonal (Ting et al., 2011). Em caprinos, o

cultivo de tecido ovariano por 24 horas apds vitrificacdo em superficie sélida
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utilizando uma solucdo de sacarose a 0,1M e 10% SFB demonstrou a preservacao da
morfologia de 72% dos foliculos pré-antrais (Carvalho et al., 2011).

Em camundongos, cultivo e maturagdao in vitro de foliculos isolados apds
vitrificacdo foram bem sucedidos utilizando IGF-1 e EGF (Lin et al., 2008). Em outro
estudo, o fator inibitério de leucemia (LIF) aumentou o crescimento de foliculos pré-
antrais frescos e vitrificados de camundongos (Haidari et al., 2008). Alguns estudos
demonstraram o nascimento de filhotes a partir de foliculos criopreservados de
camundongos (Liu et al., 2001; Hasegawa et al., 2006).

Poucos estudos realizaram o cultivo in vitro de tecido ovariano felino.
Jewgenow et al. Jewgenow et al. (1998) estudaram a eficiéncia de DMSO, glicerol,
propanodiol e etilenoglicol no congelamento de foliculos pré-antrais isolados de gatas
e verificaram a viabilidade folicular por meio de Azul de Trypan e Hoechst 33258. O
cultivo foi realizado por 18 horas e por 7 dias e pelo menos 150 foliculos saudaveis
puderam ser recuperados apds criopreservacao e cultivo in vitro por uma semana. Em
outro trabalho, Jewgenow & Goritz (1995) verificaram que a criopreservacgao reduziu
a viabilidade dos foliculos ovarianos de gatas em 60%. Apds um longo periodo sem
publicacbes nesta linha de pesquisa, novos estudos estdo emergindo, mas nao ha
consenso sobre o melhor método para cultivo de foliculos pré-antrais felinos. Um
estudo recente reportou que 85% dos foliculos pré-antrais incluidos em tecido
ovariano de gatas domésticas, leopardos chineses (Panthera pardus japonensis) e
ledes africanos (Panthera leo) estavam degenerados apds 14 dias em cultivo
(Wiedemann et al., 2013).

Apesar dos avancos alcancados nas técnicas de CIV, ainda ha muitos obstaculos
para que o foliculo imaturo alcance a competéncia necessaria para a producdo de
embrides e de proles saudaveis. Esta ndo é uma tarefa facil, considerando os sistemas
complexos que regulam o desenvolvimento do ovécito. Ainda é um desafio avaliar a
capacidade que os atuais sistemas de cultivo possuem para suportar a funcionalidade
dos foliculos criopreservados (Telfer e Zelinski, 2013). Além disso, por ser um sistema
complexo, é necessario o desenvolvimento de protocolos espécie-especificos para

qgue o CIV ndo subavalie os métodos de criopreservacao.
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TRANSPLANTES

A avaliacdo in vivo é outro método para determinar a funcdo do tecido
ovariano criopreservado (Gunasena, Villines, et al., 1997). Os transplantes ovarianos
sdo classificados de acordo com o animal receptor como auto (mesmo individuo), iso
(animal geneticamente idéntico), alo (outro individuo da mesma espécie) ou
xenotransplante (de outra espécie) (Andrade et al., 2004). Esta técnica é dificultada
por barreiras imunoldgicas quando enxertos ovarianos sao transplantados de uma
espécie para outra; por isso, o autotransplante e o xenotransplante em camundongos
SCID tém sido bastante utilizados (Paris et al., 2004). Além disso, O tecido ovariano
pode ser transplantado de volta a regido de origem (ortotdpico) ou em outros locais
(heterotdpico) (Demeestere et al., 2009; Macedo et al., 2011). A escolha do local de
transplante é um fator essencial para a futura viabilidade e competéncia do ovécito.

Sabe-se também que a maior perda de foliculos acontece durante a
revascularizacdo e a reperfusao do tecido transplantado (Smitz, 2004), sendo o tempo
de revascularizacdo o maior fator limitante para a sobrevivéncia de foliculos
primordiais em enxertos transplantados. Este periodo de isquemia-reperfusdo
depende de diversos fatores, como tamanho e local do transplante e presenca de
fatores angiogénicos [revisado por Macedo et al. (2011)].

Youm et al. (2014) compararam o autotransplante de tecido ovariano em
camundongos em quatro locais diferentes — musculo das costas, tecido adiposo da
coxa, capsula renal e subcutaneo — e verificaram que a cdpsula renal é o melhor sitio
de transplante em modelos murinos, enquanto o tecido subcutdneo nao foi favoravel
ao desenvolvimento folicular. Em humanos, o transplante ortotdpico ja resultou em
varios nascimentos, enquanto o transplante heterotépico, apesar de resultar em
restauracdo da funcdo enddcrina, pode ndo promover um ambiente ideal para o
desenvolvimento folicular (Donnez e Dolmans, 2014). Em gatas, o autotransplante
para o subcutaneo da parede abdominal foi pouco eficaz, pois grande parte dos
fragmentos nao foi recuperada, provavelmente pela reabsorcdo ou deposicdao de
gordura no local de transplante (Crestana et al. 2006). Em nosso laboratério, o
autotransplante de tecido ovariano felino fresco para a regido subcutanea dorsal do

pescoco se mostrou eficaz, com 100% de recuperacdo dos fragmentos e mais de 90%
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de foliculos morfologicamente normais (FMN) em quase todos os fragmentos até 63
dias de transplante (Leonel, 2013).

Kagawa et al. (2009) utilizaram o autotransplante como forma de avaliar a
eficiéncia da vitrificacdo em ovdrios de bovinos e verificaram a restauracao da funcao
ovariana. Em ovelhas, foi realizado autotransplante heterotdpico ou ortotépico apds
congelamento lento; além de alguns animais apresentarem cio, ovécitos foram
recuperados para FIV, o que resultou na producao in vitro de embrides (Aubard et al.,
1999). Em cabras, fragmentos de ovéario medindo 1 mm3 foram autotransplantados
apos criopreservacao para a curvatura menor do corno uterino esquerdo de fémeas
castradas. Os fragmentos desenvolveram foliculos pré-ovulatérios e houve
comportamento de estro e aumento do estrogénio sanguineo (Santos et al., 2009).

Em coelhas, ovdérios inteiros foram autotransplantados apds congelamento
lento e, apds uma semana, ocorreu restauracado da funcdo ovariana (Chen et al., 2000).
Em outro estudo, apds criopreservacdo e autotransplante de ovarios de coelhas, os
ovdcitos foram fertilizados e os embrides chegaram até o estdgio de blastocisto (Chao
et al., 2008). Também foi relatado nascimento de filhotes vivos apds fertilizagao in
vitro de ovdcitos coletados de autotransplante heterotépico de tecido ovariano fresco
em camundongos (Gunasena, Lakey, et al.,, 1997), ovinos (Gosden et al., 1994) e
macaco Rhesus (Lee et al., 2004) (Lee et al., 2004).

Em humanos, hd estudos que mostram desenvolvimento de corpos luteos e
foliculos pré-ovulatérios (Sanchez et al., 2007), e foram reportados mais de 60
nascimentos apds transplante ortotdpico de tecido ovariano até o presente momento
(Lotz et al., 2016). Amorim et al. (2012) fizeram transplante de tecido ovariano
humano em camundongos SCID como forma de avaliar a criopreservacdo e
observaram que a vitrificacdo preservou a morfologia e a sobrevivéncia folicular, além
de sua habilidade de retomar a foliculogénese, apds uma semana de transplante. Um
estudo mais recente mostrou a viabilidade do tecido ovariano humano 5 anos apds
criopreservagao por meio de autotransplante. O tecido transplantado restabeleceu o
ciclo menstrual em cinco meses e aumentou os niveis de 17-B-estradiol no sangue

(Isachenko et al., 2013).
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A vitrificacdo de tecido ovariano foi testada em cadelas e a funcionalidade dos
ovarios foi verificada por meio de transplante em camundongos SCID. Apds quatro
semanas, o tecido transplantado estava fortemente aderido aos ovarios dos
camundongos. Por meio de reacdo de PCNA, observou-se a multiplicacdo das células
da granulosa (Ishijima et al., 2006).

Até o presente momento, ha apenas um estudo com transplante de tecido
ovariano felino ap6s criopreservacao, no qual os autores realizaram xenotransplante
para camundongos NOD SCID apds criopreservagao e detectaram foliculos antrais
apos 67 dias. Os fragmentos estavam bem vascularizados e a marcagao por PCNA
verificou proliferacdo das células foliculares (Bosch et al., 2004).

Apesar dos avangos obtidos com a resposta tecidual nos transplantes
ovarianos, muitos fatores que colaboram com o desenvolvimento folicular ainda
precisam ser elucidados (Macedo et al., 2011). A taxa de sobrevivéncia folicular apds
o transplante ainda é muito baixa e precisa de melhorias (Grynberg et al., 2012). Além
disso, o transplante apresenta algumas desvantagens, como: 1) o uso de
procedimentos invasivos em animais; 2) a necessidade de mao-de-obra treinada para
microcirurgias; 3) o tempo para observacao dos resultados; 4) o alto custo; e 5) as

dificuldades para controlar as condi¢des experimentais (Ribatti et al., 2000).

CULTIVO EM MEMBRANA CORIOALANTOICA DE EMBRIGES DE GALINHA (CAM)

O cultivo em CAM é um procedimento intermedidrio entre o cultivo in vitro e
os transplantes. Ele é vantajoso por ter baixos custos e ser de simples execucao,
permitindo avaliacdo em larga escala. Além disso, a matriz extracelular da CAM é
similar ao peritbneo, um dos locais de escolha para transplante ortotdpico de
fragmentos ovarianos em animais e humanos.

A membrana corioalantoica de embriées de galinha (Figura 6) é uma
membrana extraembriondria mediadora da troca de gases e nutrientes até o
nascimento do animal. Sua principal funcdo é ser um érgdo respiratorio para o
embrido, mas ela também tem papel no armazenamento de excretas, transporte de
eletrdlitos (sddio e cloreto) do saco alantoico e mobilizagcdo de calcio da casca para

iniciar a mineralizacdo dos ossos (Ribatti, 2010b). Ela consiste em ectoderma
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(interface com o ar e a casca), estroma (tecido conjuntivo frouxo) e endoderma

(interface com alantoide) e tem espessura de aproximadamente 200 um (Figura 7).

CAM

Saco
alantoico

Membrana
interna da
casca

a. Visdo de cima b. Visdo de dentro c. Visao transversal

Figura 6: VisGo da CAM. a) Imagem apds abertura do ovo no dia 10 de incubagdo; b)
localizagdo ao redor do embrido (em vermelho) e em contato direto com a
casca no dia 12 de incubagdo; c) segcdo transversal no dia 10-12 de incubagdo.
1: epitélio coribnico; 2: mesoderma com vasos em vermelho; 3: epitélio
alantoico [Adaptado de Vargas et al. (2007)].
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Figura 7: Histologia normal da CAM. A) Cinco dias apds a abertura do ovo; B) Onze dias
apos a abertura do ovo — densidade do estroma aumentada [Adaptado de
Valdes et al. (2002b)].

O tecido transplantado em CAM é rapidamente vascularizado e a falta de um
sistema imune antes do 172 dia de incubacdo previne a rejeicao do tecido (Ribatti et
al., 1996; Ribatti, 2010b). Esse método é amplamente utilizado para estudos de

angiogénese e desenvolvimento de tumores (Ribatti et al., 1996; Deryugina e Quigley,
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2008; Ribatti, 2010a; Lokman et al., 2012), regenerag¢ao muscular (Nakada et al., 1998)
e respostas a biomateriais (Valdes et al., 2002a).

O cultivo de tecido ovariano em CAM foi primeiramente reportado por
Cushman et al. (2002), que questionaram quais os fatores necessdrios para sustentar
o crescimento in vitro apds a ativagao dos foliculos. Para responder a esta pergunta,
eles cultivaram fragmentos de tecido ovariano bovino por até 10 dias em CAM e
compararam com o cultivo in vitro. Eles verificaram que ndo houve ativacdo dos
foliculos cultivados em CAM, mas ocorreu vascularizagdo dos fragmentos, enquanto o
CIV promoveu a ativagdo dos foliculos primordiais e o aumento do diametro dos
foliculos. No mesmo estudo, foi feito um crossover de fragmentos in vitro e in ovo, no
qual foi observado que os foliculos mantém sua capacidade de ativacdo quando
cultivados em CAM. Posteriormente, um estudo realizado por Gigli et al. (2005) com
camundongos mostrou que o hormonio antimulleriano produzido pelas gbnadas dos
embrides de galinha é o responsdvel por inibir a ativacdo dos foliculos cultivados em
CAM.

Em humanos, Martinez-Madrid et al. (2009) cultivaram fragmentos ovarianos
de mulheres em CAM traumatizada por até 5 dias e verificaram proliferacdao das
células da granulosa pela marcacdo com o anticorpo anti-Ki67. Em outro estudo,
Isachenko et al. (2012) compararam o cultivo in vitro e em CAM de fragmentos
ovarianos criopreservados com e sem medula. Utilizando imunohistoquimica, com
marcacao anti-fator de Von-Willebrand (fator VIII) e anti-desmina, eles observaram a
neovascularizacdo dos fragmentos com medula cultivados in ovo, o que favoreceu o
cultivo dos foliculos neste sistema. O mesmo grupo verificou a viabilidade de tecido
ovariano apods criopreservacdo por 5 anos utilizando o cultivo em CAM por 5 dias e 0
autotransplante. Neste estudo, foi observado que 88% dos foliculos primordiais
estavam degenerados apds o cultivo em CAM, mas houve restauracdo da funcao
ovariana do tecido autotransplantado (Isachenko et al., 2013).

Apesar de terem sido publicados poucos estudos, o cultivo de tecido ovariano
em CAM ja se mostrou uma alternativa para a avaliacdo dos procedimentos de
criopreservacao de tecido ovariano. Além de ser um procedimento menos invasivo

gue os xenotransplantes, essa técnica permite obter informacdes valiosas a respeito
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do tempo e da distribuicdo espacial de danos isquémicos e do estabelecimento da

neovascularizacdo (Martinez-Madrid et al., 2009).

42



JUSTIFICATIVA

A extingdo animal tem ocorrido em uma taxa muito mais alta que a especiagao,
principalmente devido a impactos humanos (caca furtiva, destruicdo de habitat) e
doencgas (Cites, 2014). A conservagdo animal tem como objetivo o entendimento e a
sustentacdo da biodiversidade, pois o desaparecimento de uma espécie pode
comprometer o funcionamento de todo o ecossistema (Comizzoli et al., 2009). Com
exce¢do do gato doméstico, todos os outros felideos estdo presentes na Lista
Vermelha da IUCN para espécies ameacadas de extincdo (lucn, 2014). O gato
doméstico é um excelente modelo para estudos reprodutivos visando os felideos
selvagens devido a sua proximidade filogenética (Swanson, 2003).

Pouco se sabe sobre o comportamento folicular em CIV de tecido ovariano de
gatas e nao ha relatos sobre seu cultivo em CAM. Os trés sistemas citados (CAM, CIV
e transplante) possuem diferentes vantagens e desvantagens: o CIV suporta a ativagdo
de foliculos primordiais, mas neste sistema ndo ocorre vascularizacdo do tecido, o que
pode ser observado no cultivo em CAM. J4 o autotransplante heterotdpico é o meio
mais fisiolégico em que os fragmentos podem se desenvolver, ou seja, o préprio
organismo do animal supre as necessidades fisioldgicas do tecido ovariano. Desta
forma, esses sistemas podem prover informag¢des importantes sobre o
desenvolvimento folicular de gatas, o que é essencial para avaliar também a eficiéncia

dos protocolos de criopreservagao para essas espécies.
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OBIJETIVOS

OBIJETIVO GERAL

Testar as técnicas de cultivo in vitro, cultivo em membrana corioalantoica de
embrides de galinha (CAM) e autotransplante heterotdpico para avaliagdo de tecido

ovariano de gatas.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar o cultivo de tecido ovariano fresco de gatas e in vitro e em CAM
para determinar se podem ser utilizadas para avaliar a criopreservacgao;
* Verificar a eficiéncia da criopreservacdo de tecido ovariano de gatas

por meio do autotransplante heterotépico.
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CAPITULO 1: CULTIVO DE TECIDO OVARIANO FRESCO DE GATAS IN
VITRO E EM MEMBRANA CORIOALANTOICA DE EMBRIOES DE GALINHA

(CAM)?

RESuUMO

O cultivo in vitro (CIV) e os procedimentos de transplante sdo protocolos
essenciais empregados na avaliacdo da sobrevivéncia e do desenvolvimento de
foliculos ovarianos apds criopreservagao. O cultivo em membrana corioalantoica de
embrides de galinha (CAM) é um método intermediario que proporciona informacdes
importantes sobre o desenvolvimento folicular e ndo foi reportado em cultivo de
tecido ovariano de gatas. O objetivo deste estudo foi comparar o cultivo de tecido
ovariano fresco de gatas in vitro e em CAM para determinar se estes métodos sao
adequados para avaliar a eficacia da criopreservacdo de tecido ovariano. Para isso,
ovarios de oito gatas foram cortados em cubos de 3 mm?3, cultivados in vitro e em CAM
por até 5 dias, processados para histologia e avaliados quanto a morfologia,
proliferacdo celular e distribuicdo de fibras conjuntivas. A maioria (87,5%) dos foliculos
observados eram primordiais ao longo de todo o cultivo. A porcentagem de foliculos
primordiais na populacdo de foliculos morfologicamente normais (FMN) foi sempre
maior que 80%, com exceg¢ao do dia 3 de cultivo em CAM, mas o numero de FMN
reduziu do dia 0 (600/777 foliculos) para o dia 5 em CAM (91/171) e CIV (296/686).
N3o foi observada proliferacdo celular ao longo do cultivo. Adicionalmente, ambos os
métodos mostraram um aumento do tecido conjuntivo a cada dia que o tecido
permaneceu em cultivo. Foi observada vascularizacdo durante o cultivo em CAM,

porém sem associa¢do com a viabilidade folicular. Apesar de ambos os sistemas terem

1 Este capitulo é referente ao artigo aceito para publicagdo na revista Theriogenology
intitulado “Culture of domestic cat ovarian tissue in vitro and in the chick embryo chorioallantoic
membrane (CAM)” (doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.05.038). Autoria: J.M.V. Vilela, E.C.R. Leonel, L.
D'Oliveira, R.E.G. Paiva, A.L. Miranda-Vilela, C.A. Amorim, A. Pic-Taylor, C.M. Lucci.
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demonstrado manter as porcentagens de foliculos morfologicamente normais,
nenhum deles foi capaz de promover crescimento e/ou desenvolvimento folicular.
Assim, mais estudos sdo necessarios para encontrar métodos alternativos para o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais e para melhorar os métodos de CIV em gatas

para que eles possam ser adequados para avaliar a criopreservacgao.
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INTRODUCAO

Tecnologias de reproducdo assistida sdo consideradas ferramentas
importantes para a conservagao de animais ameacados de extingao (Jewgenow et al.,
1997; Lermen et al., 2009). Com excecdo do gato doméstico, todos os outros felideos
estdo presentes na Lista Vermelha da IUCN para espécies ameagadas de extingdo
(lucn, 2015), principalmente devido a impactos humanos (caga furtiva, destruicao de
habitat) e doencas (Cites, 2014). Devido a proximidade filogenética entre as espécies,
o gato doméstico é um excelente modelo para estudos de reproducdo felina,
contribuindo para o entendimento da fisiologia reprodutiva dos felideos apesar das
diferencgas entre espécies (Swanson, 2003).

A criopreservagado e utilizagao de tecido ovariano tem sido estudada por varias
décadas na expectativa de aproveitar o potencial ovocitdrio contido nos foliculos pré-
antrais. Técnicas de cultivo in vitro e transplante tém sido utilizadas para avaliar a
retomada do desenvolvimento do tecido apds a criopreservagdao, uma vez que
algumas lesdes foliculares ndo detectadas pds-descongelamento podem ser expressas
somente apds um curto periodo em atividade (Faustino et al., 2011).

Apesar de grandes esforcos, os sistemas de cultivo in vitro (CIV) ainda nao
estdo bem desenvolvidos, pelo menos para a maioria das espécies animais. Ha vdrias
dificuldades para o estabelecimento de um sistema de CIV que permita o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais, como um longo periodo natural de
crescimento requerido por essas estruturas para atingir o estagio antral, um periodo
em que varios fatores de crescimento e hormonios estao envolvidos (Telfer, 1998;
Andrade et al., 2004; Telfer e Zelinski, 2013). O transplante de tecido ovariano é
provavelmente a melhor ferramenta para avaliar a sobrevivéncia e o desenvolvimento
folicular por ser a forma mais proxima da condicao fisioldgica. Porém, transplantes
envolvem o uso de animais imunossuprimidos ou imunodeficientes (xenotransplante)
ou a disponibilidade do mesmo animal do qual o tecido foi removido (autotransplante)
(Demeestere et al., 2009; Macedo et al., 2011). Por outro lado, o CIV pode ser
completamente realizado em laboratério sem o uso de animais, apesar de nao
mimetizar o ambiente fisioldgico do tecido. De fato, as células sé podem obter os

nutrientes e fatores de crescimento disponiveis no meio de cultivo, e todas as trocas
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necessarias sao feitas por difusdo, ja que ndo ha vasos sanguineos (Isachenko et al.,
2012). O cultivo em membrana corioalantoica de embrides de galinha (CAM) pode ser
considerado um método intermediario para avaliagao do tecido, uma vez que permite
o reestabelecimento do suprimento sanguineo e permite ao tecido acesso a fatores
de crescimento disponiveis para o desenvolvimento do embrido de galinha. Além
disso, a falta de um sistema imune antes do dia 17 do desenvolvimento do embrido
impede a rejeicdo do transplante (Ribatti, 2010b). Este sistema ja foi utilizado para
cultivo de tecido ovariano de bovinos (Cushman et al., 2002), camundongos (Gigli et
al., 2005) e humanos (Martinez-Madrid et al., 2009; Isachenko et al., 2012; Isachenko
et al., 2013). Apesar de ser um sistema menos controlado que o CIV, ndo é tdo invasivo
guanto o transplante e envolve uma implementacdo mais simples.

Apesar de haver resultados satisfatorios de CIV em alguns mamiferos (Liu et
al., 2001; Hasegawa et al., 2006; Isachenko et al., 2006; Haidari et al., 2008; Lin et al.,
2008; Carvalho et al., 2011; Isachenko et al., 2012), poucos estudos foram reportados
em gatas (Jewgenow e Pitra, 1993; Jewgenow e Goritz, 1995; Jewgenow, 1996;
Jewgenow et al., 1998; Wiedemann et al., 2013; Wongbandue et al., 2013b) e o
sistema ainda ndo é bem estabelecido. O cultivo em CAM foi realizado em tecido
ovariano de camundongos (Gigli et al., 2005), vacas (Cushman et al., 2002; Gigli et al.,
2005) e humanos (Isachenko et al., 2006; Martinez-Madrid et al., 2009; Isachenko et
al., 2012; Isachenko et al., 2013). Em gatas, ele foi testado como modelo para o estudo
do crescimento de fibrossarcoma vacinal felino (Zabielska et al., 2012), mas nunca foi
testado em tecido ovariano. Por isso, o objetivo deste trabalho foi comparar o cultivo
in vitro e em CAM de tecido ovariano fresco de gatas domésticas e determinar sua

adequacdo para avaliar a eficdcia dos métodos de criopreservacao.

62



MATERIAL E METODOS

COLETA DE OVARIOS

Ovarios de oito gatas saudaveis de 1 a 5 anos de idade em interestro foram
coletados em uma clinica veterinaria apds ovariohisterectomia eletiva e transportados
ao laboratério em solucdo salina 0,9% a 36 °C em no maximo 1 hora. No laboratdrio,
eles foram lavados com dlcool 70%, o tecido adiposo e os ligamentos foram retirados.
O tecido foi cortado em fragmentos cubicos de 3mm3 e 21 fragmentos foram

utilizados de cada animal.

DESENHO EXPERIMENTAL

Se ndo especificado, os reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich.
Os fragmentos ovarianos de cada animal foram distribuidos nos seguintes
grupos de tratamento (Figura 8):
* Controle: Um fragmento foi imediatamente fixado em
paraformaldeido 4% para analises histoldgicas e imunohistoquimicas.

% Cultivo in vitro: Dez fragmentos de cada animal foram cultivados em

placa de 96 pocos por até 5 dias em uma estufa (TE-399, Tecnal, Brasil) a 37,5 °C com
atmosfera umidificada com 5% de CO; em ar. Cada pogo continha 1 fragmento e 350
pL de meio TCM-199 suplementado com 0,23 mM piruvato de sddio, 2 mM L-
Glutamina, 10% soro fetal bovino (SFB), ITS (6,25 ug/ml, 6,25 pug/ml, 6,25 ng/ml), 100
U/mL penicilina, 0,1 mg/mL estreptomicina e 2,3 ug/mL FSH (Folltropin®V) [meio-base
adaptado de Wongbandue et al. (2013b)]. A cada dois dias, 175 puL do meio foram
trocados por meio fresco.

% Cultivo em CAM: Dez fragmentos de cada animal foram cultivados

conforme descrito por Martinez-Madrid et al. (2009): ovos de galinha embrionados
(doados pela Asa Alimentos S.A.) foram incubados a 37°C em umidade relativa de 60%
com rotacdo continua (incubadora Premium Ecologica IP130). No 32 dia de incubacéo,
uma janela retangular (1 x 1,5cm) foi feita na casca do ovo. Foram retirados 2 ml de
albumen utilizando uma agulha calibre 21 pela ponta larga do ovo. A janela foi coberta
por uma fita adesiva para prevenir desidratacdo e os ovos foram recolocados na

incubadora sem rotacdo. No dia 10 da incubacdo, uma pequena area da CAM foi
63



traumatizada, encostando-se um fragmento de 1 cm? de papel de seda estéril na
superficie do epitélio e removendo-o imediatamente. Os fragmentos de tecido
ovariano foram entdo inseridos com uma pinga cirurgica estéril na CAM traumatizada,
um fragmento por ovo.

Para ambos os cultivos, a cada dia apds a inserc¢ao dos fragmentos, até o 52 dia
de cultivo, dois fragmentos foram retirados e fixados em paraformaldeido 4% por 4
horas em temperatura ambiente para andlises histoldgicas, histoquimicas e
imunohistoquimicas. Apds a retirada dos fragmentos ovarianos da CAM, os embrides
de galinha foram eutanasiados por decapitacdo. Os procedimentos de cultivo em CAM
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia sob UnBDOC n° 30115/2013.

/» Controle Dia 0O
/
Dia 1
Ovarios

\ Dia 2 - _
\ =N CIV , omori

\\ Dia 3

CAM
Dia 4
Dia 5
M

Figura 8: Desenho experimental. IHQ = Imunohistoquimica.

PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os fragmentos do tecido ovariano provenientes dos diferentes sistemas de
cultivo foram desidratados em etanol, clarificados em xilol e embebidos em Paraplast.

Foram feitos cortes semi-seriados com 4 um de espessura e um a cada quatro cortes
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foram montados e corados com hematoxilina e eosina (HE) ou Tricromico de Gomory
e examinados em microscépio de luz.
Para calcular o nimero de foliculos em 1mm?3 de tecido ovariano, foi utilizado

o fator de corregdo descrito por Gougeon e Chainy (1987):

N1 = NoxStXTs
~ Soxdn

Onde N1 = numero total de foliculos calculados por classe; No = nimero total
de foliculos observados no ovario; St = nUmero de cortes no ovario; Ts = espessura do
corte (um); So = numero total de cortes observados; e dn = diametro médio do nucleo
do ovdcito para cada classe folicular (Carrijo et al., 2010).

Os foliculos foram classificados como primordiais (quando apresentavam
apenas células da granulosa achatadas ao redor do ovdcito) ou em crescimento
(quando apresentavam células cuboidais ao redor do ovécito, organizadas em uma ou
mais camadas), e como morfologicamente normais (FMN) ou degenerados. Os FMN
apresentam-se esféricos e intactos, com distribuicdo uniforme das células da
granulosa e ovdcito esférico. Apenas foliculos apresentando nucleo do ovécito visivel

foram contados.

IMUNOHISTOQUIMICA

O marcador de proliferagao Ki67 foi utilizado para identificar proliferacao das
células da granulosa. Seccées foram desparafinizadas em xilol e rehidratadas em
concentragdes decrescentes de alcool. Apds o bloqueio das peroxidases enddgenas
com 3% H,0; diluidos em metanol por 30 minutos, os cortes foram incubados por 30
minutos em leite em pd desnatado a 5% diluido em PBS para bloquear os sitios de
ligacdo inespecificos antes da incubacdo com o anticorpo monoclonal de camundongo
anti-Ki67 (diluicdo 1:25, clone MIB1, ref M7240, Dako) overnight a 4 °C. As laminas
foram entdo incubadas por 60 minutos em temperatura ambiente com anticorpos de
cabra anti-camundongo (diluicdo 1:200 em BSA 1M, IgG - HRP - HRO conjugated, ref
sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, EUA) seguida de avidina por 45 minutos a 37 °C

(ImmunoCruz, Rabbit ABC Staining System Kit, ref. sc-2018, Santa Cruz Biotechnology,
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EUA). Diaminobenzidina (DAB) foi utilizada como cromégeno (K3468, Dako). Em
seguida, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer e montadas
com balsamo do Canada (ref 1003, Dinamica, Brasil). O controle negativo consistiu na
solucdo de diluicdo sem o anticorpo primario. Foliculos com pelo menos uma célula
da granulosa marcada com Ki67 foram considerados proliferativos.

Para vascularizagdo, foi utilizado o anticorpo anti-alfa-actina (mouse
monoclonal, 1A4, diluicdo 1:100, sc-32251, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). A
recuperacao antigénica foi realizada com a imersdo dos cortes em tampao citrato 10
mM, pH 6,0, a 93 °C por 20 minutos. Em seguida, foi realizado bloqueio da peroxidase
enddgena com H,0, em metanol (10%) durante 20 minutos. O bloqueio de reagdes a
proteinas inespecificas foi feito com leite em pé desnatado 5% por 30 a 60 minutos.
Os cortes foram incubados a 4 °C overnight com o anticorpo primario diluido em
albumina sérica bovina (BSA; Sigma, St. Louis, MO, USA) e apés incubados com
polimero EnVision TM + Dual Link System-HRP (Dako, Carpinteria, CA, USA). Os cortes
foram revelados com solucdo de diaminobenzidina (DAB — K3468, Dako) e
contracorados com hematoxilina de Mayer. Préstata de camundongo foi utilizada
como controle positivo. O controle negativo consistiu na solu¢do de diluicdo sem o

anticorpo primdrio.

ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS® versdo

17.0. Varidveis quantitativas foram testadas para distribuicdo normal utilizando o
teste Shapiro-Wilk e transformadas para arcsenv% quando ndo apresentavam
distribuicdo normal. Possiveis diferencas entre os grupos foram investigadas por
ANOVA ou o teste Kruskal-Wallis (para dados ndo distribuidos normalmente, mesmo
apos transformacdo), seguidos pelo teste de Bonferroni (comparacdes multiplas) ou
Mann-Whitney U (comparacdes 2 a 2). O teste T ou teste de Wilcoxon (dados ndo
distribuidos normalmente) foi utilizado para verificar as diferencas entre CAM e CIV
(comparacbes pareadas). Diferencas foram consideradas significativas quando

p<0,05.
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RESULTADOS

A taxa de sobrevivéncia dos embrides de galinha foi de 75,58% (130 de 172)
apos a inser¢do dos fragmentos de ovario. A morte dos embrides foi detectada pela
aparéncia fosca do saco vitelino. Foram analisados fragmentos de ovario oriundos
apenas de ovos viaveis.

Um total de 6291 foliculos ovarianos foram analisados: 5720 primordiais e 574
foliculos em crescimento. Foi observado que os foliculos primordiais foram sempre a
maioria (90,9%) de todos os foliculos encontrados em todos os grupos. Houve um
decréscimo geral na porcentagem de foliculos morfologicamente normais (FMN),
tanto primordiais quando em crescimento, durante o cultivo (Tabela 2). Entretanto,
diferencas significativas foram observadas apenas para CIV comparado ao controle
(dia 0), do dia 2 em diante para foliculos primordiais, e nos dias 2 e 3 para foliculos em
crescimento. As porcentagens de FMN em crescimento nos dias 4 e 5 do CIV ndo foram
diferentes do dia 0 (P<0,05), provavelmente devido ao baixo niumero de foliculos
encontrados nos fragmentos ovarianos. Por outro lado, o nimero total de FMN em
crescimento nesses dias foi significativamente diferente (P<0,05) do controle (dia 0).
Nenhuma diferenca foi observada entre as porcentagens de FMN (primordiais ou em
crescimento) em fragmentos ovarianos cultivados em CAM e o controle (P>0,05).
Também n3o houve diferenca estatistica entre as porcentagens e o niumero de

foliculos em CAM e CIV durante o cultivo.
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Tabela 2: Porcentagem (média * desvio padrdo) e numero de FMN primordiais e em
crescimento, em relagdo ao total, no controle (Dia 0) e durante os 5 dias de
cultivo in vitro (CIV) e em CAM.

Tratamento Dia % FMN Primordiais % FMN em Total
crescimento

Controle 0 79 + 8 (600/777) 89 + 16 (35/44) 821

1 60 + 24 (351/637) 69 + 32 (31/43) 680

2 38 +20(127/285) 59 + 39 (19/43) 328

CAM 3 60 + 26 (110/191) 65 + 5 (55/86) 277

4 60 + 30 (165/340) 57 +37(29/43) 383

5 53 +41(91/171) 44 + 62 (15/18) 189

1 56 + 20 (501/864) 54 + 39 (39/78) 942

2 53 + 12* (314/581) 43 +35*% (28/51) 632

cv 3 49 + 18* (379/745) 47 +34* (58/119) 864

a4 46 + 17* (222/443) 14 + 22 (4/51) 468

5 42 +18* (296/686) 46 + 45 (11/24) 710

* indica diferenca significativa em relagdo ao controle (Dia 0) na porcentagem de FMN
(P<0,05).

Considerando apenas os FMN, foliculos primordiais também estavam
presentes em maior nimero (Tabela 3). Ndo houve diferenca significativa entre CAM
e CIV ou entre os dias de cultivo (P>0,05). A porcentagem de foliculos primordiais na
populagdo de FMN foi sempre maior que 80%, com excegdo do dia 3 de cultivo em
CAM, onde houve uma maior variacdo entre as amostras e muitos fragmentos nao
apresentavam nenhum foliculo. Além disso, no dia 3, tanto em CIV quanto em CAM,
a porcentagem de foliculos em crescimento foi maior que no controle, apesar de ndo

ter sido observada diferenca estatistica (P>0,05).
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Tabela 3: Porcentagem (Média + desvio padrdo) e numero de foliculos primordiais e
em crescimento, considerando apenas FMN, em controle (Dia 0) e durante 5
dias de cultivo in vitro (IVC) e em CAM.

Tratamento Dia

% Primordiais/FMN

% Em Crescimento/FMN

Controle 0 94+4 (600/635) 6+4 (35/635)
1 92+8 (351/382) 8+8 (31/382)

2 83+10 (127/146) 1210 (19/146)

CAM 3 66+29 (110/165) 34+29 (55/165)
4 81+20 (165/194) 19+20 (29/194)

5 91+16 (91/106) 916 (15/106)

1 94+7 (501/540) 6%7 (39/540)

2 90+14 (314/342) 10+14 (28/342)

cv 3 86+23 (379/437) 1423 (58/437)
4 95+10 (222/226) 5+10 (4/226)

5 97+5 (296/307) 3%5 (11/307)

O numero estimado de foliculos em 1 mm? de tecido ovariano é apresentado

na Tabela 4. O numero de foliculos primordiais cultivados em CAM nos dias 2, 3 e 5 foi

significativamente menor (P<0,05) que no controle. Ndo houve outras diferencas

estatisticas.

Tabela 4: Numero estimado (média + DP) de foliculos primordiais e em crescimento,

em 1 mm? de tecido ovariano.

Tratamento Dia Primordiais Em Crescimento
Controle 0 377 £ 305 15+ 16
1 299 + 288 15+ 20
2 101 + 132* 13+23
CAM 3 86 + 149* 24 +41
4 156 + 334 11+ 16
5 68 + 85* 4+11
1 379 +331 30+45
2 285 + 182 21422
Clv 3 360 + 145 35+42
4 157 + 157 8+15
5 303 +536 10+ 16

* indica diferenca significativa em relagdo ao controle (Dia 0) (P<0,05).
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As alteragcGes mais frequentemente observadas nos foliculos primordiais
foram ovécito com ndcleo picndtico, citoplasma do ovécito retraido e foliculo
destacado do estroma. Outros sinais de degeneragdao foram ovécito destacado das
células da granulosa, vacuolos citoplasmaticos e desorganizagdo/picnose das células

da granulosa (Figura 9).
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Figura 9: Alteragbes mais observadas nos foliculos ovarianos em CIV e CAM. Setas
pretas indicam o nucleo do ovdcito; pontas de seta brancas indicam o nucléolo.
A) Foliculos primordiais morfologicamente normais. B) Foliculo primordial com
nucleo do ovdcito picndtico (ponta de seta preta). C) Foliculo primordial com
citoplasma do ovdcito retraido. D) Foliculo primordial com citoplasma do ovdcito
destacado das células da granulosa. E) Foliculo em crescimento descolado do
estroma. F) Foliculo primordial apresentando vactolos no ovdcito e descolado
do estroma. Barra = 10 um.

A Figura 10 mostra imagens representativas de fragmentos ndo cultivados
(controle) e cultivados in vitro e em CAM corados em HE (A-C), marcados com anti-
Ki67 (D-F) e corados com tricromico de Gomori (G-1). Enquanto FMN eram abundantes
no dia O (controle — Figura 10A), poucos foliculos foram encontrados no dia 5 do
cultivo em CAM (Figura 10B) e muitos foliculos degenerados foram observados em CIV
(Figura 10C). Além disso, foi observado um aumento da vascularizacdo do tecido
cultivado por 5 dias em CAM (Figura 10B), o que obviamente ndo foi observado em
CIV (Figura 10C). No dia 0 (controle — Figura 10D), foi possivel observar a proliferacao

das células da granulosa em foliculos em crescimento, marcadas pelo anticorpo Ki67.
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Durante o cultivo, entretanto, ndo foi observada nenhuma célula marcada com o
anticorpo, tanto em CAM quanto em CIV (Figura 10E e F). O tricrdmico de Gomori

mostrou que os fragmentos apresentaram cada vez mais tecido conjuntivo ao longo

do cultivo, independentemente do sistema (Figura 10G, He l).

Figura 10: A, B e C: Aspecto geral do tecido ovariano no dia O (controle —A) e dia 5 em
CAM (B) e CIV (C). Foliculos ovarianos raramente foram encontrados apds 5 dias
de cultivo em CAM. D, E e F: Proliferacdo celular marcada com anticorpo Ki67 no
dia 0 (controle — D), dia 4 de cultivo em CAM (E) e dia 3 de CIV (F). Células da
granulosa proliferativas estGo marcadas em marrom. G, H e I: Coloragdo por
tricrémico de Gomori no dia 0 (controle - G); e dia 4 do cultivo em CAM (H) e CIV
(1). Nucleos corados em roxo; vasos sanguineos corados em vermelho; tecido
conjuntivo corado em azul. Barra = escala em um.

Vasos sanguineos foram observados desde o dia 1 do cultivo, mas a CAM
aderiu ao tecido ovariano no dia 2. Vasos sanguineos de galinha foram observados
permeando o tecido ovariano de gata cultivado em CAM nos dias 4 e 5, como foi
confirmado pela marcagdo com anti-alfa-actina, contendo hemacias nucleadas (Figura

11).
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Figura 11: Vasos sanguineos marcados com anti-alfa-actina (setas pretas) permeando
o tecido ovariano, proximos a foliculos ovarianos (pontas de seta brancas).

DiscussAo

Este é o primeiro estudo comparando o cultivo de tecido ovariano de gatas in
vitro e em CAM. O cultivo de tecido ovariano em CAM ja foi realizado em
camundongos, bovinos (Cushman et al., 2002; Gigli et al., 2005) e humanos (Martinez-
Madrid et al., 2009; Isachenko et al., 2012; Isachenko et al., 2013), mostrando que
foliculos primordiais sobreviveram até 5 dias in ovo. No presente estudo, foliculos
primordiais representaram 81-97% de todos os foliculos morfologicamente normais
em todos os dias de cultivo. Porém, houve uma reducao visivel no nimero estimado
de foliculos em 1 mm?3 de tecido ovariano cultivado em CAM nos dias 2, 3 e 5
comparados ao controle (dia 0), mostrando que, apesar de a proporc¢ado de foliculos
primordiais normais permanecer constante, a maioria dos foliculos ndo sobreviveu in
ovo. Isto também foi observado por Gigli et al. (2005), que reportaram uma queda
significativa no numero de foliculos (primordiais, primarios e secundarios) em tecido
ovariano de camundongo, tanto apds 2 dias em CAM quanto cultivado 2 dias in ovo
seguido por 8 dias in vitro. Por outro lado, Cushman et al. (2002) realizaram cultivo de
tecido ovariano bovino em CAM por 5 dias e o numero de foliculos nao foi alterado
em seu experimento. Martinez-Madrid et al. (2009) observaram que, apds 5 dias de
cultivo em CAM, tecido ovariano humano apresentou um aumento na porcentagem
de foliculos intermedidrios e primdrios. Porém, no seu estudo, ndo foi reportado o

numero total de foliculos contados.
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No presente estudo, foi observada uma notdvel variagdo individual na resposta
do fragmento ao cultivo, especialmente nos dias 3 e 5 do cultivo em CAM, quando o
numero de foliculos foi dramaticamente reduzido em comparagao com o controle (Dia
0) (Tabela 2). Além disso, muitos fragmentos ndo apresentavam nenhum foliculo. O
dia 3 do cultivo em CAM também apresentou um aumento no nimero e porcentagem
de FMN em crescimento, somados a uma queda na porcentagem de FMN primordiais,
sugerindo ativacdo e desenvolvimento folicular. Entretanto, as andlises estatisticas
nao mostraram diferencas significativas e esses resultados ndao foram mantidos nos
dias 4 e 5 em CAM.

Era esperado que o cultivo em CAM fosse mais efetivo devido a possibilidade
de crescimento vascular fisioldgico e possivel presenca de nutrientes e fatores de
crescimento naturais. De fato, foi observada neovascularizagdo no tecido nos dias 4 e
5 de cultivo em CAM, confirmada pela imuno-histoquimica e pela presenca de
hemacias de galinha (nucleadas) no tecido ovariano. A vascularizagao foi induzida pelo
processo de cicatrizacdo causado pela traumatizacdo da CAM antes da inser¢do dos
fragmentos (Martinez-Madrid et al., 2009). Este fato estd de acordo com a literatura
para cultivo de tecido ovariano humano em CAM pela mesma duragao do presente
estudo (Martinez-Madrid et al., 2009; Isachenko et al., 2012). Todavia, o numero
reduzido de foliculos, a auséncia de proliferacdao celular e o aumento do tecido
conjuntivo observados no presente estudo sugerem que esse sistema nao foi eficiente
para manter ou promover o desenvolvimento de foliculos ovarianos de gatas.

Existem varios estudos a respeito dos fatores de angiogénese presentes na
CAM [revisado por Ribatti et al. (2001)], sendo alguns deles importantes para o
desenvolvimento folicular, tais como o Fator de Crescimento de Fibroblastos Basico
(bFGF) e o Fator de Crescimento e Transformacado B (TGF-B). Apesar de a relevancia
fisioldgica do bFGF para a funcdo ovariana ainda estar sob investigacdo, algumas
evidéncias sugerem que este fator pode ter um papel central no suporte do
crescimento e desenvolvimento das células da granulosa-luteinicas (Gospodarowicz,
1989). Muitos fatores de crescimento da superfamilia TGF-B possuem funcdes
conhecidas na foliculogénese. Porém, pouco se sabe sobre seu papel em ovarios de

gatas. O TGF-B, juntamente com a ativina e diversas proteinas morfogénicas dsseas
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(BMPs), esta envolvido em agbes pardcrinas nas células da teca para atenuar a
producdo de andrégenos dependente de LH em foliculos antrais pequenos e médios
(Glister et al., 2005). Em gatas, este fator de crescimento pode atuar nas populagées
de foliculos intermedidrios e antrais, ativando a via de sinalizagdo Smad (Bristol e
Woodruff, 2004). Outro fator de crescimento presente na CAM é o Fator de
Crescimento Semelhante a Insulina | (IGF-I) (De Pablo et al., 1993), que é conhecido
por aumentar a sensibilidade das células da granulosa a gonadotropinas no ovario de
mamiferos (Behl e Kaul, 2002), mas ndo ha estudos especificos sobre este fator em
gatas. Ndo é conhecido se os fatores de crescimento presentes na CAM compartilham
da mesma sequéncia de aminoacidos necessdria para o crescimento e
desenvolvimento folicular em gatas. Portanto, diferencas entre as espécies também
podem impactar os resultados encontrados no presente estudo. Gigli et al. (2005)
sugeriram que o hormonio anti-mulleriano (AMH) presente nas gbnadas de embrides
de galinha inibe a ativacdo folicular em tecido ovariano de camundongos e bovinos. E
possivel que o mesmo fator esteja afetando o desenvolvimento de foliculos de gatas
no cultivo em CAM, mas outros estudos precisam ser realizados para compreender
quais fatores podem influenciar o desenvolvimento do tecido ovariano de gatas em
CAM.

A porcentagem de FMN reduziu em relagcdo ao controle (Tabela 2). No dia 3 do
ClV, assim como em CAM, houve um aumento da porcentagem de FMN em
crescimento, com uma redugao concomitante nos foliculos primordiais, apesar de nao
ser estatisticamente significativa (Tabela 3). Diversos outros estudos reportaram
crescimento folicular in vitro em outras espécies. Entretanto, a maioria deles estava
testando diferentes hormdnios/fatores de crescimento, como Hormdnio do
Crescimento (GH) (Tanpradit e Chatdarong, 2011; Wongbandue et al., 2013b), IGF-I,
Fator de Crescimento Epidermal (EGF), bFGF (Jewgenow e Pitra, 1993; Jewgenow,
1996; 1998; Rajarajan et al., 2006; Sharma, G. T. et al., 2009) e ativina-A (Telfer et al.,
2008; Tanpradit e Chatdarong, 2011; Wongbandue et al., 2013b).

Apesar de os resultados em CAM e CIV ndo terem sido diferentes
estatisticamente (P>0,05), o cultivo em CAM mostrou um nimero muito menor de

foliculos que o CIV no presente estudo. Além disso, a variacdo entre os fragmentos,
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bem como o numero de fragmentos que ndo apresentaram nenhum foliculo, também
foram maiores em CAM. Esses resultados sugerem que o CIV é uma melhor opc¢ao
para avaliar a sobrevivéncia folicular e seu desenvolvimento inicial do que o cultivo
em CAM. Quando Isachenko et al. (2013) compararam o cultivo em CAM e o
autotransplante de tecido ovariano humano apéds criopreservagao, eles observaram
que 88% dos foliculos primordiais estavam degenerados apds 5 dias de cultivo em
CAM, enquanto o tecido autotransplantado restabeleceu o ciclo menstrual
espontaneamente e aumentou a concentragao sérica de 17-f estradiol de 19 para 220
pg/mL em cinco meses. O autotransplante e o xenotransplante também ja mostraram
resultados promissores em outros estudos (Bosch et al., 2004; Santos, 2007; Donnez
e Dolmans, 2014).

Em gatas, apds um longo periodo sem publicagGes nesta linha de pesquisa,
novos estudos estdo emergindo, mas ndo ha consenso sobre o melhor método para
cultivo de foliculos pré-antrais felinos. Estudos recentes tém utilizado o cultivo in vitro
para avaliar a criopreservacdo do tecido ovariano nesta espécie. Wiedemann et al.
(2013) reportaram que 85% dos foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano
criopreservado de gatas domésticas, leopardos chineses e ledes africanos estavam
degenerados apds 14 dias em CIV. Além disso, no mesmo estudo, houve uma reducao
significativa no nimero de foliculos contados durante o cultivo. O meio de cultivo
utilizado pelos autores foi o mesmo descrito por Telfer et al. (2008), que reportaram
que, em tecido ovariano de humanos cultivado sem ativina por 4 dias, mais de 90%
dos foliculos apresentaram sinais de degeneracdo. Assim, é possivel que o meio
utilizado no presente experimento e na literatura (Wiedemann et al., 2013) ndo tenha
sido adequado para sustentar o desenvolvimento de foliculos de gatas. Como ha
pouca informacdo sobre a foliculogénese em gatas (Goritz et al., 1996; Bristol e
Woodruff, 2004), ainda ha dificuldades para o desenvolvimento de um meio de cultivo
adequado. Adicionalmente, o proprio processo de criopreservacdo pode ter
influenciado na grande perda folicular apds cultivo observada na literatura
(Wiedemann et al., 2013).

O objetivo deste estudo foi investigar a eficiéncia do CIV e do cultivo em CAM

de tecido ovariano de gatas, e verificar se estes poderiam ser utilizados como
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ferramentas para avaliar os protocolos de criopreservacao em tecido ovariano felino.
Nenhum dos sistemas foi capaz de promover crescimento e/ou desenvolvimento
folicular em tecido ovariano fresco. Além disso, o cultivo em CAM promoveu uma
reducdo drastica no numero total de foliculos. Como o préprio processo de
criopreservagao provoca injurias no tecido, os resultados obtidos mostram que é
necessario aprimorar estas técnicas de desenvolvimento folicular em felinos, em
especial o CIV, para que possam ser confidveis como método de avaliacdo de
protocolos de criopreservagdo. Enquanto isso, é necessdario langcar mao de métodos

alternativos, como os transplantes.
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CAPITULO 2: AVALIACAO DA CRIOPRESERVACAO DE TECIDO

OVARIANO FELINO PELO AUTOTRANSPLANTE HETEROTOPICO

RESUMO

Quase todos os felideos estdo ameacados de extingdo, com excecdo do gato
doméstico, que se tornou um excelente modelo para estudos reprodutivos por sua
proximidade filogenética com as outras espécies. A criopreservacao de tecido
ovariano tem o potencial para preservar os gametas de mamiferos e tem se tornado
uma importante ferramenta para o estabelecimento de bancos genéticos e estudos
reprodutivos. Este estudo teve como objetivo avaliar o processo de criopreservacao
de tecido ovariano de gatas por meio do autotransplante heterotdpico. Para isso,
guatro gatas foram submetidas a ovariohisterectomia e os ovdrios foram cortados e
criopreservados. Apés uma semana, foram autotransplantados para a regido dorsal
do pescoco e retirados apds 7, 14, 28, 49 e 63 dias, processados para histologia e
corados com hematoxilina-eosina e tricromico de Masson. Foram realizadas analises
imunohistoquimicas para proliferacdo celular, vascularizacdo e apoptose celular. A
porcentagem de foliculos morfologicamente normais primordiais e em crescimento
nas amostras de tecido fresco (Grupo Controle) foram de 87,8% e 96,7%,
respectivamente, e imediatamente apds o descongelamento (Controle Crio) de
73,7% e 100%, respectivamente, e ndo foram significativamente diferentes entre
si. O numero total de foliculos primordiais reduziu drasticamente apds o transplante;
no dia 0, foram observados 491 foliculos primordiais, enquanto no dia 7 apds o
transplante foram observados apenas 31 foliculos nas 4 gatas. Além disso, a maioria
deles estava degenerado. Foliculos em crescimento quase ndao foram vistos apds o
transplante. Nenhum foliculo morfologicamente normal foi encontrado a partir de 49
dias de transplante. Tanto imediatamente apds o descongelamento (Controle Crio)
guanto nos dias 7, 14 e 28 apds o transplante os foliculos encontrados estavam vivos.
Nos fragmentos de Controle e Controle Crio, a maioria dos foliculos (primordiais e em
crescimento) apresentavam proliferacdo das células da granulosa. Dois foliculos

antrais foram encontrados aos 28 dias em uma das gatas e se mostraram vivos e
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proliferativos. A principal degeneracdo encontrada em todos os transplantes foram
estruturas foliculares apresentando células da granulosa justapostas sem a presenca
do ovdcito. Houve um aumento das fibras coldgenas a partir dos 7 dias de transplante.
A vascularizacdo do tecido foi observada apds 7 dias de transplante, e vasos
sanguineos calibrosos foram facilmente observados nos dias 49 e 63 apds transplante.
Em conclusao, apesar de ter sido observado o desenvolvimento de 2 foliculos antrais,
houve uma grande perda folicular apds o transplante de tecido ovariano de gatas
previamente criopreservado. Nossa hipdtese é que a jungao dos danos causados pela
criopreservacdo com a dificuldade dos foliculos de sobreviver ao periodo de isquemia-

reperfusdo apds os transplantes pode ter levado aos resultados do presente estudo.
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INTRODUCAO

A extincdo animal tem ocorrido em uma taxa muito mais alta que a especiacao,
principalmente devido a impactos humanos (caga furtiva, destruicdo de habitat) e
doencas (Cites, 2014). A conservacdo animal tem como objetivo o entendimento e a
sustentacdo da biodiversidade, pois o desaparecimento de uma espécie pode
comprometer o funcionamento de todo o ecossistema (Comizzoli et al., 2009). Com
exce¢do do gato doméstico, todos os outros felideos estdo presentes na Lista
Vermelha da IUCN para espécies ameacgadas de extingdao (lucn, 2015). O gato
doméstico é um excelente modelo para estudos reprodutivos visando os felideos
selvagens devido a sua proximidade filogenética (Swanson, 2003). Além da
preservacao dos habitats, tecnologias de reproducdo assistida, como inseminacao
artificial, fertilizacdo in vitro e manipulacdo de ovdcitos inclusos em foliculos pré-
antrais (MOIFOPA), sdo consideradas ferramentas importantes para a conservacgao de
animais ameacados de extingao (Jewgenow et al., 1997; Lermen et al., 2009). Dentre
essas ferramentas, a criobiologia tem tido papel chave na formacdo de bancos
genéticos e estudos reprodutivos (Comizzoli, 2015).

A criopreservacao de tecido ovariano visando o melhor aproveitamento de
ovdcitos inclusos em foliculos pré-antrais é uma alternativa promissora e tem sido
estudada em diversas espécies (Ambrosini et al., 2006; Santos et al., 2010; Jewgenow
etal.,, 2011). Em gatas, Lima et al. (2006) compararam o uso de 1,5M de etilenoglicol
(EG) ou glicerol no congelamento lento de ovério de gatas domésticas e concluiram
que o EG promoveu melhor preservacdo da morfologia dos foliculos apds o
descongelamento. Os autores obtiveram 58% de foliculos morfologicamente normais
(FMN) utilizando EG. Posteriormente, Carrijo Jr. (2009) realizou o congelamento lento
de tecido ovariano felino utilizando 1,5M de dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4% de
sacarose em PBS e obteve uma taxa de ~55% de FMN. Outro trabalho, realizado em
nosso laboratdrio, comparou os crioprotetores EG e DMSO a 1,5M ou a combinacgao
de ambos (0,75M cada) em M-199 no congelamento lento e obteve uma taxa de ~80%
de FMN, independente do tratamento, mas a ultraestrutura dos foliculos
criopreservados com DMSO se revelou mais semelhante ao controle. As mitocéndrias

estavam com eletrondensidade normal e bem distribuidas; foi possivel observar a
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zona pellcida e ovdcito aderido as células da granulosa, enquanto no congelamento
com EG ou EG+DMSO observou-se o descolamento do ovdcito das células da
granulosa, granulagdo do citoplasma e areas vazias na regido perinuclear (Leonel,
2013).

Porém, apesar de os foliculos se apresentarem morfologicamente normais,
isso nado significa que eles estejam vidveis. Alguns danos causados pela formagao dos
cristais de gelo ndo sdo visiveis imediatamente apds o descongelamento. Algumas
lesdes foliculares ndo detectadas imediatamente pds-descongelamento podem ser
expressas somente apds um periodo em atividade (Faustino et al., 2011). Formas de
avaliar tecido ovariano apods criopreservagdo incluem o cultivo in vitro (Hasegawa et
al., 2006; Isachenko et al.,, 2006; Wiedemann et al., 2013) e em membrana
corioalantoica (CAM) de embriGes de galinha (Isachenko et al., 2012; Isachenko et al.,
2013) bem como os transplantes (Donnez e Dolmans, 2014; Jensen et al., 2015).

O cultivo in vitro e em CAM ainda ndo foi bem estabelecido em gatas (vide
capitulo 1). J& os transplantes de tecido ovariano tém mostrado resultados
promissores em diversas espécies [revisado por Demeestere et al. (2009); Macedo et
al. (2011); Grynberg et al. (2012)]. Em gatas, Gosden et al. (1994) realizaram
xenotransplante de tecido ovariano fresco em camundongos SCID por até 9 meses e
encontraram foliculos antrais de até 3 mm de didmetro. Fassbender et al. (2007)
realizaram xenotransplante em ratos nude e obtiveram 54,5% de sobrevivéncia
folicular apds 4 semanas, além de observarem foliculos antrais e complexos cumulus
ovdcito. Em nosso laboratério foi realizado autotransplante heterotépico de tecido
ovariano fresco de gatas e 3 de 5 gatas apresentaram foliculos antrais em 28, 49 e 63
dias pés-transplante (Leonel, 2013). Ha apenas um estudo com transplante de tecido
ovariano felino ap6s criopreservacdo, no qual os autores realizaram xenotransplante
para camundongos NOD SCID e detectaram foliculos antrais apds 67 dias (Bosch et al.,
2004). Baseado nesses resultados, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
processo de criopreservacao de tecido ovariano de gatas por meio do autotransplante

heterotdpico.
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MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal da
Universidade de Brasilia (Protocolo 76940/2012). Quatro gatas adultas sem raca
definida, negativas para sindrome de imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia
felina (FeLV), vermifugadas e clinicamente saudaveis foram mantidas em gaiolas

individuais (80x60x45cm) com agua e racdo comercial ad libitum.

PROCEDIMENTO DE OVARIOHISTERECTOMIA

Apds um més de adaptacdo e observacao clinica, os animais foram submetidos
a ovariohisterectomia bilateral em uma clinica veterinaria local. Previamente a
cirurgia, os animais foram mantidos em jejum por 12h e entdo foram anestesiados
com acepromazina (0,2 mg/Kg) e meperidina (5 mg/Kg) aplicadas via intramuscular. A
anestesia foi induzida com ketamina (3 mg/Kg) e midazolam (0,5 mg/Kg) por via
intravenosa e mantida com isofluorano vaporizado em oxigénio a 100% (Cunha et al.,
2002; Schiochet et al., 2007). Antibidtico profilatico (enrofloxacina, 5 mg/Kg) e anti-
inflamatdrio (cetoprofeno, 2 mg/Kg) foram administrados via intramuscular
previamente ao procedimento cirdrgico. A ovariohisterectomia foi realizada de
acordo com a técnica de Fossum (2007).

Apds a cirurgia, os ovarios foram limpos de tecido adiposo e ligamentos e
cortados em oito fragmentos de aproximadamente 1x1x5mm. Um fragmento foi
imediatamente fixado em paraformaldeido 4% como controle (Dia 0). Os outros sete
fragmentos foram levados ao laboratério em M-199 suplementado com 10% de soro

fetal bovino (SFB) a aproximadamente 15 °C em 40 minutos.

CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DOS FRAGMENTOS

No laboratério, os fragmentos foram criopreservados conforme descrito por
Leonel (2013). Resumidamente, as amostras foram colocadas em pares dentro de
criotubos contendo 1 mL M-199 com 1,5M de dimetilsulféxido (DMSQO), 10% SFB e
0,4% sacarose. Os criotubos foram equilibrados a 10 °C por 10 minutos e transferidos

para um congelador programavel (Dominium K, Biocom, Brazil), onde foram resfriados
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a -2 °C/min até -7 °C e mantidos nesta temperatura por 15 minutos para o seeding.
Apos o seeding, eles foram resfriados a -0,3 °C/min até -35 °C e entdo imersos em

nitrogénio liquido (-196 °C) (Figura 12).

°C
10

Seeding

-35

0 10 18.5 33.5 126,85
Tempo (minutos)

Figura 12: Curva de congelamento lento.

Apds 7 dias, as amostras foram descongeladas. Primeiro, os criotubos foram
mantidos a temperatura ambiente por 1 minuto e entdo mergulhados em banho-
maria a 37 °C até o completo descongelamento. Para remocdo dos crioprotetores,
cada amostra foi lavada trés vezes, por 5 minutos cada, em M-199 contendo 10% SFB
e concentragdes decrescentes de sacarose (0,4%, 0,2% e 0) e DMSO (0,75M, 0,375M
e 0). Imediatamente apds o descongelamento, um fragmento foi fixado em

paraformaldeido 4% (Controle Crio).

AUTOTRANSPLANTES

Os outros seis foram rapidamente lavados em solucdo de iodo 1% e trés vezes
em solucdo salina 0,9% estéril, e entdo autotransplantados para o tecido subcutaneo

da regido dorsal do pescoco das gatas (Figura 13). A técnica de autotransplantes foi
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realizada conforme Leonel (2013). Cada gata recebeu 5 mg/Kg de vitamina E
intramuscular no dia do transplante. Os fragmentos foram removidos apds 7, 14, 28,
49 e 63 dias, quando foram fixados em paraformaldeido 4% por 4 horas em
temperatura ambiente para andlises. Para o transplante e a remoc¢ao dos fragmentos,
as gatas foram anestesiadas com ketamina (5 mg/Kg) e xilazina (0,5 mg/Kg)

intramuscular.

2 et Retirada:
Ovarios £
14 dias
28 dias
49 dias
63 dias

I camp’
A

Figura 13: Fragmentos ovarianos autotransplantados. 1) Controle (Dia 0). 2) Controle
Crio. 3) Transplantes apds congelamento/descongelamento.

ANALISES HISTOLOGICAS, HISTOQUIMICAS E IMUNOHISTOQUIMICAS

As amostras de tecido ovariano foram desidratadas em solucdes crescentes de
etanol (70%, 80%, 90% e trés banhos de etanol 100%), diafanizadas em xilol e
embebidas e incluidas em Paraplast. Os blocos foram cortados (4 um) e 1 a cada 4
cortes foi corado com hematoxilina e eosina (HE). Dos cortes remanescentes, alguns
foram selecionados para coloragdo com tricromico de Masson e para
imunohistoquimica.

Nos cortes corados com HE, os foliculos foram classificados como primordiais
(quando apresentava apenas células da granulosa achatadas ao redor do ovdcito) ou
em crescimento (quando apresentavam células cuboidais ao redor do ovdcito,

organizadas em uma ou mais camadas), e como morfologicamente normais ou
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degenerados. Foliculos morfologicamente normais (FMN) apresentavam uma
distribuicdo uniforme das células da granulosa e um ovécito esférico.

A coloragdo com tricromico de Masson foi utilizada para verificar areas
fibréticas nos fragmentos, nas quais as fibras coldgenas do tecido conjuntivo sao
coradas em verde. O ensaio de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)
dUTP Nick-End Labeling) e os anticorpos anti-Ki67 e anti-CD31 foram realizados para
identificar apoptose, proliferacao celular e vascularizacao, respectivamente.

O ensaio de TUNEL foi realizado de acordo com o protocolo descrito por
Vanacker et al. (2012): As laminas foram desparafinizadas com Histosafe (Yvsolab SA,
Bélgica) e reidratadas em 2-propanol e entdo tratadas com uma solu¢do de trabalho
de 20 pg/ml de proteinase K em 10mM de Tris-HCl, pH 7,5, por 30 minutos a 37 °Cem
camara Umida. Quebras de DNA foram detectadas utilizando o kit In Situ Cell Death
Detection Kit, TMR Red (Roche). Apds lavar em PBS, as laminas foram incubadas com
a mistura para rea¢dao de TUNEL: 50 pl da solugdo de enzima TdT e 450 pl da solugao
tampado por 60 minutos a 37 °C em camara Umida protegida da luz, seguida por
lavagem em PBS sem calcio e magnésio. Tecido de tonsila humana foi utilizado como
controle positivo e o controle negativo foi incubado com a solu¢gao marcadora sem a
enzima TdT. As laminas foram cobertas com o meio Vectashield Mounting Medium
com 4',6-diamino-2-phenylindole (DAPI) (Vector Laboratories) e examinadas sob
microscépio de fluorescéncia (Leica, Alemanha). As células positivas para TUNEL
(fluorescéncia vermelha) foram visualizadas aplicando ondas de excitagdo na faixa de
520-560 nm e coletando emissdo de 570-620 nm, respectivamente. As ondas de
excitacdo e emissdao do DAPI (fluorescéncia azul) foram de 360 nm e 460 nm,
respectivamente. Os foliculos foram classificados de acordo com Martinez-Madrid et
al. (2004), observando a porcentagem de células mortas (fluorescéncia vermelha) em
relacdo a todas as células identificadas no tecido (fluorescéncia azul).

O marcador de proliferacdo Ki67 foi utilizado para identificar proliferacdo das
células da granulosa porque ele estd presente apenas nas fases ativas do ciclo celular
(G1, S, G2 e mitose). A proliferacao celular foi analisada como previamente descrito
por Dolmans et al. (2007): as laminas foram desparafinizadas com Histosafe (Yvsolab

SA, Bélgica) e reidratadas em 2-propanol. A atividade da peroxidase enddgena foi
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blogueada pela incubacdo das laminas em 3% H,0, em agua por 30 minutos a
temperatura ambiente. A recuperacdo antigénica foi realizada com tampao citrato
por 75 minutos a 98 °C seguida de incubagdo com soro de cabra por 30 minutos para
bloquear liga¢des inespecificas. As laminas foram entdo incubadas overnight com IgG
de camundongo anti-Ki67 humano (4 °C, dilui¢ao 1:50; clone MIB-1, REF M7240, Dako,
Glostrup, Dinamarca) e anticorpo secundario de cabra anti-camundongo (Dako,
K4001). Diaminobenzidina (DAB — Dako) foi usado como cromdgeno e os nucleos
foram contracorados com hematoxilina. Endométrio proliferativo humano foi
utilizado como controle positivo. O controle negativo consistiu em incubacdo da
amostra em solugao sem o anticorpo primario. Foliculos com pelo menos uma célula
da granulosa marcada com Ki67 foram considerados proliferativos.

O anticorpo anti-CD-31 foi utilizado para andlise de vascularizagdo, uma vez
gue essa proteina marca a presenca de células endoteliais no tecido. O mesmo
protocolo descrito acima foi realizado, utilizando anticorpo de coelho anti-CD31
humano (PECAM-1 human clone EP3095, mAb, Epitomics, Ref 2530-1) e anticorpo
secunddrio de cabra anti-coelho (Dako, K4003). Ovério de camundongo foi utilizado
como controle positivo. O controle negativo consistiu em incubacao da amostra em

solucdo sem o anticorpo primario.

ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas usando o software SPSS versao 17.0.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados foram
testados para distribuicdo normal com o teste de Shapiro-Wilk. Como os dados ndo
apresentaram distribuicdo normal, possiveis diferencas entre os grupos analisados

foram investigadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Mann-Whitney.

RESULTADOS

ASPECTO MIACROSCOPICO DOS FRAGMENTOS

No dia 7, os fragmentos ainda ndo estavam aderidos ao tecido subcutaneo e
foram facilmente removidos. Ja no dia 14, os fragmentos estavam bem aderidos, com
excecdo de um. A partir do dia 28, todos os fragmentos estavam bem aderidos ao
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tecido subcutaneo e envoltos em uma capsula fibrosa. Do dia 14 em diante, os
fragmentos recuperados estavam menores do que quando transplantados e a maioria
tinha forma arredondada. Os fragmentos eram palpaveis externamente, mas a partir
do dia 28, foi dificil identifica-los em meio ao tecido subcutaneo para retird-los. Apds
63 dias, apenas dois de 24 fragmentos nao foram recuperados. Foi realizado ultrassom
para verificar se os fragmentos ainda estavam presentes no local de transplante e eles

ndo foram encontrados, sugerindo que foram reabsorvidos.

ASPECTO MICROSCOPICO DOS FRAGMENTOS

O numero e a porcentagem total de FMN e degenerados estd apresentado na
Tabela 5. O nimero e a porcentagem de foliculos primordiais e em crescimento
morfologicamente normais nas amostras dos grupos Controle e Controle Crio ndo
foram significativamente diferentes. O numero total de foliculos primordiais reduziu
drasticamente apds o transplante. Além disso, a maioria deles estava degenerado.
Foliculos em crescimento quase ndo foram vistos apds o transplante. A porcentagem
de FMN em todos os dias avaliados pds-transplante foi sempre significativamente
menor em relacdo aos grupos Controle e Controle Crio (P<0,05). O ensaio de TUNEL
mostrou que tanto imediatamente apds o descongelamento (Controle Crio) quanto
nos dias 7, 14 e 28 ap0ds o transplante os foliculos encontrados ndo foram marcados
pelo teste de TUNEL, sem células da granulosa marcadas em vermelho (Figura 14).
Nos fragmentos de Controle e Controle Crio, a maioria dos foliculos (primordiais e em

crescimento) foi positiva para Ki67 (Figura 15).
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Tabela 5: Numero e porcentagem de foliculos primordiais e em crescimento
encontrados em tecido fresco (controle), apos a
congelamento/descongelamento (controle crio) e nos dias 7, 14, 28, 49 e 63
dias apds o transplante.

N i D
Tipo Grupos ormais egenerados Total
N % N %
Controle 491 87,8 68 12,2 559
Controle Crio 471 73,7 168 26,3 639
Dia 7 31 31,3 68 68,7 99
Primordiais Dia 14 2 33 59 96,7 61
Dia 28 11 26,8 30 73,2 41
Dia 49 0O 00 10 100,0 10
Dia 63 0O 00 9 100,0 9
Controle 29 96,7 1 3,3 30
Controle Crio 36 100,0 0 0,0 36
Dia 7 2 40,0 3 60,0 5
Em .
. Dia 14 0 0 0
Crescimento
Dia 28 2 100,0 0 0,0 2
Dia 49 0 0 0
Dia 63 0 0 0

Figura 14: Imagens representativas do ensaio de TUNEL mostrando o aspecto geral do
tecido no Controle Crio (A) e no dia 14 (B) apds transplante. Células mortas
marcadas em fluorescéncia vermelha. Setas brancas apontam para foliculos
ovarianos.
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Figura 15: Marcagéo com Ki67 em foliculos nos grupos Controle (A) e Controle Crio (B).
Barra = 100 um.

Um achado comum foram estruturas foliculares apresentando células da
granulosa justapostas sem a presenca do ovécito, o que foi considerado um tipo de
degeneracdo. Esta degeneracdo foi observada em todos os grupos, conforme
mostrado na Tabela 6. Apesar de ndo haver a presenca do ovécito, foi confirmado pelo
Ki67 que esses grupos de células estavam proliferando (Figura 16). Outras
degeneracgbes observadas foram nucleo do ovécito picndtico, ovécito com vacuolos
citoplasmaticos, citoplasma do ovdcito retraido ou descolado e foliculo descolado do

estroma.

Tabela 6: Porcentagem de estruturas foliculares com células da granulosa justapostas
e sem ovdcito (CGJ) em relagdo aos foliculos degenerados encontrados (%
CGJ/F. Deg) e ao total de foliculos contados (% CGJ/F. Total).

Dia % CGJ/F, Deg % CGJ/F, Total
Controle 1,4 (1/69) 0,2 (1/589)
Controle Crio 8,9 (15/168) 2,2 (15/675)

7 63,4 (45/71) 43,3 (45/104)
14 100 (59/59) 96,7 (59/61)
28 100 (30/30) 69,8 (30/43)
49 100 (10/10) 100 (10/10)
63 100 (9/9) 100 (9/9)
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Figura 16: Estruturas foliculares com células da granulosa justapostas e sem ovdcito
(setas) com células marcadas com Ki67 (marrom) nos dias 7 (A), 14 (B) e 28 (C)
apds transplante. Barra = 200 um.

Em um animal, dois foliculos antrais foram encontrados no dia 28 apds o
transplante (Figura 17A e B). Nenhum deles estava em processo de apoptose, como
confirmado pelo ensaio de TUNEL (Figura 17C e D), e suas células da granulosa
estavam proliferando, como confirmado pelo Ki67 (Figura 17E e F). Em colorac¢do HE,
foi possivel observar que um dos foliculos antrais estava em inicio de processo
degenerativo. Em todos os outros animais, nenhum FMN em crescimento foi

encontrado apds 14 dias (Tabela 5).
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Figura 17: Foliculos antrais encontrados em um animal no dia 28 apds transplante. A
e B) Coloragdo HE. C e D) Ensaio de TUNEL mostrando ndo haver células mortas
(ndo hd fluorescéncia vermelha). E e F) Marcagdo com Ki67 mostrando células
da granulosa proliferativas marcadas em marrom. Barra = 200 um.

A coloracdo com tricromico de Masson mostrou uma diferenca entre os
controles (Controle e Controle Crio — Figura 18A e B) e os transplantes. A partir de 7
dias apods transplante, a maior parte do tecido estromal era constituida de fibras
coldgenas (coradas em verde) e, especialmente nas dreas centrais dos transplantes,
sua celularidade foi consideravelmente reduzida (Figura 18C-G). Contudo, a marcagao
com Ki67 mostrou que as células estromais ainda estavam proliferando (Figura 18H)

em todos os fragmentos. O ensaio de TUNEL mostrou que nao havia células mortas
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no Controle, enquanto no Controle Crio, a periferia do tecido apresentou células
mortas (Figura 14A), sugerindo que esta regido sofreu danos durante o processo de

congelamento.

{

Figura 18: A-G) Coloragdo com tricrémico de Masson mostrando o aumento da matriz
extracelular (fibras coldgenas — marcadas em verde) do tecido conjuntivo nos
grupos Controle (A), Controle Crio (B) e aos 7 (C), 14 (D), 28 (E), 49 (F) e 63 (G)
dias apds o transplante. H) Marcagdo com Ki67 mostrando a proliferagéo das
células do estroma no dia 28 apds o transplante. Barras: escala em um.
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A vascularizagao do tecido foi observada apds 7 dias de transplante, conforme
marcacao pelo CD31 (Figura 19A), e vasos sanguineos calibrosos foram facilmente

observados em cortes corados com HE nos dias 49 e 63 apds transplante (Figura 19B).

Figura 19: Vascularizagdo do tecido nos dias 7 (A) e 63 (B) apds o transplante. Setas
brancas apontam para vasos calibrosos observados em coloragdo HE aos 63 dias
de transplante.

DiscussAo

No presente estudo, foi observado que o numero e a porcentagem de foliculos
morfologicamente normais encontrados ndo diferiram entre o controle e o controle
da criopreservacdo, ao contrario do que foi observado por Lima et al. (2006), Carrijo
Jr. (2009) e Leonel (2013), que verificaram uma reducdo significativa na porcentagem
de FMN apds a criopreservagao de tecido ovariano de gatas. Nossos resultados sdo
similares aos encontrados por Leonel (2013), que observou uma média de 78% de
foliculos primordiais morfologicamente normais apds o congelamento e
descongelamento com DMSO.

Entretanto, a morfologia nao significa necessariamente viabilidade folicular. A
criopreservagao pode afetar propriedades do ovdcito e das células da granulosa que
comprometam o foliculo como um todo (Ambrosini et al., 2006). O numero de
foliculos observados apds os transplantes no presente experimento divergiu muito do
encontrado por Leonel (2013), que encontrou mais de 90% de foliculos
morfologicamente normais (FMN) a partir de 28 dias de transplante de tecido
ovariano fresco e uma média de 181 foliculos por fragmento em todos os dias de
transplante. Aos 7 dias, a porcentagem média de FMN em tecido fresco transplantado

foi de 68,66% (Leonel, 2013), enquanto no presente estudo, aproximadamente 30%
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dos foliculos eram morfologicamente normais e foram encontrados apenas 104
foliculos no total, nas 4 gatas. O numero de foliculos reduziu ainda mais a partir dos
14 dias. A diferenga na recuperacao folicular entre os transplantes de tecido fresco e
criopreservado pode estar refletindo as injurias provocadas pela criopreservacao do
tecido.

Em gatas, Bosch et al. (2004) realizaram xenotransplante de tecido ovariano
apos criopreservacdo e encontraram foliculos antrais 67 dias apds o transplante e a
luteinizagdo de foliculos apds administracdo exégena de eCG e hCG. Neste estudo, a
curva de congelamento foi diferente do presente experimento e os transplantes
foram realizados na capsula renal de camundongos NOD SCID. Além disso, os autores
utilizaram EG como crioprotetor e ndo DMSO. Esses fatores podem explicar as
diferencas encontradas em relagdo ao presente estudo. Ainda assim, os autores
observaram uma grande redug¢ao da densidade folicular dos transplantes (11,1
foliculos/0,1mm3) em relacdo aos controles (114,5 foliculos/0,1mm?3). Estes dados sdo
semelhantes aos do presente experimento, em que foi observada uma grande
reducdo do numero de foliculos em todos os transplantes. J& é sabido que a
criopreservagao causa uma série de injurias ao tecido, assim como a isquemia inicial
dos transplantes. Nossa hipdtese é que a juncdo dos danos causados pela
criopreservagao com a dificuldade dos foliculos de sobreviver ao periodo de isquemia-
reperfusdo apds os transplantes pode ter levado a grande perda folicular observada
no presente estudo.

O transplante de tecido ovariano ja foi utilizado como forma de avaliacdo da
criopreservagao e demonstrou a restaurac¢ao da fungao ovariana e o desenvolvimento
de foliculos ovarianos em vacas (Kagawa et al., 2009), cabras (Santos et al., 2009) e
coelhas (Chen et al., 2000). Foi possivel observar o desenvolvimento de embrides a
partir de tecido ovariano criopreservado e transplantado em coelhas (Chao et al.,
2008) e ovelhas (Aubard et al., 1999) e o nascimento de filhotes vivos em macaco
Rhesus (Lee et al., 2004) e camundongos (Gunasena, Villines, et al., 1997).
Comparando com os resultados em outras espécies, a criopreservacdao em felinos
parece ter resultados inferiores. Até o momento, os estudos em felinos tém sido

realizados utilizando protocolos de outras espécies (Jewgenow et al., 1998;

98



Wiedemann et al., 2013). E possivel que esses protocolos ndo sejam adequados para
felideos, sendo necessdrios mais estudos para definir protocolos especificos.

Foi possivel observar também que os fibroblastos do estroma ovariano
permaneceram vivos e proliferativos ao longo de todo o transplante. Os fibroblastos
sao células extremamente proliferativas e resistentes a isquemia. Em cultivo in vitro,
nas primeiras duas semanas, a maior parte das células ndo fibroblasticas morrem,
enquanto os fibroblastos continuam a proliferar como o tipo celular predominante
(Varga et al., 2005). No presente estudo, foi observado um aumento das fibras
conjuntivas e uma reducdo da celularidade, especialmente nas areas centrais dos
transplantes. A reducdo da celularidade do estroma também foi observada 67 dias
apos xenotransplante de tecido ovariano de gatas em camundongos NOD SCID (Bosch
et al., 2004).

Mesmo com a baixa recuperacdo folicular, foi observado um aumento da
vascularizagdo em todos os dias de transplante, podendo ser observados vasos
sanguineos calibrosos aos 49 e 63 dias de transplante. Sabe-se que a maior perda de
foliculos ocorre durante o periodo de isquemia antes da reperfusao e revascularizacao
do tecido (Aubard et al., 1999). Esse periodo é diferente entre as espécies, sendo de
48 horas em ratos (Dissen et al., 1994), 7 dias em ovelhas (Gosden et al., 1994) e 5
dias em humanos (Torrents et al., 2003; Van Eyck et al., 2010). Ndo é conhecido o
tempo requerido para a revascularizacdo do tecido ovariano felino apds transplante.
E possivel que o tempo necessario para este evento em gatas seja mais semelhante a
ovelhas e humanos do que a ratos. Estudos sdo necessarios para elucidar este
processo.

A principal degeneracdo encontrada foram células da granulosa justapostas
sem a presenca do ovodcito. Esta degeneracdo também foi observada por Leonel
(2013) a partir de 7 dias pds-transplante de tecido ovariano fresco de gatas. A
degeneracdo do ovdcito foi reportada como sinal de atresia mais frequente em
foliculos pré-antrais em outros estudos (Hirshfield, 1983; Jorio et al., 1991; Figueiredo
et al.,, 1994; Braw-Tal e Yossefi, 1997). Foi reportado que o ovdcito desaparece

completamente nos foliculos pré-antrais, enquanto as células da granulosa continuam
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se proliferando (Figueiredo et al., 1994; Braw-Tal e Yossefi, 1997), mostrando que o
ovdcito é muito mais sensivel a condicdes adversas que as células da granulosa.

Apesar de a maioria dos foliculos ovarianos nao ter sobrevivido ao transplante
apos criopreservacdo, uma gata apresentou dois foliculos antrais aos 28 dias de
transplante, que se mostraram vivos e proliferativos pelas analises
imunohistoquimicas. O tempo necessario para a formagdo de foliculos antrais em
gatas ndo é conhecido, mas em cultivo in vitro, 50% dos foliculos secundarios
avanc¢ados de gatas isolados apresentaram cavidade antral apds 14 dias (Songsasen et
al., 2012). Em camundongos, Liu et al. (2002) reportaram que, apds duas semanas de
transplante de tecido criopreservado, os foliculos primordiais que sobreviveram
foram recrutados para crescimento. Considerando que os foliculos em crescimento
sdo mais susceptiveis as condi¢des de hipdxia antes da reperfusao do tecido (Krohn,
2013), é provavel que os foliculos antrais encontrados aos 28 dias de transplante no
presente estudo sejam derivados de foliculos secundarios que se desenvolveram apds
o transplante.

Em conclusdo, apesar dos resultados obtidos no presente trabalho mostrarem
gue o aproveitamento dos foliculos pré-antrais ainda foi baixo apds a criopreservacao,
a obtengao de foliculos antrais vivos e proliferativos mostra que é possivel haver
desenvolvimento folicular em tecido ovariano de gatas apds criopreservagao e
transplante. Além disso, foi observada revascularizacdo do tecido. Porisso, vale a pena
investir na otimizacdo destas técnicas. Além disso, é importante obter conhecimento

sobre o periodo de isquemia-reperfusdo em transplantes de tecido ovariano de gatas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Na primeira etapa do trabalho, foram realizados cultivo de tecido ovariano
felino fresco in vitro e em CAM para determinar se estes métodos sdo adequados para
avaliar a eficacia da criopreservacao de tecido ovariano, visto que o CIV ainda ndo esta
bem estabelecido para esta espécie e o CAM ainda nao havia sido testado. Os
resultados indicaram que esses sistemas ndao foram adequados para o cultivo de
tecido ovariano fresco, portanto, também nao seriam eficazes para a avaliagdo da
criopreservacdo, uma vez que o tecido criopreservado geralmente sofre danos que
serdo expressos somente apds um periodo em atividade apds o descongelamento.
Desta forma, os transplantes permanecem como uma alternativa mais vidvel para
avaliar a criopreservagao.

Na segunda etapa do trabalho, foi realizado autotransplante de tecido
ovariano felino para avaliar a eficiéncia da criopreservacgdo. Os resultados mostraram
gue a sobrevivéncia folicular apds criopreservacao e transplante foi muito baixa,
provavelmente devido a juncdo das injurias causadas pela criopreservacdo com os
danos provocados pelo periodo de isquemia-reperfusdo do tecido nos primeiros dias
de transplante. Porém, foi possivel observar a revascularizacdo do tecido e o
desenvolvimento de dois foliculos antrais aos 28 dias pds-transplante, mostrando que
é possivel haver desenvolvimento folicular de tecido transplantado apds a
criopreservacgao. Para isso, devem ser otimizadas tanto as técnicas de criopreservacgao
guanto de transplante do tecido ovariano felino.

Considerando os resultados encontrados neste estudo, o cultivo em CAM nao
parece promissor para tecido ovariano de felinos, mas o cultivo in vitro pode ser
otimizado para melhor desenvolvimento dos foliculos ovarianos de gatas e para
avaliacdo do tecido apds criopreservacao. Para isso, podem ser testadas outras
substancias no meio de cultivo, como a ativina-A, o bFGF, o GDF-9 e outros fatores de
crescimento que ja se mostraram eficientes em outras espécies; também podem ser

estudados sistemas de CIV em 3-D com matrizes em gel.
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O processo de criopreservacdo ainda ndo foi bem estabelecido em felinos. Os
protocolos utilizados hoje sdo os mesmos para diversas espécies e os felinos possuem
diferentes caracteristicas de foliculogénese que podem influenciar nos resultados
encontrados. Por isso, a otimizacdo do protocolo de criopreservacdo deve ser
estudada, sendo observadas as diferengas entre as espécies para melhores resultados.
Podem ser testados outros crioprotetores em diferentes concentragdes e curvas de
congelamento.

As técnicas de transplante também podem ser otimizadas, considerando a
alteracdo dos locais para transplante e da prdpria técnica cirdrgica. Também é
importante conhecer o periodo de isquemia-revascularizacdo, o que pode ser feito
pelo estudo dos primeiros 7 dias de transplante. Posteriormente, estudar a aplicacdo
de drogas que favorecam a vascularizagdo e reduzam o periodo de isquemia do tecido
transplantado pode ser interessante para a otimizacdo do protocolo de transplante

apods a criopreservacgao.
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