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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi definir as caracteristicas populacionais, morfoldgicas e
ultraestruturais de foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) e comparar o efeito das técnicas de
criopreservacdao de congelamento lento (CL) e vitrificacdo (V) de tecido ovariano de cadela
sobre a morfologia dos FOPA. A média da estimativa da populacao de FOPA de cadelas foi de
48541118366, onde 94,25% eram primordiais (45145+16076), 4,92% primarios (2358+1253)
e 0,83% secunddrios (397+351). A média de diametro do foliculo, ovécito e nucleo do
ovécito e nimero de células da granulosa de foliculos primordiais foram 27,5+4,2um,
21,742, 7um e 11,3x1,6um e 6,0+1,8 respectivamente. Para foliculos primdrios foram,
respectivamente, 42,6+12,5um, 27,8+7,5um, 13,7+2,6um e 15,0+7,0. Para foliculos
secunddrios, foi 101,6162,9um para diametro do foliculo, 48,0+12,6um para diametro do
ovocito, 18,7+4,2um para diametro do nucleo do ovécito e 61,5+63,5 células da granulosa. A
porcentagem total de FOPA morfologicamente normais foi de 93,66+6,81% para o grupo
controle, 86,16+11,05% para o CL e 68,14+12,75% para a V. Para foliculos primordiais a
porcentagem de FOPA normais foi 96,69+4,72% no controle, 89,51+10,39% no CL e
75,32+9,23% na V. Para foliculos primarios e secundarios os valores foram, respectivamente,
94,80+6,91% e 87,62+17,12% para o controle, 86,8412,15% e 76,35+26,34% para CL e
61,53+14,78 e 52,254+22,13% para a V. Nao houve diferenca significativa na porcentagem de
FOPA morfologicamente normais entre o CL e o grupo controle. J4 na V essa porcentagem
foi significativamente inferior aos outros 2 grupos (P<0,05). A ultraestrutura de foliculos pré-
antrais de cadela mostrou ser semelhante a descrita para outras espécies. Apods
criopreservacao por CL os foliculos apresentaram danos ultraestruturais, enquanto apds

vitrificacdo os foliculos primordiais e primdrios estavam bem preservados. No entanto, os

Vi



foliculos secundarios foram muito danificados em ambos os tratamentos. Em conclusao,
este trabalho descreveu as caracteristicas morfométricas, ultraestruturais e populacionais
dos FOPA de cadela. A vitrificacdo foi mais eficiente em preservar a ultraestrutura dos
foliculos primordiais e primarios que o congelamento lento. Os dois métodos de
criopreservacdo testados apresentam resultados promissores, mas ainda precisam de

aperfeicoamento, especialmente em relagdo a preservagao de foliculos secunddrios.
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ABSTRACT

The aim of this study was to define the population, morphological and ultrastructural
characteristics of bitch preantral follicles (PAF) and to compare the effects of two
cryopreservation techniques - slow freezing (SF) and vitrification (V) - of bitches ovarian
tissue on the morphology of PAF. The average population of PAF was 48,541 + 18,366, where
94.25% were primordial (45145 + 16076), 4.92% primary (2358 + 1253) and 0.83% secondary
(397 £ 351). The average diameter of the follicle, oocyte and the oocyte nucleus and the
number of granulosa cells for primordial follicles were 27.5 + 4.2um, 21.7 £+ 2.7um, 11.3
1.6um and 6.0 = 1.8, respectively. For primary follicles the values were, respectively, 42.6 +
12.5um, 27.8 £ 7.5um, 13.7 £ 2.6um and 15.0 £ 7.0. For secondary follicles follicle diameter
was 101.6 £ 62.9um, oocyte diameter was 48.0 £ 12.6um, nucleus diameter was 18.7 +
4.2um, and the number of granulosa cells was 61.5 + 63.5. The overall percentage of
morphologically normal PAF was 93.66 + 6.81% for the control group, 86.16 + 11.05% for SF
and 68.14 + 12.75% for V. The percentage of normal primordial follicles was 96.69 + 4.72% in
control, 89.51 + 10.39% in SF and 75.32 + 9.23% in V. For primary and secondary follicles
values were respectively 94.80 £ 6.91% and 87.62 + 17.12% for control, 86.8 + 12.15% and
76.35 + 26.34% for SF and 61.53 + 14.78 and 52.25 £ 22.13% for V. There was no significant
difference on the percentage of normal PAF among SF and the control. However, V
presented a significantly lower percentage of normal PAF than the other two groups
(P<0.05). The ultrastructure of bitch PAF was similar to that described for other species.
After, SF follicles presented ultrastructural damage, while after V, primordial and primary
follicles were well preserved. Secondary follicles, however, suffered many damages in both

cryopreservation techniques. In conclusion, this work described the morphometric and



ultrastructural characteristics and the population of bitch PAF. Vitrification was more
effective in preserving the ultrastructure of primordial and primary follicles than slow
freezing. Both methods are promising, but need improvement, especially concerning

secondary follicles preservation.



INTRODUCAO

A criobiologia tem revolucionado os estudos em reproducao pela possibilidade de ter
aplicacdes clinicas na medicina reprodutiva e por permitir a preservacdo de material
genético de animais de racas raras, em vias de extincdo e de animais de interesse comercial.
Técnicas de criobiologia vém sendo usadas para armazenar sémen, embrides, ovdcitos
maduros e, mais recentemente, foliculos ovarianos pré-antrais. As primeiras tentativas de
criopreservar FOPA foram feitas nos anos 50 (Parkes e Smith, 1953; Green et al., 1956;
Deanesly, 1957). Entretanto, somente nos anos 1990, a pesquisa envolvendo foliculos
ovarianos pré-antrais foi abordada com a possibilidade de se preservar os gametas

femininos (para revisdao vide Amorim et al., 2003a).

Em contraste com a técnica bem estabelecida de criopreservacdo de
espermatozoides de algumas espécies, a criopreservacao de ovdcitos é bastante dificil. Por
um lado, ovdcitos maduros sao muito mais susceptiveis a danos durante o congelamento
gue ovdcitos imaturos (Denschlag et al., 2005). Além disso, hd indicios de que foliculos
ovarianos primordiais sejam mais tolerantes a criopreservacao, pelo seu tamanho pequeno e
morfologia relativamente inespecifica (Paris et al., 2004), além de serem quiescentes e com
baixo metabolismo e ndo possuirem fuso meidtico (Gunasena et al.,, 1997), nem zona
pellcida e granulos da cortical (Akar e Oktay, 2005). Outra vantagem dos FOPA é que eles

estdo em maior quantidade no ovario e estdo presentes em qualquer fase da vida do animal.

Uma vez que o tecido é colocado em nitrogénio liquido, presumivelmente é possivel
estoca-lo indefinidamente, permitindo o estabelecimento de bancos de tecido ou
repositério de células germinativas e tecidos. Isto é de particular importancia para espécies

que estdo se tornando menos comuns, j3 que o material congelado poderia ser



potencialmente usado subsequentemente em tecnologias de reproducao assistida (Paris et
al.,, 2004). A preservacdo com sucesso de tecido ovariano a baixas temperaturas por
prolongados periodos de tempo é atualmente uma metodologia bem estabelecida para a
espécie humana (Bosch et al., 2004). O congelamento de tecido ovariano é um método
simples e efetivo de conservar a linhagem germinativa feminina em varios estdgios de

desenvolvimento (Paris et al., 2004).

Estudos envolvendo caracteristicas reprodutivas de cadelas domésticas ainda nao
foram totalmente descritos na literatura. Essa lacuna existente deve ser preenchida, pois o
canino é uma espécie que vem apresentando um crescente investimento por parte de
criadores de varias ragas, proporcionando com a cinofilia um aumento significativo no fluxo
de capital para melhora de plantéis e conservacao de material genético de animais de alto
valor zootécnico. Além disso, o cdo é um modelo experimental muito importante para os
canideos silvestres ameacados de extincao, fato esse que pode facilitar as pesquisas para
conservacdo desses animais, uma vez que, a escassez e a dificuldade de manejo de animais

silvestres tornam dificeis as pesquisas de base envolvendo os mesmos.

O desenvolvimento de biotécnicas de reproducdo é fundamental para que possamos
aproveitar todo o potencial reprodutivo tanto de animais domésticos e selvagens quanto de
humanos. Entretanto, para que uma biotécnica seja bem aplicada se faz necessario o
conhecimento prévio da fisiologia e das caracteristicas morfofuncionais dos gametas da
espécie a ser trabalhada. Este trabalho ird abordar as caracteristicas populacionais,
morfoldgicas e ultraestruturais dos foliculos ovarianos pré-antrais da cadela, um animal
doméstico comum, que apesar disso ndo apresenta muitos estudos em relagdo as suas

caracteristicas reprodutivas. Neste trabalho também foram realizados estudos sobre



criopreservacao, no qual, os foliculos pré-antrais de cadelas foram criopreservados e sua

morfologia e ultraestrutura foram analisadas.



REVISAO DE LITERATURA

IMPORTANCIA DOS ESTUDOS REPRODUTIVOS EM CAES DOMESTICOS

Os cdes tém uma relagdo Unica com os seres humanos. Eles foram a primeira espécie
a ser domesticada, na Eurdsia, ha pelo menos, 15.000-40.000 anos (Boyko et al., 2009). Até
os dias de hoje, os caes (Canis familiaris) servem como animais de trabalho e companheiros
valiosos, e foram criados para exibir mais diversidade fenotipica do que qualquer outro

mamifero.

A cadela é monoestral poliovulatéria ndo sazonal. O ciclo reprodutivo é dividido em
quatro fases: proestro, estro, diestro e anestro. O ciclo reprodutivo da cadela apresenta
carateristicas peculiares em relacdo a outras espécies domésticas. Por exemplo, as
concentracdes sanguineas de progesterona comecam a subir poucos dias antes da ovulagao
(antes do pico pré-ovulatério de LH). Essa luteinizacdo pré-ovulatéria, com a concentracdo
de progesterona no sangue elevada no momento da ovulacgdo é tipica dos Canideos. Além
disso, os ovdcitos sdo ovulados em um estagio diploide imaturo (vesicula germinativa) e
completam sua maturacdo meidtica na tuba uterina, onde podem sobreviver por vérios dias

(Betteridge, 1995).

Técnicas de Reproducdo Assistida (TRA) como maturacdo in vitro (MIV) de ovécitos e
criopreservacdao de gametas femininos, apresentam uma aplicacdo limitada na espécie
canina quando comparadas com outras espécies domésticas e experimentais. No entanto,
essas técnicas podem ser importantes para a melhora reprodutiva de cdes de companhia e
de trabalho, incluindo os cdes guia para cegos. Embora os cdes guia notavelmente
contribuam para a melhora na qualidade de vida das pessoas com a capacidade visual

diminuida, muitos paises sofrem com a escassez de cdes capacitados para esse servico (Abe



et al., 2008). No Brasil, o numero de cdes guia é infimo diante do universo de pessoas que
poderiam ser beneficiadas. O Conselho Brasileiro de Oftalmologia — CBO — revelou que
existem aproximadamente 5.400.000 (cinco milhGes e quatrocentas mil) pessoas com
deficiéncia visual (cegas ou com baixa visdo), considerando-se a populacdo brasileira de
191.000.000 (cento e noventa e um milhdes) de habitantes (IBGE, 2010). Enquanto isso ha
2000 pessoas na fila de espera para obter um cdo guia, com cujo auxilio apenas cerca de 70
pessoas podem contar atualmente no Brasil. J4 foi descoberto que alguns genes
(comunicagdo pessoal) estdo relacionados a determinados comportamentos interessantes a
caes-guias de cegos (Arata et al., 2010), e embora a fémea canina seja prolifica, ndo ha
fornecimento de um numero de filhotes aptos tdo grande quanto o necessario. Da mesma
forma, criadores de cdes de ragas puras possuem dificuldades em aproveitar ao maximo o
potencial genético dos animais. Desta forma, as técnicas de reproducdo assistida, como a

criopreservacao de células germinativas, pode contribuir para multiplicacdo destes animais.

Além disso, a ordem Carnivora, onde sdo inseridos os canideos, apresenta em sua
totalidade 24% de espécies ameacadas de extincdo (Gittleman et al., 2001). Canideos como
o lobo da Etidpia (Canis siemensis) estdo rapidamente se encaminhando para uma extingdo
inevitavel (Purvis et al., 2001). No Brasil, das seis espécies nativas, 50% (cachorro-do-mato-
de-orelhas-curtas - Atelocynus microtis, lobo-guara - Chrysocyon brachyurus, e cachorro-
vinagre - Speothos venaticus ) estdo préximas da ameaca de extingdo e os outros 50%
(cachorro-do-mato - Cerdocyon thous, graxaim - Pseudalopex gymnocercus, e raposa-do-
campo - Pseudalopex vetulus) tem um status de menor preocupacado (IUCN, 2011). Portanto,
estudos com cdes domésticos podem ser importantes pra preservacdo destas espécies

devido a proximidade filogenética das mesmas.



FOLICULOGENESE

Ao nascer, o ovario mamifero contém um grande estoque de foliculos, dos quais
apenas um pequeno numero é utilizado durante a vida reprodutiva da fémea. O total da
populacdo folicular nos ovarios de mamiferos consiste de uma grande reserva de foliculos
primordiais quiescentes e um numero muito menor de foliculos em fase de crescimento

(Cahill e Mauleon, 1981).

Didaticamente, os foliculos ovarianos podem ser divididos em classes, de acordo com
suas caracteristicas morfoldgicas. Foliculos primordiais possuem os ovdcitos circundados por
uma camada de células da granulosa pavimentosas ou pavimentosas-cuboidais. Foliculos
primarios possuem uma Unica camada de células da granulosa cuboidais ao redor do ovdcito
e foliculos secundarios apresentam duas ou mais camadas de células da granulosa cuboidais
ao redor do ovécito (Hulshof et al., 1994). Nessas trés categorias, ainda ndo ocorre a
formacdo do antro, e portanto os foliculos sdo considerados pré-antrais. O antro é uma
cavidade que comeca a aparecer quando o foliculo possui de 6 a 12 camadas de células da
granulosa e nessa cavidade comeca-se a acumular o liquido folicular, a partir desse

momento o foliculo é chamado de foliculo antral (Ross e Pawlina, 2006).

A medida que o foliculo antral aumenta de tamanho, o antro também aumenta, o
ovdcito fica excéntrico e é circundado por células que vao se tornar a corona radiata ap6s a
ovulacdo e mantém a ligacdo com o foliculo pelas células do cumulus oophorus. Nessa fase o
foliculo atinge um tamanho em que a ovulagdo ja é possivel. Ele é chamado de foliculo pré-

ovulatorio (Ross e Pawlina, 2006).

A populacdo de foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) foi estimada por diferentes

autores em algumas espécies (Tabela 1), no entanto estes dados ainda ndao foram descritos



para cadelas. Além disso, a populacdo de foliculos ovarianos pré-antrais pode ser afetada
por varios fatores, incluindo idade (Erickson, 1966a; Erickson, 1966b), raca (Cahill e Mauleon,

1981), a concentracdo hormonal e o estado reprodutivo (Erickson et al., 1976).



Tabela 1. Revisdo dos dados descritos na literatura sobre populacdo de foliculos ovarianos
pré-antrais relatada em diferentes espécies

Espécie Populagao de Foliculos Pré-antrais
Bovino
Bos indicus 35.288"(meio ovario) 39,438°
Bos taurus 89,5772
Bubalino 19.819°
Ovino 76.753"
Caprino 37.646°
Humano 402 000°
Macaco-Prego 108.216’
(Cebus apella)
Gato Doméstico 37.853%

! Lucci et al., 2002 % Silva-Santos et al., 2011 * Mondadori et al., 2010 4 Land, 1970 > Lucci et al., 1999 6 Gougeon et al., 1994’
Domingues et al., 2003 8 Carrijo Junior et al., 2010

Além disso, estudos da morfometria e ultraestrutura de foliculos pré-antrais também
ja foram realizadas em outras espécies, como caprinos (Lucci et al., 1999), bovinos (Kacinskis
et al., 2005), bubalinos (Mondadori et al., 2010), suinos (Silva et al., 2011) e felinos (Carrijo

Junior et al., 2010).

Em cadelas, diferente de outras espécies, ha poucos relatos a este respeito na

literatura. Diagone et al., (2008) fizeram a morfometria dos ovécitos inclusos em foliculos
ovarianos de cadelas, onde todas as classes foliculares sdo avaliadas (conforme a
classificacdo de Ross e Pawlina, 2006) e obtiveram a média de didmetro citoplasmatico de:
33,37um em foliculos primordiais, 42,50um em foliculos primarios unilaminares e 88,80um
para foliculos primdrios multilaminares. Um estudo de Dolezel et al., (2004) descreve a
populacdo folicular encontrada em uma area de 50 mm? de ovério. No entanto este dado

ndo pode ser considerado uma estimativa populacional, visto que apenas uma pequena area



foi avaliada. Existe ainda um trabalho recente (Lopes et al., 2009) que descreve a morfologia
e a ultraestrutura que deve apresentar um foliculo ovariano pré-antral normal, porém o
enfoque deste trabalho ndo foi caracterizar os estagios de desenvolvimento folicular, e sim
obter um padrao para ser utilizado como controle em um estudo de preservacdao de FOPA
em curtos periodos de tempo, dando especial atencao aos foliculos primordiais. Além disso,
ha um trabalho descrevendo a ultraestrutura de ovdcitos de foliculos antrais de cadelas que
foram maturados in vitro (de Lesegno et al., 2008). Desta forma, o estudo em cadelas

apresenta lacunas, com poucos artigos publicados sobre o tema.

Uma das caracteristicas principais da foliculogénese canina é a alta incidéncia de
foliculos poliovulares (Telfer e Gosden, 1987). Esta incidéncia é em média 40%, sendo
particularmente elevada em ovarios de cadelas mais jovens (68% e 62% para pré-puberes e
cadelas com menos de 1 ano, respectivamente), e diminui com o avancar da idade (Payan-

Carreira e Pires, 2008). O potencial de desenvolvimento desses foliculos é obscuro. No

estudo de Reynaud et al., (2009a), em que um grande numero de foliculos pré-ovulatorios
foram estudados, demonstrou-se que foliculos poliovulares sdo também comumente
observados em fases terminais de crescimento do foliculo. Sua presenca entre foliculos com
didmetro ovulatério sugere que foliculos poliovulares também ovulam. Dois estudos
anteriores (Bysted et al., 2001 e Reynaud et al., 2005) também sugeriram que foliculos
poliovocitarios podem ovular. No entanto, como observado em foliculos secundarios (Telfer
e Gosden, 1987 e Barber et al., 2001) mesmo quando varios ovdcitos estdo presentes em um
mesmo foliculo, esses ovdcitos podem ser diferentes. De fato, neste estudo (Reynaud et al.,
2009a), os autores observaram também que outras diferencas na morfologia como,
coloracdo do citoplasma, mucificacdo funcional do cumulus e aspectos nucleares evidenciam

gue podem existir ovécitos em um mesmo foliculo em fases de desenvolvimento diferentes.
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Assim, um unico (possivelmente dois) ovdcito por foliculo poliovular pode ter a capacidade
de ser fecundado e desenvolver. Os principais fatores envolvidos nessa selecao intrafolicular,
dentre tantos, continuam sendo pesquisados, com muitas causas ainda desconhecidas

(Reynaud et al., 2009a).

De toda a populacao folicular presente no ovdério, apenas cerca de 0,1% destes serd
ovulado (Nuttinck et al., 1993), enquanto os demais foliculos sdo “perdidos” via atresia
durante o desenvolvimento folicular (Carroll et al., 1990; Otala et al., 2002). A populagado
folicular total no ovario de mamiferos consiste em uma grande reserva de foliculos
primordiais quiescentes, e um numero muito menor de foliculos em fase de crescimento
(Cahill e Mauleon, 1981). A vantagem dos estudos envolvendo foliculos pré-antrais é que
eles estdo disponiveis em maior quantidade no ovdrio e estdo presentes em qualquer fase
da vida do animal. Por estes motivos, os foliculos ovarianos pré-antrais sdao considerados

uma fonte estratégica de células germinativas para as técnicas de reproducdo assistida.

CRIOPRESERVAGAO DE FOLICULOS OVARIANOS PRE-ANTRAIS

Além de estarem em grade quantidade nos ovdérios, os foliculos pré-antrais
apresentam baixo metabolismo, ndo possuem zona peltucida nem granulos da cortical (Akar
e Oktay, 2005) e apresentam uma pequena quantidade de lipideos intracitoplasmaticos,
caracteristicas que os tornam menos sensiveis ao frio. Além do mais, os ovécitos imaturos
presentes nos foliculos pré-antrais estdao na fase de profase e teoricamente tém um baixo
risco de apresentar erros citogenéticos. Ademais, os foliculos pré-antrais tem tempo para
reparar os danos sub letais das organelas e de outras estruturas durante sua fase de

crescimento (Oktay et al., 1998; Shaw et al., 2000).
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De fato, a criopreservacao de foliculos ovarianos pré-antrais tem sido muito estudada
nos ultimos anos para diversas espécies animais (para revisdo vide Santos et al., 2010). Para
a criopreservacao dos gametas femininos em foliculos ovarianos pré-antrais pode-se utilizar
o ovdrio inteiro, pequenos fragmentos do cértex ovariano ou usar apenas os foliculos
isolados, cada um com suas diferencas em relacdo ao processamento do material, mas com
o mesmo objetivo: ajudar na conservagao de espécies selvagens ameacgadas ou em risco de
extin¢cdo, usando animais domésticos como modelos animais para o estudo dessas espécies,
para um banco de germoplasma de racas domésticas em risco de extingdo e animais que
apresentem um alto interesse econémico ou social, como os de criadores e animais de

trabalho.

A TECNICA DE CRIOPRESERVACAO

A criopreservagdo consiste na preservacdo de material biolégico a baixas
temperaturas, geralmente em nitrogénio liquido a -196 °C, ou em sua fase de vapor a -150
°C. Os Unicos estados fisicos existentes abaixo de aproximadamente -130 °C sdo o cristalino e
o vitreo e, em ambos, a viscosidade é muito elevada, a difusdo é considerada insignificante
(dependendo do tempo de armazenamento), a energia cinética molecular é muito baixa e
reacOes metabdlicas impulsionadas por energia térmica ocorrem muito lentamente ou sao
paralisadas completamente (Kartha, 1985). Portanto, a temperatura do nitrogénio liquido, a
viabilidade do material bioldgico durante o armazenamento pode ser estendida por longos
periodos de tempo, com manutencado da estabilidade do material genético. A capacidade do
material bioldgico de sobreviver ao processo de criopreservacdo depende de sua tolerancia
aos agentes crioprotetores, desidratacdo, resfriamento e re-agquecimento ou

descongelamento (Santos, 2007).

11



O objetivo da criopreservacdo é garantir que as células cessem o metabolismo
durante o periodo de estocagem, do qual possam ser resgatadas a fim de continuar o seu
desenvolvimento normal. Entretanto, para que isso seja possivel mesmo apds longos
periodos de conservacao, alguns fatores essenciais para a sobrevivéncia das células devem
ser levados em consideracdo, tais como a escolha do tipo e da concentracdo de
crioprotetores, taxa de redugdo da temperatura de congelamento, manuten¢dao da
temperatura de estocagem, escolha do procedimento de descongelamento e técnicas

utilizadas para assegurar a remocao do crioprotetor (Gordon, 2003).

Para que a criopreservagdo possa ter sucesso, € essencial o uso de agentes
crioproteores. Estas substancias, quando adicionadas 4 solucdo de congelamento, protegem
as células contra a desidratacao, resfriamento e danos causados pela reducdo extrema de
temperatura. Em geral, agentes crioprotetores podem ser de dois tipos: intracelulares ou

extracelulares.

Os crioprotetores intracelulares ou permedveis sdo pequenas moléculas que
penetram pelas membranas celulares e formam ligacdes de hidrogénio com as moléculas de
agua intracelular, diminuindo a temperatura de congelamento da mistura e prevenindo a
formacao de cristais de gelo (Pereira e Marques, 2008). Dentre os agentes crioprotetores
intracelulares pode-se citar o propilenoglicol (1,2-propanodiol; PROH), o etilenoglicol (EG), o

dimetilsulféxido (DMSO) e o glicerol.

Os crioprotetores extracelulares ndo conseguem atravessar a membrana celular e
permanecem no espaco extracelular, drenando a agua livre de dentro da célula, causando a
desidratacdo do espaco intracelular. Eles sdo usados, em geral, em combina¢cdo com um

crioprotetor permedvel, para aumentar a concentracdo total de crioprotetor dentro da
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célula, e também prevenir a formacdo de cristais de gelo (Pereira e Marques, 2008). Os
protocolos de congelamento e descongelamento geralmente utilizam uma alta concentracao
de crioprotetor extracelular durante a fase de descongelamento para auxiliar na saida do
crioprotetor intracelular (Jain e Paulson, 2006). O crioprotetor extracelular mais comum é a
sacarose, mas outros dissacarideos, como a galactose e a trealose e outros agentes nao

permeadveis como as macromoléculas também podem ser usados (Eroglu et al., 2003).

Atualmente, existem dois métodos para a criopreservacdio de gametas: o
congelamento lento e a vitrificagdao. O congelamento lento tem a vantagem de usar baixas
concentragdes de crioprotetor, que sdo associados com toxicidade quimica e choque
osmotico diminuidos, mas a habilidade de prevenir a formacgdo de cristais de gelo a baixas
concentragdes é limitada. Com as técnicas de vitrificacdo, altas concentragbes de
crioprotetor inibem a formacdo de cristais de gelo e levam a formag¢dao de um estado
semelhante ao do vidro, também chamado de estado vitrificado, no qual a dgua se solidifica,
mas ndo se expande. Entretanto, a toxicidade do crioprotetor nessas concentracdes é
elevada e, consequentemente, a célula pode ficar exposta a solucdo crioprotetora apenas
por um periodo de tempo muito curto. Além disso, um minimo de volume da solucdo é

necessario para que se atinja o estado vitreo (Arav et al., 2002).

CONGELAMENTO LENTO

O congelamento lento é caracterizado pela exposicdo das células ou tecidos a baixas
concentra¢des de agente crioprotetor (21,5 mol/L) (Paynter, 2000), por um periodo que
pode variar de 5 (Castro et al., 2011) a 60 minutos (Candy et al., 1997). Nesse método, o
material é resfriado lentamente a uma velocidade de 2 °C/min até -4 a -9 °C, mantendo-se

nesta temperatura por um curto periodo (10 a 15 min) para a estabilizacdo térmica e
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realizagao do seeding, o qual previne o super-resfriamento, o reaquecimento pelo calor
latente, a formacdo desordenada de cristais de gelo e a extrema desidratacdo celular (Jondet
et al., 1984). Em seguida, a amostra continua sendo resfriada lentamente a uma velocidade
de 0,3 °C/min. Uma vez que a desidratacdo celular é suficientemente atingida (entre -30 a -
80 °C), o material é estocado em nitrogénio liquido, a uma temperatura de -196 °C (Santos,

2007).

O método de congelamento lento depende de uma baixa concentracgdo inicial de
crioprotetor, que estd associado com menor toxicidade enquanto as células se encontram na
temperatura em que o metabolismo estd ativo. O metabolismo celular é diminuido em cerca
de 50% para cada redugdo de 10 °C na temperatura. A toxicidade é limitada porque as
concentragdes de crioprotetores e outros solutos aumentam somente apds a célula ser

mantida a temperaturas em que o metabolismo é muito lento (Jain e Paulson, 2006).

A uma temperatura de -6 °C, os cristais de gelo podem ser induzidos na solucdao
através da introducdo de um seed, um pequeno cristal de gelo que permite que outras
moléculas de dgua se submetam a cristalizacdo. O seeding geralmente é realizado ao tocar a
parte externa do criotubo com um instrumento pré-resfriado, como uma pinca, que entao
induz a formacdo de um pequeno cristal de gelo na area em que o criotubo é tocado. A
consequente formacdo de gelo libera uma energia conhecida como o calor latente de fusao.
Portanto, as solu¢des sdo mantidas nesta temperatura durante algum tempo, em torno de
10 a 30 minutos para permitir o equilibrio. Os cristais de gelo em crescimento excluem os
solutos, aumentando, assim, sua concentra¢do na solucao restante. Deste modo o seeding é
realizado em uma area distante do tecido, para que os cristais de gelo crescam em direc¢do a

ele. Depois, a temperatura é reduzida gradualmente para uma temperatura final de -30 °C.
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Durante este tempo, o cristal de gelo se propaga no meio extracelular de uma forma
continua, aumentando ainda mais a concentracdo de crioprotetores, particularmente no
espaco intracelular, que ja estd desidratado pela utilizacdo de crioprotetores nao
permedveis. O ritmo muito lento de resfriamento (-0,3 °C por minuto) permite a difusdo
gradual de crioprotetor permedvel para dentro das células, mantendo o equilibrio com o
espaco extracelular. A uma temperatura final de -30 °C, o crioprotetor ainda estd bem acima
de sua temperatura de congelamento (-40 °C a -59 °C), mas a sua concentra¢dao no meio
liguido terd aumentado consideravelmente. A taxa metabdlica das células ja se encontra
bastante lenta nessa temperatura, limitando ainda mais a toxicidade pelo aumento das
concentragdes de crioprotetores. O criotubo agora é mergulhado em nitrogénio liquido, e o
restante da solu¢do que ndo se solidificou é convertido para um estado soélido vitrificado

(Jain e Paulson, 2006).

Embora a colocacdo de uma solucdo crioprotetora em células ou tecidos possa evitar
a formacao de gelo intracelular por meio da desidratacdo, ela também pode levar a um dano
mecanico da célula e um estresse osmotico devido a alta concentracdo de solutos presentes
nas porcdes de dgua que ainda ndo se congelaram (Mazur e Schneider, 1986).
Consequentemente, a concentracdo do crioprotetor e o tempo de exposicdo do material ao
crioprotetor antes do congelamento propriamente dito precisam ser balanceados para
atingir uma desidratacdo suficiente e uma penetracdo eficiente do crioprotetor e ao mesmo
tempo, reduzir os danos citotdxicos (Amorim et al., 2006). Varios estudos ja demonstraram
que o tipo e a concentracdo do crioprotetor podem ser espécie-especificos (Candy et al.,
1997; Demirci et al., 2001; Amorim et al., 2003a; Amorim et al., 2003b; Lucci et al., 2004;
Rodrigues et al., 2004b; Rodrigues et al., 2004a; Santos et al., 2006a; Borges et al., 2009) e

gue a sobrevivéncia folicular também pode ser influenciada pela taxa de congelamento
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(Demirci et al., 2001; Neto et al., 2008). Portanto, é essencial o estudo desses diversos
parametros e suas influéncias antes da elaboracdo de um protocolo de criopreservacao para

determinada espécie (Santos et al., 2010).

Durante o descongelamento, uma transicdo rdpida da temperatura é recomendada
para evitar a recristalizacdo da agua e a ocorréncia de danos causados por cristais de gelo.
Neste momento deve-se evitar o choque osmotico pelo crioprotetor intracelular, que agora
esta em uma concentragdo muito elevada no espago intracelular. Portanto, um crioprotetor
extracelular adicional é utilizado. A medida que o crioprotetor intracelular gradualmente se
difunde para fora do citoplasma, a concentracdo do crioprotetor extracelular é diminuida

proporcionalmente, até que o material é devolvido ao meio de cultura padrdo (Jain e

Paulson, 2006). Recentemente, Oskam et al., (2010) demonstraram a importancia da

temperatura de descongelamento em fragmentos congelados de ovario ovino, enquanto

Perdrix et al., (2010) destacaram a preservacdao da morfologia normal do tecido ovariano

humano apds o descongelamento, aplicando diluicdes progressivas de crioprotetores.

Resultados promissores vém sendo obtidos apds a criopreservacdo de tecido
ovariano de animais domésticos e selvagens usando protocolos de congelamento lento. De
fato, a sobrevivéncia de foliculos com a morfologia normal apds o descongelamento; o
crescimento folicular apds o cultivo in vitro; a retomada da func¢do enddcrina e reprodutiva e
a formacao de foliculos antrais apds o xenotransplante e outros achados ja foram descritos

em varias espécies (Tabela 2).
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Tabela 2. Avangos no congelamento lento de foliculos pré-antrais em animais domésticos e
silvestres.

Fonte e Espécies Andlise pos-descongelamento Principais resultados
Foliculos isolados
Gata' Cultura in vitro (7d", 5d***® 24h>)  Sobrevivéncia folicular>>*>°
ovelha®?**
cabra>®
Cdrtex ovariano
7,8,11,12,31 7,8,10,11,12

4,7,24,26,28,29,30,31 ~ . 31
Ovelha , degeneracdo folicular

7,8,10,13,14,15,16,17,

Analise histoldgica Morfologia normal

8,9,27

coelha Anadlise Ultraestrutura normal
10,11 8,10,13,14,15,16,17,31 .pe 31
gata Ultraestrutural™ 77> Ultraestrutura danificada
5,12,13,14,19,25, e . s N . . 7,17,18
cabra™ Y Andlise de viabilidade (corante Sobrevivéncia folicular™™"
15,16,17,20 . 7,17,18 oA . . . ,5,10,18,19,20
vaca vital) Sobrevivéncia e crescimento folicular
16 . . 19 20 . ;. ~
porca, Cultura in vitro—24 h™, 48h™, Propriedades afetadas pela espécie, solucdo e taxa
18,21,22,36 4,5,18 21
macaca 5d de congelamento
. 23 . . .~
égua,, Estudo das propriedades das Transporte de agua afetado pelas condi¢des de
32,33,34 21,22,23 22,23
wombats membranas de transporte congelamento supra zero
35 o~ . . ~ . .
elefante Estudo da perfusdo do crioprotetor Quantificagdo da quantidade de crioprotetor no
.36 24,25 . . 25
sagui tecido ovariano
26 . 26
Isolamento de CCOs e MIV Ovdcitos maduros
12 . .
Autotransplante Desenvolvimento folicular completo e retomada da
~ . 12
Autotransplante e MIV/FIV— fungdo ovariana
27 . . 27
ICSI/CE Desenvolvimento de blastocisto

o~ . 28 29
Autotransplante e acasalamento  Retomada da fungdo ovariana™, prenhez™” e
9,28,29,30 . 9,30
natural nascimento
A . . 32 . ,
Xenotransplante Sobrevivéncia folicular™; desenvolvimento de foliculo
11,33,34,35,36 ~ o~
antral e recuperacgao da funcdo
(. 3234
enddcrina

11,32,33,34,35,36

Hemi-ovario

37,38 . 37,38

Ovelha Autotransplante e acasalamento  Nascimento
37,38
natural

Ovdrio inteiro

39 ar 39 39
Porca Analise Ultraestrutural Ultraestrutura normal

40 40,41,42,43,44 ~ ~ . 40,41 oA
coelha Autotransplante vascular Recuperagdo da fungdo ovariana ', sobrevivéncia

41,42,43,44 41,42,44 . 40,41 ~ oo 42,43
ovelha e acasalamento folicular™"",maturagdo oocitaria ™",

. 45 45 . . s . 42 ~
wallabies Xenotransplante desenvolvimento embrionario™, retomada fungéo

. 44 . 44

ovariana(6 anos)” e nascimento

Desenvolvimento de foliculo antral e recuperacdo de
o , . 45

fun¢do enddcrina

1Jewgenow etal., 1998; ~Amorim et al., 2003a 3 Amorim et al., 2003b; *santos et al., 2007b; 5Rodrigues etal.,
2005°Rodrigues et al., 2006; 'Santos et al., 2006a; ®Deng et al., 2007;’Almodin et al., 2004b; °Lima et al., 2006; "'Bosch et
al., 2004; L2gantos et al., 2009; 13Rodrigues etal., 2004a‘14Rodrigues et al., 2004a; B ucci et al., 2004; %Gandolfi et al., 2006;
Ycelestino et al., 2008; ®yeoman et al., 2005; Ysantos et al., 2006b; 20Paynter etal., 1999; ZKardak et al., 2007; 2)iet al.,
2006; 2Devireddy et al., 2006; **Pinto et al., 2008; *’Luz et al., 2009; “°Al-aghbari e Menino, 2002; *’Chao et al., 2008; *
Baird et al., 2004; Almodin et al., 2004a; ®Gosden et al., 1994; 30skam et al., 2010 32 Wolvekamp et al., 2001; 33Cleary et
al., 2003 Cleary et al., 2004; *Gunasena et al., 1998; 36Candy etal., 1995; ¥salle et al., 2003*%salle et al., 2002; ®Imhof et
al., 2004; *°Chen et al., 2006; *'Bedaiwy et al., 2003; ** Arav et al., 2010**Arav et al., 2005; *“Imhof et al., 2006; *Mattiske
etal., 2002.

CCOs: Complexo cumulus-ovdcito; MIV:maturacdo in vitro; FIV:fertilizacdo in vitro; ICSI: inje¢do intra-
citoplasmatica de espermatozéide; CE: Cultivo embriondrio; d: dias; h: horas. Fonte: Santos et al.,
2010(adaptado).

17



De uma forma geral, equipamentos programaveis sofisticados e caros sao necessarios
para um procedimento de congelamento. Entretanto, o uso de dispositivos de congelamento
controlado nao estd sempre disponivel quando espécies ameacadas sdo encontradas mortas
no campo, o transporte dos ovarios desses animais para um laboratdrio especializado pode
resultar em uma degeneracdo celular devido a hipdxia causada pela demora entre a morte
do animal e a criopreservacdo de tecido ovariano. Portanto, alternativas para a
criopreservagao em condi¢cdes de campo vem sendo estudadas e disponibilizadas (Santos et

al., 2010).

VITRIFICACAO

A vitrificacdo foi idealizada por Luyet em 1937. Depois de quase 50 anos, a
vitrificacdo foi descrita como uma alternativa ao processo de congelamento lento (Rall e
Fahy, 1985). A vitrificacdo é um processo termodinamico no qual a viscosidade de um fluido
é aumentada em vdrias ordens de magnitude, dando ao fluido as propriedades mecéanicas de

um solido (Bautista e Kanagawa, 1998).

Quando uma solucdo aquosa é vitrificada pelo resfriamento ultra-rapido, cristais de
gelo podem se formar. A probabilidade de formacdo de cristais de gelo é afetada por varios
parametros termodinamicos, incluindo volume da amostra e viscosidade da solucdo. Esta
probabilidade é inversamente proporcional a viscosidade e diretamente proporcional ao
volume. Nos protocolos comuns de criopreservacdo por vitrificacdo, a probabilidade de
formacao de cristais de gelo é diminuida por um aumento da viscosidade através da
exposicdo do material biolégico a altas concentracdes do agente crioprotetor (geralmente

entre 4 e 6 mol/L) por um curto periodo de tempo (25 segundos a 5 minutos), geralmente a
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temperatura ambiente, seguido de um resfriamento ultra-rapido em nitrogénio liquido, ndo
sendo necessaria a utilizacdo de equipamentos sofisticados e de alto custo (Santos et al.,

2008).

De acordo com Stachecki e Cohen (2004), a vitrificacdo possui dois aspectos basicos a
serem levados em consideracdo. O primeiro consiste no fato de que as altas concentracoes
de agentes crioprotetores utilizadas aumentam os efeitos téxicos e, em segundo lugar,
apesar desse efeito durante o periodo de equilibrio, a vitrificacdo, por ser um método de
criopreservacgao ultra-rapido, aumenta as taxas de sobrevivéncia porque a passagem pela
temperatura critica, proxima de 0 °C é muito rdpida . Para o ovdrio inteiro a vitrificacdo pode
ser uma alternativa desejavel, dada a complexidade dos tecidos e sistema vascular (Lornage

e Salle, 2007).

Além da concentracdo de crioprotetores, o aumento da taxa de resfriamento
também pode ser alcancado escolhendo cuidadosamente um processo de vitrificacdo
adequado. Neste sentido, a forma como o material bioldégico é acondicionado para ser
vitrificado possui importancia para o sucesso da vitrificacdo. Para a vitrificacdo de tecido
ovariano, duas das formas de acondicionamento que sdo utilizadas sdo canudos de plastico
(Nagano et al., 2007) e criotubos (Kagabu e Umezu, 2000; Bordes et al., 2005). Entretanto, é
importante lembrar que essas duas técnicas sdo compostas por materiais ndo condutivos
(plastico), o que provavelmente influencia negativamente na taxa de resfriamento. Por isso,
alguns estudos foram realizados para desenvolver sistemas que reduzissem o volume da
solucdo de vitrificacdo o maximo possivel e, consequentemente, aumentassem a taxa de
resfriamento. Alguns exemplos desses sistemas sdo: vitrificagdo em superficie sélida (Santos

et al., 2007a; Lin et al., 2008) e o método da goticula de tamanho reduzido (Yeoman et al.,
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2005; Wang et al., 2008). E importante ressaltar que alguns desses protocolos envolvem o
contato direto do tecido ovariano com o nitrogénio liquido, e se o tecido estiver
contaminado com algum agente patogénico, ele pode ser preservado no nitrogénio e

manter-se contaminante apds seu descongelamento (Santos et al., 2010).

Embora a vitrificacdo de tecido ovariano ndo seja considerada um procedimento de
rotina na medicina reprodutiva, alguns avangos importantes tem sido alcangados para

foliculos ovarianos pré-antrais em animais domésticos e selvagens (Tabela 3).

Tabela 3. Avancos na vitrificacdo de foliculos pré-antrais em animais domésticos e silvestres.

Fonte e espécies Tratamento e andlise apds o Principais resultados
aquecimento

Foliculos Isolados
1
Cabra
. , IR VA
dasiurideos(marsupiais)

L 1,2 T oA . 1,2
Cultivo in vitro™” e viabilidade por  Sobrevivéncia folicular
~ 12
coloragao

Cortex ovariano

3 T . , . 358 . 3,45
Porca Analise histoldgica™™" e Morfologia normal™"” e dano
3,4 3 3
vaca ultraestrutural’; ultraestrutural
5 L ~ 4,67 oA . . 45,67
cabra’, Viabilidade por coloragdo™™" e Sobrevivéncia folicular ;
6 ... &5p o . 7
macaca cultivo in vitro™; Degeneragdo folicular
7 , . A . . 8
ovelha Isolamento de foliculos e cultivo Sobrevivéncia folicular
8 . . 7
cadela in vitro-10d

Hemi-ovario
9
Ovelha

Ovario inteiro
10,11
Ovelha'®

Xenotransplante8

9
Autotransplante e acasalamento

. . ~ 10
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d: dias. Fonte: (Santos et al., 2010)(adaptado)

O congelamento lento e a vitrificagdo apresentam vantagens e desvantagens e a
escolha da técnica muitas vezes pode ser influenciada por algumas dessas caracteristicas.
Por exemplo, o congelamento lento é um processo demorado e exige uma maquina de

resfriamento especial, que possui um custo alto para aquisicdo. Ja a vitrificacdo ndo
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necessita de nenhum equipamento para o controle da temperatura e € um processo rapido
e pratico. Outras diferencas relacionadas aos dois procedimentos podem ser vistas na Tabela

4.

Tabela 4. Comparacdo entre congelamento lento e a vitrificacdo em relacdo as injurias
causadas pelo método de criopreservacao

Injurias Congelamento Lento Vitrificagdo
Formagao de cristais de gelo +++ -
Injurias osmaticas + 4+
Injurias toxicas + 4+
Danos de rompimento ++ =+
Injurias ao resfriamento +++ +

+++ = risco alto; ++ =médio risco; + = risco baixo; - = ndo apresenta. Fonte:Siqueira Filho, 2009

Por serem procedimentos tdo diferentes e apresentarem resultados variados quando
usados em tipos celulares ou espécies diferentes, a comparacdo entre o congelamento lento
e a vitrificacdo ja tem sido estudada em algumas espécies como murinos (Aerts et al., 2008;
Kim et al., 2011), macacos rhesus (Ting et al., 2011) e humanos (Martinez-Burgos et al.,

2011).

ESTUDOS DE CRIOPRESERVAGCAO EM CANIDEOS

Apesar da criopreservacao de tecido ovariano ser largamente explorada em algumas
espécies, como ovelhas (Gosden et al., 1994), humanos (Newton et al., 1996), vacas (Lucci et
al., 2004) e cabras (Rodrigues et al., 2004a), os relatos de criopreservagao de tecido ovariano
em cadelas sdao poucos. Apenas Ishijima et al., (2006) tem um estudo publicado. Neste
trabalho, fragmentos de ovarios de cadelas foram submetidos a vitrificacdo direta em
nitrogénio liquido, apds os tratamentos com crioprotetores, e depois transplantados. Como
resultados, os autores relatam que todas as amostras analisadas apresentaram morfologia

normal e compativel com o tecido fresco, que o transplante foi vidvel e que existe um
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potencial para esta técnica, pois foi observada uma proliferagdao de células da granulosa em

foliculos primarios transplantados. Os tecidos foram analisados por microscopia de luz.

Os estudos de criopreservacdao na espécie canina sao reduzidos, sendo que dois sdo
relacionados com a preservacdo por resfriamento (Lopes et al., 2009; Lima et al., 2010). O
resfriamento é uma técnica que possui o seu potencial limitado porque o tempo em que o

material pode ficar estocado é muito pequeno comparado com a criopreservagao. O estudo
de Boutelle et al., (2011) é um estudo promissor sobre vitrificacdo de ovdcitos de canideos

selvagens. Apesar do trabalho de Ishijima et al., (2006) ter relatado o efeito da vitrificacdo de
ovarios de cadelas sobre foliculos pré-antrais, é importante ressaltar que ainda nao ha
estudos sobre o congelamento lento classico de ovarios de cadelas. Além disso, a
comparacao da técnica de criopreservacgao de foliculos por meio do congelamento lento e da
vitrificacdo, embora ja tenha sido reportada em murinos (Aerts et al., 2008; Kim et al., 2011),
macacos rhesus (Ting et al., 2011) e humanos (Martinez-Burgos et al., 2011) ainda nao foi

realizada em cadelas.
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JUSTIFICATIVA

O presente trabalho pretende elucidar caracteristicas importantes da reproducao de
cadelas, como a populagdo, morfometria e ultraestrutura dos foliculos ovarianos pré-antrais,
e comparar dois métodos de criopreservacdao dos mesmos em tecido ovariano. Como ja
mencionado, ndo existem muitos relatos a este respeito na literatura para a espécie canina.
Caracteristicas basicas dos aspectos reprodutivos de cadelas precisam ser conhecidas e

trabalhadas para que mais informacdes sobre os canideos estejam disponiveis na literatura.

A criopreservacdo de foliculos ovarianos pré-antrais de cadelas também tem sido
muito pouco estudada até o momento, o que deixa grandes lacunas no estudo da
conservacdao de gametas femininos nesta espécie. Vale ressaltar também que ndo existe
uma comparacao entre as técnicas de crioprotecdo (congelamento lento e vitrificacdo) de
tecido ovariano de cadelas e que esse estudo fornecera informacdes sobre qual metodologia
trard melhores resultados para os gametas femininos desta espécie. O presente trabalho
avaliard também as caracteristicas ultraestruturais de foliculos ovarianos pré-antrais de
cadelas, o que é inovador, uma vez que ndo foram publicados estudos nessa drea e muito
menos estudos comparativos entre as duas técnicas utilizadas e seus efeitos na
ultraestrutura dos foliculos pré-antrais de cadelas. As andlises ultraestruturais sao
fundamentais, pois nos mostram danos causados nas células que ndao podem ser vistos em

microscopia de luz convencional.

Visto que o cdo doméstico pode ser um modelo de estudo para canideos selvagens,
este trabalho oferece ainda a vantagem de servir como modelo para as pesquisas em
preservacao de material genético de animais que se encontram ameacados de extin¢do que

também s3o da familia Canidae, como o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), o cachorro do
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mato vinagre (Speothos venaticus) e o cachorro do mato de orelhas curtas (Atelocynus
microtis) além de ser também util para a formacdo de um banco de germoplasma para cdes

guia de cego e para criadores de ragas caninas em geral.
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Estudar e caracterizar a populagao de foliculos ovarianos pré-antrais de cadelas e a

possibilidade de preservagao dos ovécitos inclusos nestes foliculos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar e caracterizar morfometricamente a popula¢do de foliculos ovarianos pré-

antrais (primordiais, primarios e secunddarios) de cadelas.

e Caracterizar ultraestruturalmente os foliculos ovarianos pré-antrais de cadelas.

» Testar dois protocolos de criopreservacdo (congelamento lento e vitrificacdo) sobre

a morfologia e a ultraestrutura dos foliculos pré-antrais de cadela inclusos em fragmentos de

tecido ovariano.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho apresentou duas fases distintas, na primeira fase foi feito o estudo
populacional, morfolégico e morfométrico dos foliculos ovarianos pré-antrais de cadelas, e
na segunda fase foi realizada a criopreservacdao dos foliculos ovarianos pré-antrais de

cadelas, utilizando o congelamento lento e a vitrificacao.

FASE I: ESTIMATIVA DA POPULAGAO E CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E

MORFOMETRICA DE FOLICULOS OVARIANOS PRE-ANTRAIS DE CADELAS

Foram utilizados ovdrios oriundos de 10 cadelas higidas, ndo prenhas, com idade
entre 6 meses e 8 anos, de variadas racas (SRD, Cocker Spaniel, Labrador, Pinscher)
submetidas a ovariohisterectomia eletiva no Hospital Veterindrio da Universidade de

Brasilia.

Para a estimativa da populacdo de foliculos pré-antrais, um dos ovdrios de cada
cadela foi fixado inteiro em solucdo Carnoy (60% de alcool absoluto, 30% de cloroférmio e
10% de acido acético) por 3 horas, depois foram destinados aos procedimentos de
desidratacdo (alcool em solugcbes crescentes, 80%, 90% e 100%), diafanizacdo (em xilol) e
inclusdo em parafina (Histosec, Merck). De cada ovario foram feitos cortes semi-seriados na
espessura de 5um e um a cada 120 cortes foram montados em laminas e coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE). Todos os foliculos que apresentaram nucleo do ovécito visivel
foram contados e classificados como primordiais, primdrios ou secundarios conforme suas
caracteristicas morfoldgicas. Os foliculos primordiais sdo compostos de um ovdcito rodeado
por uma Unica camada de células da pré-granulosa achatadas (Gougeon, 1996; Van Den

Hurk et al., 1997). Foliculos primarios sdo constituidos por um ovdcito rodeado por uma
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Unica camada de células da granulosa cuboides. Os foliculos secundarios possuem pelo
menos duas camadas de células da granulosa e j& podem apresentar desenvolvimento das

células da teca (Van Den Hurk e Zhao, 2005). A fim de estimar corretamente a populacdo

folicular, utilizou-se um fator de correcao descrito por Gougeon e Chainy (1987), a saber:

Onde: N1 = nimero calculado total de foliculos de uma determinada classe; No

numero de foliculos observados no ovario; St = nimero total de sec¢des no ovdrio; Ts
espessura da seccdo (Um); So = numero total de sec¢Oes observadas; dn = diametro médio

do nucleo do foliculo da classe em questdo: primordiais, primarios ou secundarios.

Para estabelecer a morfometria folicular, foram utilizados 190 foliculos pré-antrais
(100 primordiais, 50 primarios e 40 secundarios), selecionados aleatoriamente nas mesmas
laminas usadas para estimar a populacdo folicular. Por meio do programa IMAGE PRO PLUS
5.1, Media Cybernetics foram extraidas as medidas do diametro do foliculo, do ovécito e do
nucleo do ovdcito, e o numero de células da granulosa foi contado. Todas as medidas foram
obtidas do maior e menor didmetro e a média calculada para cada foliculo. Todos os dados

foram obtidos na secg¢ao equatorial do foliculo (Figura 1).
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Figura 1. Demonstragdo das medidas do didmetro do foliculo (azul), ovécito (laranja) e nucleo do ovdcito (preto).
Todas as medidas foram obtidas do maior e menor didmetro e a média calculada. O nimero de células da
granulosa (G) foi contado na mesma secgdo.

Para caracterizar ultraestruturalmente os foliculos, pequenos fragmentos do outro
ovdrio de cada cadela foram fixados por 3 h em solugdo de Karnovsky modificada,
(glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 2% em tampao cacodilato de sédio — 0,1M, pH
7,3), lavadas em tampdo de cacodilato de Sédio 0,1 M, pds-fixados em tetréxido de dsmio
(1%) e ferricianeto de potdssio 0,8% e 5 mM de CaCl,, contrastadas em acetato de uranila
0,5%, desidratados em concentragdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e
infiltrados e incluidos em resina Spurr. Cortes semi-finos (3um) foram corados com azul de
toluidina e observados ao microscépio de luz para localizacdo do ovdcito. Os cortes
ultrafinos (70nm) foram coletados em telinhas de cobre e apds 24h foram observados no

microscopio eletrénico de transmissao Jeol 1011 (JEOL, Téquio, Japdo).

Andlise estatistica — As medidas de didmetro folicular, ovocitario e nuclear, bem
como o numero de células da granulosa, foram comparadas entre as classes de foliculos por
Andlise de Variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Diferengas foram

consideradas estatisticamente significantes quando P<0,05.
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FASE II: CRIOPRESERVACAO DE FOLICULOS OVARIANOS PRE-ANTRAIS EM TECIDO

OVARIANO DE CADELAS

Procedéncia, coleta e transporte do tecido ovariano — Foram utilizados 10 ovdrios
oriundos de 5 cadelas adultas, higidas com idade entre 6 meses e 7 anos. Os ovarios foram
coletados em procedimentos de ovariohisterectomia eletiva, no Hospital Veterindrio da
Universidade de Brasilia e em clinicas particulares do Distrito Federal, lavados e

transportados em solucdo salina até o laboratdrio a temperatura de aproximadamente 36 °C.

Solugdes crioprotetoras — A solucdo crioprotetora para o congelamento lento foi
preparada em Meio Essencial Minimo (MEM) suplementado com 20% de soro fetal bovino,
adicionado de DMSO a 1,5 M e 0,4% de sacarose. Para a vitrificagdo foram utilizadas duas
solugdes: SV1, composta por DMSO 1 M em MEM suplementado com 20% de soro fetal
bovino, e SV2, composta por DMSO 2 M + 1M de Acetamida + Propanodiol 3 M em MEM

suplementado com 20% de soro fetal bovino.

Criopreservagao de foliculos ovarianos pré-antrais in situ — No laboratdrio, de cada
ovario foram retirados fragmentos de cértex ovariano medindo 1 mm x 1 mm x 5 mm que
foram destinados aleatoriamente a fixacdo (controle), procedimento de congelamento lento

ou vitrificacdo. A representacdo esquematica pode ser vista na Figura 2.
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Amostras

ML MET

Controle

Vitrificagdo Congelamento Lento
Reaquecimento
| Descongelamento
ML MET
ML MET

Figura 2. Representagdo esquemdtica do desenho experimental seguido. ML: microscopia de luz, MET: microscopia
eletrénica de transmissdo.

Congelamento lento — Os fragmentos de cortex foram equilibrados em criotubos
contendo 1 mL da solugdo crioprotetora a 10 °C por um periodo de 20 min. Ao término dos
20 min, os criotubos foram colocados em um congelador programavel previamente resfriado
a 10 °C e entdo resfriados a uma velocidade de 1 °C/min até -7 °C. O tecido ovariano foi
mantido nesta temperatura durante a inducdo da formacdo de cristais de gelo (seeding). O
seeding foi realizado manualmente, utilizando-se uma pinca pré-resfriada em nitrogénio
liquido. Em seguida, a temperatura foi reduzida a 0,3 °C/min até atingir -30 °C, quando entdo
os criotubos foram removidos do congelador e mergulhados em nitrogénio liquido (-196 °C),

no qual foram estocados por um periodo minimo de uma semana. Para o descongelamento,
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os criotubos foram expostos a temperatura ambiente por 10 segundos, e entdao imersos em
banho-maria a 38 °C por um periodo suficiente para ocorrer o seu descongelamento total.
Para a remocdo do crioprotetor, cada fragmento ovariano foi submetido, separadamente, a
trés lavagens sucessivas em MEM contendo concentracdes decrescentes de sacarose (0,4%,
0,2% e sem sacarose), realizadas a intervalos de 5 min. Em seguida, os fragmentos ovarianos
foram destinados a andlise histoldgica e microscopia eletronica de transmissdo, conforme

explicado adiante.

Vitrificagdo — O método utilizado para a vitrificagcdo foi uma adaptacdao do método

proposto por Ishijima et al., (2006). Inicialmente os fragmentos foram mantidos na SV1 por 5
min e depois na SV2, por mais 5 min, sempre a 0 °C. O processo de vitrificacdo foi realizado
em superficie sélida, onde o tecido ovariano é congelado através de contato direto com uma
superficie solida feita de material inoxidavel, resfriada a uma faixa de temperatura
aproximada -150 a -180 °C. Em seguida, as amostras de cértex foram acondicionadas em
criotubos previamente resfriados em nitrogénio liquido, os quais foram entdao mergulhados
em nitrogénio liquido e mantidos armazenados por no minimo uma semana. Para o
reaquecimento, os fragmentos ovarianos foram expostos a temperatura ambiente por 10
segundos e entdo imersos em banho-maria a 37 °C ao mesmo tempo em que 1,5 ml de uma
solugdo aquecida (37 °C) de sacarose a 0,4% em MEM acrescido de 20% de soro fetal bovino
foi adicionada ao criotubo, e assim mantidos por um periodo de 5 min. Para a remoc¢ao da
solucdo crioprotetora, os fragmentos foram transferidos para outra solucdo igual mas com
0,2% de sacarose e apds o mesmo intervalo de tempo, para MEM acrescido de 20% de soro

fetal bovino, sem sacarose por mais 5 min. Em seguida, os fragmentos ovarianos foram
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destinados a analise histoldgica e microscopia eletrénica de transmissdo, conforme descrito

abaixo.
Anadlise histologica e ultraestrutural de foliculos ovarianos pré-antrais

No grupo controle e ao final de cada tratamento, cada fragmento foi dividido em
duas partes: uma pequena amostra (~1mm?) foi fixada e processada para microscopia

eletronica de transmissdo e o restante fixado e processado para microscopia de luz.

Andlise histolégica — As amostras de tecido processadas para microscopia de luz
foram fixadas em Carnoy por 3 h. Apds a fixacdo, os fragmentos ovarianos foram
desidratados, diafanizados, embebidos em parafina e seccionados a espessura de 5um. As
seccOes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e avaliadas ao microscépio de luz
(Leica DM500, Wetzlar, Germany). Os foliculos observados foram contados e classificados de
acordo com o estdgio de desenvolvimento (primordial, primario ou secundario) e
considerados como morfologicamente normais ou degenerados. Os foliculos foram
considerados degenerados quando apresentaram uma ou mais das seguintes caracteristicas:
citoplasma do ovdcito retraido, células da granulosa dispersas ou desorganizadas, presenca
de vesiculas, presenca de corpos picnéticos no nucleo do ovdcito e da granulosa S6 foram

considerados para classificacdo os foliculos cujos ovdcitos apresentaram nucleo visivel.

Analise ultraestrutural — Para esta andlise, as amostras de tecido ovariano foram
fixadas por 3 h em solucdo de Karnovsky modificada (glutaraldeido a 2,5% e
paraformaldeido a 2% em tampao cacodilato de sédio — 0,1M, pH 7,3), lavadas em tampao
de Cacodilato de Sddio 0,1 M, pds-fixados em tetroxido de dsmio (1%) e ferricianeto de
potassio 0,8% (1:1) e 5 mM de CaCl,, contrastadas em acetato de uranila 0,5%, desidratadas

em concentracdes crescentes de acetona, infiltrados e incluidos em resina Spurr. Cortes
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semi-finos (3um) foram corados com azul de toluidina e observados ao microscépio de luz
para localizacdo e classificacdo dos foliculos. Os cortes ultrafinos (70 nm) foram coletados
em telinhas de cobre e apds 24 h foram observados no microscopio eletrénico de
transmissdo (Jeol 1011, JEOL, Toéquio, Japdo). Somente foliculos considerados

morfologicamente normais nos cortes semi-finos foram analisados.

Andlise estatistica — As porcentagens de foliculos morfologicamente normais foram
comparadas entre os tratamentos e o grupo controle (fixado imediatamente apds a coleta).
Os dados foram transformados para arcsen V% e submetidos a Andlise de Variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Scheffé. Diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes quando P<0,05.
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Tabela 6. Parametros morfométricos (média + DP) de foliculos ovarianos pré-antrais de
cadelas.

Diametro (um) Numero células
Classe folicular . — . _ da granulosa no
folicular ovdcito nucleo ovdcito corte equatorial
Foliculos primordiais 27,5+4,2° 21,7 +2,7° 11,3 +1,6° 6,0+1,8°
Foliculos primarios 42,6 +12,5° 27,8+7,5° 13,7+ 2,6° 15,0+ 7,0°
Foliculos secundarios ~ 101,6 +62,9¢ 48,0 +12,6° 18,7 +4,2° 61,5 + 63,5°

B,y - - —
*¢Numeros com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).

Na andlise ultraestrutural, foliculos primordiais apresentaram um ovdcito com
citoplasma homogéneo e nucleo grande e arredondado. A cromatina encontrava-se
descondensada e um nucléolo foi geralmente observado. As organelas estavam
homogeneamente distribuidas pelo citoplasma (Figura 4A). As organelas mais abundantes
foram mitocondrias arredondadas e poucas mitocondrias alongadas podiam eventualmente
ser vistas. Cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso foram observadas, na maioria dos
casos em associacdo com mitocondrias (Figura 4B), mas também foram observadas isoladas
no citoplasma. Algumas cisternas de Golgi eram as vezes observadas. As membranas
celulares dos ovécitos e das células da granulosa estavam préximas, com um contato intimo
mantido por meio de invaginacGes. As células da granulosa eram achatadas e pequenas, com

uma grande relagdo nucleo/citoplasma e poucas organelas (Figura 4C).

A ultraestrutura de foliculos primarios foi muito semelhante a observada no estagio
primordial (Figura 4D). Os ovécitos eram em geral esféricos, mas ovdcitos alongados foram
observados em alguns casos. O nucleo, que se apresentava grande e excéntrico, tinha
cromatina descondensada e um nucléolo também podia ser observado. Mitocondrias
arredondadas eram ainda as mais abundantes. O reticulo endoplasmatico e as cisternas de

Golgi também estavam presentes (Figura 4D). Neste estagio as células da granulosa eram

35



cuboides e tinham nucleos redondos e apresentavam uma quantidade maior de organelas,

principalmente mitocondrias e reticulo endoplasmatico.

Foliculos secunddrios apresentavam uma zona pelicida em formagao ao redor do
ovacito na qual microvilosidades podiam ser observadas projetando-se (Figura 4E). O nucleo
ainda era grande e redondo e apresentava um nucléolo visivel. Foliculos secunddrios mais
avancados apresentavam zona pellcida completamente formada onde projecdes das células
da granulosa podiam ser visualizadas, além das microvilosidades do ovdcito (Figura 4F).
Mitocondrias arredondadas e alongadas podiam ser observadas (Figura 4E e 4F). Cisternas
de reticulo endoplasmatico eram abundantes e a associacdo entre mitocéndrias e reticulo
endoplasmatico era comum. As vesiculas eram abundantes comparadas aos estagios
anteriores. Em foliculos secunddrios, as células da granulosa eram cuboides e apresentavam

muitas organelas. (Figura 4E).

Todos os foliculos estavam circunscritos por uma membrana basal, a qual delimitava

o estroma ovariano.
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RESULTADOS

FASE 1: ESTIMATIVA DA POPULAGCAO E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E
MORFOMETRICA DE FOLICULOS OVARIANOS PRE-ANTRAIS DE CADELAS

Para a estimativa da populagdo folicular, os foliculos foram classificados como
primordiais, primarios e secundarios (Figura 3). O niumero de foliculos pré-antrais por ovario

de cadela estd apresentado na Tabela 5.
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Figura 3. Fotomicrografias representativas de foliculos primordiais (A), primarios (B) e secundarios (C) de cadelas. Barras=
20pum

Tabela 5. Numero médio (+ DP) e porcentagem de foliculos pré-antrais de cada classe por
ovario de cadela

Tipo Populagdo

Foliculos primordiais 45.145 + 16.076 (94,25%)
Foliculos primarios 2.358 £1.253 (4,92%)
Foliculos secundarios 397 +351(0,83%)

Total 47.900 £ 17.680

A média de diametro do foliculo, ovdcito e nlcleo do ovdcito, bem como do numero
de células da granulosa de foliculos primordiais, primarios e secundarios de cadela estdo na
Tabela 6. Diferencas significativas (P<0,05) foram observadas entre as trés classes para
diametro do foliculo, ovdcito e nucleo do ovdcito. No entanto, para o nimero de células da
granulosa apenas foliculos secunddrios apresentaram significativamente mais células

(P<0,05) do que foliculos primdrios e primordiais (Tabela 6).
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Figura 4. Fotomicrografias de foliculos pré-antrais de cadela. (A) Visdo geral de foliculo primordial. (B) Detalhe do citoplasma do ovdcito de
foliculo primordial onde se vé a associagdo das mitocdndrias com o reticulo endoplasmatico (setas). (C) Detalhe do contato entre ovdcito e
células da granulosa em foliculos primordial. Observe as invaginagdes (flechas). (D) Foliculo primario mostrando associagdo das
mitocondrias com o reticulo endoplasmatico como também visto em foliculos primordiais. Observe a maior quantidade de organelas nas
células da granulosa. (E) Foliculo secundario com zona peltcida em formagdo onde se projetam microvilosidades do ovdcito (cabega de
seta). (F) Foliculo secunddrio com zona peltcida completamente formada onde se observam cortes parciais das proje¢des das células da
granulosa (ponteiras). O: ovécito, CG: célula da granulosa, Nu: nucleo,ZP: zona pelicida, M: mitocondria,Mi: figura mielinica G: Golgi*:
nucléolo MB: membrana basal, V: Vesicula.
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FASE Il: CRIOPRESERVAGAO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS EM TECIDO OVARIANO DE
CADELAS

Na microscopia de luz, foram avaliados 1747 foliculos no total, sendo 831 no
controle, 591 no congelamento lento e 325 na vitrificacdo. Apds as avaliacdes dos foliculos
dos tratamentos e do controle, a porcentagem de foliculos morfologicamente normais foi
calculada (Tabela 7). A porcentagem de foliculos morfologicamente normais, independente
da classe folicular, foi significativamente inferior na vitrificagdo em rela¢gdo ao controle e ao
congelamento lento (P<0,05), e ndo houve diferenca significativa entre estes dois ultimos
grupos.

Tabela 7. Porcentagem (média + DP) de foliculos pré-antrais morfologicamente normais em
ovdrios frescos (controle), congelados ou vitrificados.

Classe Controle Congelamento Lento Vitrificagao
Primordiais 96,69+4,72° 89,51+10,39° 75,3249,23°
Primarios 94,80+6,91° 86,8+12,15° 61,53+14,78°
Secundarios 87,62+17,12° 76,35+26,34° 52,25+22,13°
TOTAL 93,6616,81° 86,16+11,05° 68,14+12,75°

*> NUmeros com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

No congelamento lento, a morfologia da maioria dos foliculos ao microscépio de luz
era semelhante ao grupo controle, onde um ovécito com o nucleo bem definido e
citoplasma homogéneo estava completamente circundado por células da granulosa (Figura 5
A-C). Na vitrificacdo, uma porcentagem maior de foliculos degenerados pode ser observada
ao microscépio de luz (Tabela 7), mas de um modo geral, tanto no congelamento lento
qguanto na vitrificacdo, as caracteristicas de degeneragdao mais comumente observadas foram
nucleo picnodtico (Figura 5D) e desintegracdo total do ovécito (Figura 5E). No tecido ovariano
vitrificado, uma caracteristica interessante observada foi o descolamento do estroma
ovariano de muitos foliculos (Figura 5F), especialmente secunddrios. No entanto, na grande

maioria das vezes, o foliculo em si apresentava morfologia normal e foi classificado como tal.
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Figura 5. Foliculos primordiais (A), Primdrio (B) e Secunddrio (C) morfologicamente normais do grupo congelamento lento.
Foliculo primario apresentando nucleo picnético apds congelamento lento (D). Foliculos primarios com ovécito totalmente
desintegrados ap0s vitrificagdo (E). Foliculo secundario morfologicamente normal apresentando descolamento do estroma
apos vitrificagdo (F). Barras=20um.

A analise ultraestrutural mostrou resultados divergentes da analise por microscopia
de luz, evidenciando que foliculos vitrificados mantiveram a estrutura subcelular mais
préxima do grupo controle do que os foliculos que passaram pelo congelamento lento. Nos
foliculos primordiais (Figura 6A) e primdarios (Figura 6B) que foram submetidos ao
congelamento lento pudemos observar regides com baixa densidade de organelas, presenca
de vesiculas, descolamento das células da granulosa, perda de juncdes entre a célula da
granulosa, desintegracdao do nucleo das células da granulosa. Presenca de mitocéndrias
inchadas (Figura 6C) e retracdo do ovécito. O nucleo do ovdcito apresentava um contorno
anguloso, com muitas endentacbes (Figura 6A, B e C) e eventualmente ruptura da
membrana nuclear (Figura 6C). Nos foliculos secundérios além das alteracGes anteriores

também foi notada a perda total da estrutura citoplasmatica (Figura 6 D e E). Alguns foliculos
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secunddrios apresentaram aspecto retraido semelhante a uma desidratagao do tecido
(Figura 6F). E importante relembrar que apenas foliculos considerados morfologicamente
normais nos cortes semifinos foram avaliados ao MET.

Foliculos primordiais (Figura 7 A e B) e primadrios (Figura 7 C e D) vitrificados
apresentaram ultraestrutura semelhante a do controle (vide Figura 4), com justaposicdo
entre o ovdcito e as células da granulosa, mitocondrias arredondas e integras e
frequentemente em associagdo com reticulo endoplasmatico. Em um Uunico foliculo foi
possivel observar um discreto rompimento da membrana nuclear (ndo mostrado). No
entanto, em ovdcitos de foliculos secunddrios vitrificados foi observada presenca de
vesiculas pequenas e grandes, nucleo deformado (Figura 7E) e mitocéndrias inchadas e sem
cristas (Figura 7F). Foi observada ainda extensa degenerac¢ado das células da granulosa (Figura

7E).
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Figura 6. Fotomicrografias de foliculos pré-antrais submetidos ao congelamento lento. (A) Visdo geral de foliculo primordial.
(B) Visdo geral de foliculo primario. (C) Detalhe do citoplasma do ovdcito de foliculo primario. (D e E) Foliculos secundarios.
Notar o descolamento das células da granulosa, presenga de vesiculas no citoplasma do ovdcito (A e B), mitocdndrias
inchadas (setas) (C), nucleo com contorno irregular (A-C), ruptura da membrana nuclear (flecha) (C) e perda total da
estrutura citoplasmatica (D e E). (F) Foliculo secundario de aspecto retraido, mostrando perda de contato entre o ovécito e
as células da granulosa e entre estas. O: ovdcito, CG: célula da granulosa, Nu: nucleo, ZP: zona peltcida, M: mitocéndria, *:

nucléolo, MB: membrana basal, V: vesicula.
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Figura 7. Fotomicrografias de foliculos pré-antrais submetidos a vitrificacdo. (A) Visdo geral de foliculos primordiais. (B)
Detalhe do citoplasma do ovdcito de foliculo primordial. (C) Visdo geral de foliculo primario. (D) Detalhe do citoplasma do
ovocito de foliculo primario. Notar a ultraestrutura bem preservada do ovdcito, com nucleo de contorno regular,
mitocondrias arredondadas em associagdo com reticulo endoplasmdtico (setas), homogeneamente distribuidos pelo
citoplasma, semelhante ao observado em foliculos do grupo controle. (E) Foliculo secundario degenerado, mostrando
extensa degeneragdo das células da granulosa e ovdcito com grandes vesiculas no citoplasma e nicleo deformado. (F)
Detalhe do citoplasma ovécito de foliculo secundario mostrando a maioria das mitocéndrias inchadas e sem cristas (cabeca
de seta). O: ovdcito, CG: célula da granulosa, Nu: nlcleo, , M: mitocondria, *: nucléolo, MB: membrana basal, V: Vesicula.
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DISCUSSAO

A estimativa da populagdo de foliculos ovarianos pré-antrais ja foi reportada em
outras espécies como: bovinos 750.000 (Erickson et al., 1976), bubalinos 19.819 (Mondadori
et al., 2010), ovinos 76.753 (Land, 1970), caprinos 37.646 (Lucci et al., 1999), macaco-prego
(Cebus apella) 108.216 (Domingues et al., 2003) e no felino doméstico 37.853 (Carrijo Junior
et al., 2010), mas essa estimativa de populacdo em tecido ovariano oriundo de cadelas até o
presente momento ndo foi reportada. Um estudo (Dolezel et al., 2004) relata a contagem da
populacdo contida em uma area de 50 mm? de tecido ovariano de cadelas, e ja demonstrou
uma grande quantidade de foliculos em uma pequena area (567). No entanto, este dado nao
pode ser extrapolado para o ovario inteiro. Observamos em nosso estudo que a média da
populacdo folicular de um ovdrio inteiro de cadelas é de aproximadamente 47.900 foliculos
pré-antrais. A quantidade média de foliculos primordiais encontrados em nosso trabalho foi
de aproximadamente 94,25% da populagdo folicular total. Essa alta proporgao de foliculos
primordiais também foi reportada em ovinos (Land, 1970), bovinos (Lucci et al., 2002) e em
gatas (Carrijo Junior et al., 2010). Embora outros estudos como em caprinos (Lucci et al.,
1999) ndo apresentem uma proporg¢ao tdo alta para os foliculos primordiais, eles continuam
sendo os que estdo em maior quantidade (67,8%). A grande diferengca se mostra em
bubalinos (Mondadori et al., 2010) onde aproximadamente 17,5% da populacdo total é de
primordiais, e a grande maioria (74%) sao foliculos primarios.

A morfometria de FOPA de cadela foi descrita em dois trabalhos anteriores (Durrant

et al., 1998; Diagone et al., 2008). Nossos dados sdao semelhantes ao descrito por Durrant et

al., (1998) para foliculos primordiais (~25um de diametro). A comparacdo para foliculos

primarios e secundarios nao foi possivel visto que nesse estudo os foliculos primarios e
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secunddrios foram agrupados em uma Unica classe (foliculo pré-antral avancado). Por outro

lado, nossos resultados foram bem diferentes dos descritos por Diagone et al., (2008), que
relataram medidas sempre maiores que as obtidas no presente estudo. Contudo, uma
hipétese nao pode ser formulada sobre o porque desta diferenca. Diferengas na
morfometria folicular dentro de uma mesma espécie entre trabalhos publicados existem

para gatas domésticas (Reynaud et al., 2009b; Carrijo Junior et al., 2010). Neste caso, os
dados do presente estudo sdo semelhantes aos descritos por Carrijo Junior et al.l (2010), mas

menores do que as apresentadas por Reynaud et al., (2009b). Comparando ainda com outras
espécies, as medidas obtidas para cadelas sdo semelhantes as relatadas para bovinos
(Kacinskis et al., 2005), porém maiores que as descritas para bubalinos (Mondadori et al.,
2007). O conhecimento da morfometria folicular é importante para o acompanhamento do
desenvolvimento folicular em técnicas como o cultivo de foliculos pré-antrais e a maturacao

de ovocitos in vitro.

A ultraestrutura dos foliculos primordiais observada em nosso trabalho é semelhante

a descrita para cadelas por Lopes et al., (2009). Lopes et al. também descrevem um aspecto
geral dos foliculos, mas ndao descrevem detalhadamente quais as caracteristicas de cada
classe. Em nosso trabalho, todas as classes de FOPA de cadelas foram descritas. Além disso,
de um modo geral a ultraestrutura dos FOPA de cadela é semelhante a de algumas outras
espécies (bovino, bubalino, caprino). Mitocondrias arredondadas foram as organelas mais
vistas nas trés classes foliculares estudadas. Isso também é observado em FOPA de bufalos

(Mondadori et al., 2007), bovinos (Kacinskis et al., 2005), felinos (Carrijo Junior et al., 2010) e
suinos (Silva et al., 2011). Fair et al., (1997) sugerem que as mitocondrias redondas sejam

organelas imaturas das quais as outras formas derivam. As mitocondrias alongadas sé sdo

visualizadas em maior quantidade a partir do foliculo secundario, possivelmente porque a
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derivacdo mitocondrial ainda ndo é tdo necessaria, visto que ovdcitos caninos sdo ovulados
imaturos, em estadio de vesicula germinativa (Profase 1), enquanto em outras espécies, 0s
ovocitos sdo ovulados em Metafase Il (Luvoni et al., 2005).

Além da caracterizacao folicular, este estudo descreve os efeitos da criopreservacao

de FOPA de cadelas. Alguns outros estudos envolvendo conservacdo (mas ndo

criopreservacdo) de tecido ovariano foram realizados em caninos, Lima et al., 2010)
observaram a morfologia dos FOPA contidos no tecido ovariano, submetidos a temperatura
de 0 °C até 36 horas. O estudo identificou que hd uma queda gradual na porcentagem de
FOPA morfologicamente normais conforme a progressio do tempo. Outro estudo de
preservacao por resfriamento (Lopes et al., 2009), onde os FOPA foram submetidos a varios
tratamentos com meios de cultivo, temperatura e tempos de incubacdo diferentes mostrou,
por que os foliculos apresentaram ultraestrutura semelhante ao controle e viabilidade de
aproximadamente 60% em tratamentos com baixas temperaturas (4 °C) por até 24 horas.
Isso mostra que FOPA de cadela apresentam resisténcia quando submetidos a baixas

temperaturas.

Este estudo relata pela primeira vez o resultado do congelamento lento de ovarios de
cadelas usando DMSO como crioprotetor, o que resultou em 86% de FOPA

morfologicamente normais apds o descongelamento. O congelamento lento ja vem sendo
realizado em outras espécies, como em porcas, em cuja espécie Borges et al., (2009)

obtiveram taxas de FOPA morfologicamente normais de 72% utilizando DMSO. Em um
estudo em caprinos (Rodrigues et al., 2004a), também utilizando DMSO como crioprotetor
para o congelamento lento, as porcentagens de foliculos morfologicamente normais foram
menores que 48%. E interessante observar nesse caso que o crioprotetor tem uma interacdo

espécie-especifica, pois apesar de utilizarmos um mesmo crioprotetor (DMSO) com
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protocolo semelhante ao dos experimentos citados, a porcentagem dos FOPA normais no

presente estudo foi sempre maior (86%). Neto et al., (2008) compararam a associa¢do de
crioprotetores permedveis com nao permeaveis em ovarios de coelhas e, quando o DMSO
foi utilizado, foi obtida uma taxa de aproximadamente 50% de FOPA morfologicamente
normais. Ja em ovinos (Amorim et al., 2007), o congelamento lento de foliculos primordiais
isolados utilizando o DMSO resultaram em 87% de foliculos morfologicamente normais

utilizando a coloracdo de azul de tripan para avaliar a viabilidade dos mesmos, uma taxa

semelhante a encontrada em nosso estudo. Lucci et al., (2004) testaram DMSO em duas
concentragdes no congelamento lento de foliculos de bovinos zebuinos. A criopreservagao
com o DMSO na mesma concentragao utilizada em nosso trabalho (1,5M) apresentou uma
taxa um pouco menor de FOPA normais (74%) em relagdo ao presente trabalho, enquanto

em uma concentra¢do maior (3M) foi obtida taxa semelhante (88%).

Em nosso estudo, os foliculos avaliados no congelamento lento ndo apresentaram
grandes alteracdes morfoldgicas na microscopia de luz, entretanto, na ultraestrutura foram
encontrados danos mitocondriais, além de baixa densidade de organelas presentes no
citoplasma do ovdcito, retracdo do ovdcito e perda de células da granulosa. Danos

semelhantes foram reportados quando foi avaliada a ultraestrutura de FOPA de ovinos

criopreservados (Santos et al., 2006a). Lucci et al., (2004) em bovinos, observaram a perda de
algumas células da granulosa, mas com o ovdcito apresentando caracteristicas normais, o
gue também foi observado no presente trabalho. A perda de algumas células da granulosa
podem ser compensadas com o posterior desenvolvimento folicular (Lucci et al., 2004). As
diferencas que encontramos nas analises histoldgicas e ultraestruturais no congelamento
lento possivelmente ocorreram porque o tempo de processamento da amostra para o
congelamento lento é muito longo, aproximadamente duas horas e trinta minutos, e as
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alteragdes ocorrem em um nivel ultraestrutural, lesando mais o ovdcito e as células da
granulosa, e como na MET o poder de resolucdo é maior, é esperado que se encontrem mais
danos que nao sado identificdveis no microscépio de luz. Essa diferenca também ja foi
reportada por Silva et al., (2001); Santos et al., (2006a); Borges et al., (2009).

A vitrificacdo de FOPA caninos ndo apresenta muitos estudos, sejam para foliculos
isolados ou em tecido ovariano, sendo que o primeiro relato foi feito por Ishijima et al.,
2006, onde o enfoque foi o sucesso no transplante apds a criopreservagao. Este trabalho nao
traz dados sobre a percentagem ou numero de FOPA que mantiveram sua morfologia
normal apds a criopreservac¢do. A vitrificagdo do tecido ovariano nesse caso foi executada

em contato direto com o nitrogénio. Em nosso estudo, efetuamos a vitrificacdo em

superficie sdlida, uma técnica proposta por Dinnyes et al., (2000) que apresentou boas taxas

de sobrevivéncia para ovdcitos bovinos vitrificados. Abe et al., (2008) vitrificaram complexos
cumulus-ovécitos (obtidos de foliculos antrais) caninos e observaram taxas proximas a 60%
de normalidade na morfologia dos ovdcitos submetidos aos diferentes tratamentos testados
no estudo. Desta forma, este é o primeiro estudo a relatar numericamente o efeito da
vitrificacdo de tecido ovarianos de cadela sobre a morfologia dos FOPA. Em bovinos e
humanos (Kagawa et al., 2009) o tecido ovariano vitrificado por imersao direta no nitrogénio
apresentou uma alta taxa de ovdcitos viaveis (89% para as duas espécies) observados por
microscopia de fluorescéncia. Também em humanos (Huang et al., 2008) utilizando a
vitrificacdo em superficie sélida, a avaliacdo histolégica mostrou que 85% dos foliculos
primordiais criopreservados apresentavam morfologia semelhante ao controle. Nos dois
casos, as taxas obtidas foram superiores as de nosso trabalho, o que pode ser utilizado como
um pardmetro no aperfeicoamento de nosso protocolo de vitrificagdo. Em caprinos

(Carvalho et al., 2011) utilizando varios métodos para avaliar a eficacia da vitrificacdo, os
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melhores resultados foram obtidos na vitrificacdo por superficie sélida (72% de foliculos
morfologicamente normais), resultado semelhante ao encontrado em nosso estudo (68%).

Em nosso trabalho, a ultraestrutura dos FOPA vitrificados apresentou caracteristicas
semelhantes ao controle nos foliculos primordiais e primarios, sendo que os foliculos
secundarios sofreram danos acentuados. Da mesma forma, Zhou et al., (2010) vitrificaram
tecido ovariano humano e observaram uma grande alteracdo na distribuicdo das organelas
citoplasmadtica e a presenca de vesiculas, mas aproximadamente 70% dos foliculos

vitrificados apresentaram ultraestrutura semelhante ao controle.

Quando comparamos os métodos de congelamento lento e vitrificagdo observamos
gue o congelamento lento apresentou uma porcentagem maior de FOPA morfologicamente

normais que a vitrificagcdo, porém a ultraestrutura dos FOPA vitrificados estava mais integra

gue a dos FOPA submetidos ao congelamento lento. Neste mesmo sentido, Aerts et al., (2008)
testaram a viabilidade de foliculos pré-antrais de murinos submetidos a vitrificagdio em
superficie solida e congelamento lento e observaram, por meio de analises histoldgicas e
imunohistoquimica que o congelamento lento e a vitrificacdo foram inferiores em relagao ao
grupo controle. Porém, na avaliagdo histoldgica, o congelamento lento apresentou maior
integridade morfoldgica que a vitrificacdo embora nao tenha diferido significativamente na
imunohistoquimica. Estudos comparativos entre as técnicas de congelamento lento e
vitrificacdo também foram feitos em macacos rhesus (Ting et al., 2011) avaliando o efeito
para foliculos secunddrios. Os autores reportaram que o tratamento de vitrificacdo
apresentou uma maior integridade dos foliculos do que o congelamento lento. No presente
trabalho os foliculos secundarios em ambos os tratamentos apresentaram mais danos que
foliculos primordiais e primarios. Em camundongos (Kim et al., 2011) fizeram a avaliacdo
ultraestrutural dos foliculos submetidos aos dois protocolos de criopreserva¢cdo e mostraram
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qgue nos dois protocolos os foliculos ovarianos apresentaram lesdes semelhantes na
ultraestrutura, como deformidades mitocondriais e uma grande quantidade de vacuolos.
Uma possibilidade da diferenga ultraestrutural encontrada nos dois tratamentos é de
gue uma vez que a vitrificacdo é um procedimento que ocorre rapidamente, as lesdes
encontradas na microscopia de luz e na ultraestrutura ocorrem simultaneamente, e que
esses danos ja danificam o foliculo com maior intensidade. No congelamento lento, por ser
um procedimento mais demorado, os danos ocorrem gradualmente, o que possivelmente
impossibilita a distincdo de um foliculo degenerado no aspecto da microscopia de luz, mas
gue tem a sua ultraestrutura comprometida, pelo fato de ele sofrer um congelamento que

dura aproximadamente duas horas e meia.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo das caracteristicas reprodutivas de canideos é muito importante. Um
animal que possivelmente foi o primeiro domesticado pelo humano, mas no que concerne

aos estudos de reproducdo, ainda ndo conseguiu a atengdo merecida.

As biotécnicas da reproducdo em canideos podem ajudar na preservacao das
espécies selvagens e de algumas ragas domésticas que correm risco de extin¢do, auxiliar na
manutenc¢do de material genético de animais com alto valor zootécnico e de interesse social,

como 0s caes-guia.

Em nosso trabalho, pudemos verificar o verdadeiro potencial reprodutivo da cadela,
que apresenta uma grande quantidade de foliculos ovarianos pré-antrais que ndo sao
utilizados em sua totalidade durante a vida reprodutiva, e que por meio de técnicas de
reproducao assistida podem ser melhor aproveitadas. Também foram abordados aspectos
morfolégicos, morfométricos e ultraestruturais dos foliculos ovarianos pré-antrais,

facilitando futuros estudos na avaliacdo dos foliculos.

Este também foi o primeiro trabalho que envolveu o congelamento lento e ainda a
comparacao de dois métodos de criopreservacao em tecido ovariano de cadelas. Pudemos
concluir que as dois métodos apresentaram resultados promissores, mas que ainda
necessitam de mais aperfeicoamento. A vitrificacdo preserva melhor a ultraestrutura dos
foliculos primordiais e primarios que o congelamento lento. Uma especial atencdo pode ser
dada aos foliculos secundarios, que em ambas as técnicas apresentaram maior sensibilidade,

com uma taxa baixa de normalidade em sua morfologia.
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Mais estudos sdao necessarios nessa area, avaliar os foliculos criopreservados, por
meio de cultivo in vitro, testes de viabilidade, transplantes, métodos que possam dar
informacdes sobre o comportamento desses foliculos, a possibilidade deles se
desenvolverem, chegarem a maturidade, capacidade de possuir ovdcitos fertilizdveis e por

fim gestacbes e nascimentos de filhotes saudaveis, pois essa é a finalidade principal das

técnicas de reproducao assistida.
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