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“Uma pessoa que nunca cometeu um erro, nunca tentou nada novo.”

(Albert Einstein)
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar o tempo de revascularizagdo apos
autotransplante de tecido ovariano fresco e criopreservado de gatas, bem como analisar
os efeitos da sinvastatina no transplante de tecido ovariano criopreservado. Na primeira
etapa foi realizada a investigacao do tempo inicial da revasculariza¢ao e dos danos iniciais
apos o transplante de tecido ovariano fresco e criopreservado em gatas domésticas durante
0s seis primeiros dias pos-transplante. No que diz respeito a analise de vascularizacao,
ndo houve diferenca significativa (p>0,05) na area de tecido ocupada por vasos nos
tecidos fresco e criopreservado transplantados, todavia a area de tecido ocupada por vasos
foi significativamente maior (p<0,05) em D4 e D6 em relacdo a DO. A andlise de
ultrassom, com auxilio de Doppler, também mostrou um aumento da vascularizacdo na
periferia dos transplantes com o passar dos dias de transplante. Porém, houve uma
diminuicdo significativa (p<0,05) na porcentagem de foliculos primordiais e em
crescimento morfologicamente normais apos o transplante em comparagdo com o tecido
néo transplantado (DO0), tanto no tecido fresco como no criopreservado. Contudo, a perda
folicular nos primeiros dias pés-transplante se mostrou mais intensa no material
congelado. Em suma, foi possivel definir que a vascularizacéo dos transplantes de tecido
ovariano para o tecido subcutaneo ocorre até o quarto dia pos-transplante, sem diferenca
no tempo entre tecido fresco e criopreservado. Além disso, a perda folicular nos seis
primeiros dias se mostrou mais intensa no tecido criopreservado do que no fresco. Na
segunda etapa deste trabalho o objetivo foi avaliar os efeitos da administracdo de
sinvastatina no desenvolvimento folicular e na revasculariza¢do do tecido ovariano de
gatas criopreservado e transplantado para o tecido subcutaneo. Houve uma diminuigéo

intensa do numero de foliculos encontrados, tanto no grupo que recebeu sinvastatina
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como no grupo que ndo recebeu (Controle). Foram encontrados dois foliculos antrais em
D28 do grupo Controle e quatro foliculos em crescimento em D14, D21 e D63 no grupo
Sinvastatina, todos eles com células da granulosa proliferativas. Apds o transplante, o
tipo de degeneragdo mais comumente encontrado foram estruturas foliculares com células
da granulosa justapostas sem a presenca de ovocito (CGJ). Em relagdo a anélise de
vascularizagdo, ndo foi observado aumento na porcentagem da area de tecido ocupada
por vasos apds o transplante entre os grupos Controle e Sinvastatina (p>0,05). Em
conclusdo, a sinvastatina ndo promoveu a melhora no desenvolvimento folicular apos
transplante de tecido ovariano criopreservado de gatas.

Palavras chaves: Autotransplante, Sinvastatina, Isquemia, Foliculos pré-antrais,

Revascularizacéo
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the revascularization time after
autotransplantation of fresh and cryopreserved cat ovarian tissue, as well as to analyze
the effects of simvastatin on the cryopreserved ovarian tissue transplantation. First, we
investigated the revascularization time and the initial damage after transplantation of
fresh and cryopreserved cat ovarian tissue during the first six days after transplantation.
No significant difference (p>0.05) in the tissue area occupied by vessels was observed
between fresh and cryopreserved transplants, however the area of vessels was
significantly greater (p <0.05) in D4 and D6 in relation to DO, both for fresh and
cryopreserved tissue. Ultrasound analysis, with Doppler, showed an improvement in
vascularization around the implants over the days of transplantation. Nevertheless, there
was a significant decrease (p <0.05) in the percentage of primordial and growing
morphologically normal follicles after transplantation compared to non-transplanted
tissue (D0), both in fresh and cryopreserved tissue. However, follicular loss in the first
days after transplantation was more intense in cryopreserved tissue. Briefly, it was
possible to define that the vascularization of fresh and cryopreserved ovarian tissue
transplanted to the subcutaneous tissue of domestic cats occurs within four days. Further,
follicular loss in the first six days was more intense in cryopreserved material than in
fresh material. In the second stage of this study, the aim was to evaluate the effects of
simvastatin administration on follicular development and revascularization of
cryopreserved cat ovarian tissue transplanted to the subcutaneous tissue. There was an
intense decrease in the number of follicles found, both in the group treated with
simvastatin and the non-treated group (Control). Two antral follicles were found in D28

in the Control group and four growing follicles in D14, D21 and D63 in the Simvastatin
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group, all with proliferative granulosa cells. After transplantation, the most common
degeneration found was follicular structures with granulosa cells juxtaposed without the
presence of an oocyte (CGJ). Concerning the analysis of vascularization, there was no
increase in the tissue area occupied by vessels after transplantation between the Control
and Simvastatin groups (p>0.05). In conclusion, simvastatin did not improve follicular
development after transplantation of cryopreserved cat ovarian tissue.

Keywords:  Autotransplantation,  simvastatin, ischemia, preantral follicles,

revascularization
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INTRODUCAO

O uso de biotecnologias na area da fisiologia da reproducdo tem sido muito empregado
com diversas finalidades, inclusive nas muitas &reas da reproducdo. Um exemplo disto é
0 uso de biotecnias na preservacdo de germoplasma de animais ameacgados. Esta
metodologia nada mais € do que a conservacao adequada do material genético do animal
para utilizacdo futura (Lermen et al., 2009). A principal biotecnologia empregada para
essa finalidade é a criopreservacdo. O método consiste basicamente no congelamento e
conservacao de células germinativas (ovdcitos e/ou espermatozoides) ou tecidos gonodais
(ovério ou testiculo) em nitrogénio liquido (-196° C), podendo ficar armazenado por
tempo indeterminado (Mazur, 1984).

A criopreservacdo € ainda hoje a melhor forma de agir diretamente sob a problematica
de extin¢do ou vulnerabilidade de espécies selvagens ameacadas. Esta preocupagédo tem
se tornada global frente aos dados tdo atuais e cada vez mais preocupantes de
vulnerabilidade que a populacéo de felinos selvagens enfrenta. Dentro da familia felidae,
0s gatos domésticos sdo uma das poucas espécies que ndo apresenta nenhum tipo de
ameaca, conforme o demonstrado em 2019 pela Lista Vermelha publicada pela Unié&o
Internacional para Conservacdo da Natureza e Recursos Naturais (IUCN). Aliado a
auséncia de risco, uma outra caracteristica importante é a semelhanca filogenética entre
os felinos selvagens e os gatos domésticos, o que faz com que esta espécie seja o principal
modelo experimental para estudos de preservacéo de espécies felinas selvagens.

Para trabalhar diretamente na manutencdo da populacdo de felinos selvagens, a
utilizacdo de transplantes € uma ferramenta promissora, visto que é uma técnica que
propicia a verificacdo da viabilidade do desenvolvimento folicular de tecido ovariano

criopreservado pois promove condi¢des mais proximas do natural (in vivo). No entanto o



sucesso do transplante é dependente do tempo de revascularizacdo do tecido
transplantado, j& que neste periodo sem o aporte sanguineo ideal, o material sofre danos
isquémicos muitas vezes irreversiveis. O prejuizo é ainda maior em materiais
criopreservados pois além da isquemia, ha também danos causados pelas crioinjdrias
promovida diretamente pelo processo de congelamento. As lesdes isquémicas ocorridas
imediatamente ap6s o transplante sdo as principais responsaveis pela drastica deplecao
folicular do material (Kim et al., 2003).

Desta forma, inUmeros grupos veem trabalhando na tentativa de encontrar maneiras
mais eficientes de reduzir os danos isquémicos e aumentar a revascularizacdo pos-
transplante. Alguns agentes quimicos ja sdo amplamente utilizados com este intuito,
como por exemplo o fator de crescimento endotelial, o fator de crescimento de
fibroblastos e a vitamina E, entre outros (Nugent et al., 1998; Wang et al., 2012, 2013).

Uma alternativa mais recente € a utilizacdo de farmacos como agentes diretos na
diminuicdo do tempo de revascularizacdo do tecido transplantado. Neste ambito, a
literatura tem demonstrado que as estatinas possuem efeitos protetivos em transplantes de
diferentes tipos de érgdos. Dentro deste grupo, a sinvastatina € um farmaco com grande
potencial a ser usado em transplantes de tecido ovariano. E sabido que os efeitos colaterais
deste farmaco possuem acdes angiogénicas, anti-inflamatorias e de inibicdo de apoptose
em tecidos transplantados (Russo et al., 2012; Tuuminen et al., 2013; Cohen et al., 2016).
Alguns estudos recentes revelaram, inclusive, que a administracdo de sinvastatina antes
da OSH em camundongos possui efeitos benéficos e promissores em relacdo a
preservacdo da populacdo folicular do tecido ovariano transplantado (Lee et al., 2015a).

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo realizar uma avaliacdo do tempo

necessario para iniciar a revascularizagéo apos o autotransplante subcutaneo em gatas de



tecido ovariano. Além de analisar se a sinvastatina possui efeitos benéficos na

revascularizagdo do tecido transplantado.



REVISAO DE LITERATURA

FELINOS

A grande importancia destes mamiferos carnivoros se da principalmente pelo fato de
serem um dos maiores predadores do topo da cadeia alimentar, garantindo dessa forma o
equilibrio necessario ao ecossistema. A familia Felidae ocupa todos os continentes,
exceto os hemisférios polares, sendo que nos demais continentes podem ser encontrados
em florestas, regides frias ou quentes e até mesmo regiGes de deserto. Muitas destas
espécies vivem entre 13 e 20 anos estando em vida selvagem, e atingem a maturidade
sexual entre 0s noves meses e quatro anos de idade, sendo esta uma caracteristica muito
variavel de acordo com a espécie. Estes animais podem se reproduzir durante todo o ano,
apenas uma vez ao ano ou até mesmo a cada trés anos, como é o caso dos tigres (Panthera
tigris). Em sua grande maioria, sdo animais de habitos solitarios, a excecdo dos ledes que
vivem mais comumente em bandos (Beisiegel et al., 2013; Melo et al., 2016).

Geralmente, os felinos séo poliestricos sazonais com atividade sexual durante os
meses com dias mais longos e inatividade sexual durante os meses com dias mais curtos
em climas temperados. Estes individuos geralmente possuem ovula¢do induzida, ou seja,
ocorre a ovulacdo apenas 24 a 48 horas apo6s a liberacdo do pico de LH p6s-coito (Wildt
et al.,, 1981; Goodrowe et al. 1988). No entanto, algumas espécies de felinos
demonstraram a capacidade de ovular independente da estimulagéo externa (revisado por
Barnes et al., 2015). As gatas domeésticas, especificamente, possuem o ciclo estral com
duracéo de ~2 semanas, com duracdo do estro de 3 a 7 dias. Assim como a maioria dos
felinos, a ovulagdo em gatas é descrita como ovulagéo induzida. No entanto, ovulagdes
espontaneas sdo relatadas em feméas mantidas em laboratorios sendo esta condigéo

dependente das caracteristicas individuais de cada animal (possivelmente genéticas), das



condigdes nas quais sdo mantidas ou até mesmo da proximidade de um macho (revisado
por Brown, 2006). H& uma variagdo no tamanho do foliculo pré-ovulatorio dentro das
diversas espécies da familia Felidae, sendo que entre as gatas domésticas, foliculos com
tamanhos maiores a 4 mm sdo geralmente ovulados (revisado por Evans, 2003).

De acordo com Clavijo & Ramirez (2009), das 38 espécies existentes atualmente oito
ocorrem no Brasil. Séo elas:

o Seis espécies de pequenos felinos selvagens: o gato-do-mato-pequeno (Leopardus
tigrinus), o gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi), o gato-palheiro
(Leopardus colocolo), a Jaguatirica (Leopardus pardalis), o gato-maracaja
(Leopardus wiedii), o gato-mourisco (Puma yagouaroundi).

o Duas espécies de grandes felinos: a onga-parda (Puma concolor) e a onga-pintada
(Panthera onca).

Os felinos, de um modo geral, representam um grupo taxondmico de grande interesse
no que se refere a sua importancia cientifica, principalmente por causa do tdo crescente
risco de extincdo ao qual eles tém sido expostos. Estes individuos sdo altamente
vulnerdveis em virtude da constante acdo antrépica, seja ela por causa da caca
descontrolada ou pela gradual diminuicdo de seu habitat original através do
desmatamento. Ndo bastando apenas politicas de criminalizacdo e de conscientizacdo
mundial sobre o grave problema da extincao, outras estratégias se fazem necessérias para
atuar nesta problematica. Uma alternativa é a preservacdo do material genético em bancos
de germoplasmas, os quais sdo capazes de comportar cole¢Oes-base para uma enorme
variabilidade genética animal (Primack & Rodrigues, 2001).

A questdo do risco iminente de extincdo em diversas espécies de animais € uma

preocupacédo incessante e amplamente difundida. Em todo o mundo, a familia Felidae



possui 38 espécies em sua totalidade, sendo que destas 5 espécies estdo em ameaca de
extingdo, 13 encontram-se vulneraveis, 7 estdo quase ameacadas e apenas 13 apresentam
estado pouco preocupante, sendo que destas, somente seis populagdes estdo realmente
estaveis, com apenas seis populacdes ja estaveis. Dentre as espécies, 0 gato doméstico
(Felis catus) é um dos poucos que se encontram totalmente fora de qualquer forma de
risco ou vulnerabilidade de acordo com a Red List of Threatened Species publicada em
2019-3 pela IUCN.

Né&o somente pelo fato de estar fora de risco, devido ao grande nimero de individuos
em todo o mundo, mas principalmente por serem filogeneticamente préximos e
fisiologicamente semelhantes aos felinos selvagens, o gato doméstico é um excelente
modelo experimental para estudos inseridos no contexto de preservacdo de espécies

felinas (Rojo et al., 2015).

TECIDO OVARIANO

Os ovarios sdo compostos por duas regides morfologicamente distintas. A regido mais
interna, denominada medula ovariana, € constituida por tecido conjuntivo frouxo e muitos
vasos sanguineos e por este motivo detém como principal funcdo o suprimento sanguineo
do 6rgdo. A outra regido é o cOrtex ovariano, que consiste na por¢do mais periférica do
Orgao e € onde esta localizado o pool de foliculos ovarianos. Esta regido é responsavel
pela funcdo enddcrina e exodcrina dos ovarios, por meio da producdo de horménios
esteroides, da ovogénese e foliculogénese (Junqueira & Carneiro, 2012).

O sistema hormonal reprodutivo feminino consiste basicamente na hierarquia de trés
horménios essenciais para o funcionamento e desenvolvimento normal do 6rgao e seus
tipos celulares especificos. O horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) liberado

pelo hipotalamo controla a secrecdo de duas gonadotrofinas da adeno-hipéfise que sdo o



horménio foliculo-estimulante (FSH) e o0 hormdnio luteinizante (LH). Por sua vez, o FSH
e 0 LH, os quais atuam diretamente nas gonadas, sdo pequenas glicoproteinas liberadas
em variagOes ciclicas. Em resposta a esta variagdo as células da granulosa sdo estimuladas
a produzir uma maior quantidade de receptores para a ligagéo destes horménios. O FSH
juntamente com os hormdnios esteroides agem no inicio e manutencéo da gametogénese.
Ja o LH atua particularmente sobre as células enddcrinas estimulando a producéo dos
hormdnios gonodais, que no caso das fémeas séo o estrégeno e a progesterona.

A auséncia dos horménios FSH e LH, que ocasiona a inexisténcia dessa cadeia de
estimulos para a producdo dos demais hormonios sexuais, € 0 que promove a inativagao
dos ovarios, fato este que ocorre durante toda a infancia, quando quase nenhum horménio
gonadotropico é secretado. A comunicacao e agdes destes hormdnios sdo as responsaveis
pelos processos de desenvolvimento do foliculo e do ovdcito, conhecidos como
foliculogénese e ovogénese, respectivamente (Drummond & Findlay, 1999; Silverthorn,
2017).

A ovogénese € o processo de diferenciacdo celular da linhagem germinativa feminina
que se inicia ainda na fase embrionaria e que dara origem a populacéo total de ovécitos
das fémeas. As células germinativas primordiais (2n) migram para as génadas femininas
(ovério), onde iniciam inimeros processos de mitose originando a diferenciacdo para
ovogonias (2n). Esta proliferacdo ocorre em um numero predeterminado de divisdes
mitoticas, espécie-especifica. As ovogoOnias entdo entram em processos de meiose,
aumentam de tamanho, duplicam seu DNA e param em préfase | na primeira meiose,
diferenciando-se, assim, em ovacitos primarios. O processo de diferenciagdo dos ovocitos
primarios para secundarios é iniciado somente com a maturidade sexual/hormonal e

concluido com a fecundagdo do ovacito apds a ovulacdo. Na transicdo da mitose para



meiose, 0s ovoécitos priméarios sdo envoltos em uma camada de células somaticas,
chamadas pré-granulosa e uma I&mina basal, formando os foliculos ovarianos (Sherwood,
2011).

O crescimento e maturagdo folicular ocorre por meio de uma série de transformacées
moleculares e celulares, de modo sequencial, e dos diversos componentes estruturais do
foliculo, como o ovdcito, as células da granulosa e as células da teca (interna e externa).
Este desenvolvimento, chamado de foliculogénese, é mediado ndo somente por fatores
intra-ovarianos, como também por fatores extra-foliculares e principalmente por meio de
sinais hormonais (Bukovsky et al., 2005; Aerts & Bols, 2010).

Os foliculos sdo classificados em: a) pré-antrais, que sdo constituidos pelos foliculos
primordiais, primarios e secundarios e b) antrais, que sdo os foliculos terciarios e pré-
ovulatérios. A diferenca entre estes dois grupos estd apenas na presenca ou ndo do antro,
cavidade existente entre as células da granulosas que sdo preenchidas pelo liquido antral
(Figura 1). A quase totalidade do quantitativo folicular é constituida por foliculos pré-

antrais, que representam cerca de 90 a 95% do pool ovariano (Van den Hurk & Zhao,

2005).
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Figura 1. Esquema da foliculogénese (adaptado de Mescher, 2016).



A maior parte desse pool de foliculos pré-antrais é composta pelos foliculos
primordiais os quais sdo formados por uma camada de células da granulosa com formato
achatado circundando o ovacito primério. A organizacdo estrutural deste foliculo é muito
simples, visto que eles passam por um longo periodo de quiescéncia. Apds iniciado o
desenvolvimento, o foliculo primordial se desenvolve para o estagio de foliculo primério,
sendo a principal mudancga nesta etapa o crescimento e aumento de volume da Unica
camada de células da granulosa, que antes era achatada e se torna cubdide. Mais adiante,
o foliculo primério se desenvolve em foliculo secundéario, que possui como principal
diferenca a formacéao de duas ou mais camadas de células da granulosas cuboides ao redor
do ovocito (Bristol-Gould & Woodruff, 2006). E também neste estagio que se inicia a
diferenciacéo das células da teca ao redor do foliculo e o inicio da formacéo da zona
pellcida, que se origina da producéo de glicoproteinas que formam uma camada em volta
do ovdcito com a principal funcdo de protecdo (Silva-Santos et al., 2013). Permeando a
zona pelucida ha o contato entre as células da camada da granulosa e o ovdcito, que é
realizado por meio de prolongamentos que terminam em juncGes do tipo Gap. Estas
juncGes permitem as trocas de nutrientes e outras substancias entre as células (Anderson,
et al., 1976; Luciano et al., 2009). Juntamente com o desenvolvimento das células da
granulosa, em relacdo tanto ao volume quanto ao nimero, ha também aumento do volume
do ovacito.

Posterior a fase de foliculo secundario, é iniciada uma reorganizacdo das células da
granulosa dentro deste foliculo e h& formagdo do(s) antro(s). Estas estruturas séo
cavidades, dispostas entre as células da granulosa, preenchidas por um liquido constituido
por fatores de crescimento, enzimas, glicoproteinas, gonadotrofinas, esteroides entre

outras inimeras substancias, secretado pelas proprias células foliculares. Estes foliculos



sdo entdo denominados como foliculos tercirios. Posteriormente os foliculos terciarios
se desenvolvem a foliculos pré-ovulatérios, que diferentemente de todas as demais fases
foliculares anteriores, apresentam uma organizagdo muito bem definida na qual parte das
celulas da granulosa circundam o ovocito (corona radiata) e a outra parte migra para a
periferia do foliculo, formando no centro um grande antro que é preenchido pelo liquido
antral. A corona radiata é a regido responsavel por coordenar o desenvolvimento
folicular e a maturacéo do ovdcito.

Todas as estruturas acima citadas podem ser melhor observadas na esquematizacéo da

Figura 2.
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Figura 2. Classificagao folicular (adaptado de Bristol-Gould & Woodruff, 2006).

Uma caracteristica Unica e muito importante, com rela¢do a dindmica reprodutiva de
fémeas, € que os foliculos primordiais constituem o pool total de reserva deste 6rgdo, ou
seja, todas as fémeas ja nascem com a quantidade finita de foliculos que ira ovular durante
toda a sua vida fértil. Estima-se que em mulheres este nimero chega a 2,5 milhGes de

foliculos primordiais (Sarma et al., 2019) e nas demais espécies, apesar de 0 nimero ser
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menor em relacdo a humanos, ainda assim é uma quantidade muito elevada, como por
exemplo: 235.000 foliculos em vaca (Betteridge, 1989), 160.000 foliculos em ovelha
(Driancourt, 1991), 35.000 foliculos em cabra (Lucci et al., 1999), e 38.000 foliculos em
gatas domesticas (Carrijo et al., 2010).

O pool de foliculos primordiais permanece quiescente, até 0 momento em que uma
por¢do é ativada iniciando o desenvolvimento folicular. A ativagdo dos foliculos
primordiais e o desenvolvimento folicular até o estagio de foliculo secundéario ocorre
independente dos horménios gonadotréficos FSH e LH. A partir da formacdo dos
foliculos terciarios (foliculos antrais pequenos), a foliculogénese passa a ser dependente
de gonadotrofinas. Inicialmente, um grupo de foliculos terciérios € recrutado pela acéo
do FSH e inicia uma fase de desenvolvimento acelerado. Num dado momento, um
foliculo deste grupo, denominado foliculo dominante, comeca a secretar mais estrégeno
que os demais, induzindo uma maior proliferacdo celular e 0 aumento da sensibilidade
folicular ao horménio LH. Simultaneamente com a elevacdo dos niveis de estrégeno, 0s
foliculos passam a secretar mais inibina, e juntos, estes horménios propiciam a
retroalimentacdo negativa no hipotalamo e na hipéfise anterior, promovendo a reducao
de FSH. Esta diminuicdo faz com que os foliculos menos desenvolvidos ainda
dependentes de FSH ndo consigam continuar seu desenvolvimento e entrem em atresia,
resultando na continuidade de crescimento apenas do foliculo dominante, que possui mais
receptores para o LH ainda secretado. O foliculo dominante continua o seu
desenvolvimento atingindo ao final o estagio de foliculo maduro, o qual ird ovular caso
haja um pico pré-ovulatério de LH. Com todo esse processo atrésico, apenas 0,1% do
total folicular consegue chegar a ovulacdo. Embora a atresia folicular afete todos os

estagios do desenvolvimento folicular, a maior incidéncia de degeneracdo é observada na
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fase dependente de gonadotrofinas, ou seja, no estagio inicial do foliculo antral (Chun et
al., 1996; Kaipia & Hsueh, 1997; Curi & Procopio, 2009).

No entanto, na tentativa de minimizar a perda de tantos foliculos por causa da atresia,
a criopreservacdo € a técnica de escolha para preservacdo do tecido ovariano.
Amplamente utilizada em trabalhos com finalidade de restauracdo da fertilidade em
fémeas, esta biotecnologia possibilita 0 congelamento do tecido como um todo ou de

células germinativas para utilizagdes futuras.

CRIOPRESERVAQAO DE TECIDO OVARIANO

A possibilidade de preservagdo do tecido ovariano tem sido bastante adotada em
mulheres com cancer, devido aos tratamentos de quimioterapia e radioterapia serem
extremamente agressivos ao sistema reprodutor feminino e poderem levar a infertilidade.
Antes do tratamento quimioterapico, é realizada a retirada de um dos ovarios e sua
criopreservacao. Apds a remissao total da doenca, o descongelamento do 6rgédo e seu
transplante para o local de origem pode ser realizado promovendo o reestabelecimento
das funcBes normais. Entre os anos de 2004 e 2005 foram relatados os dois primeiros
nascimentos de bebés vivos advindos desta metodologia de congelamento dos ovarios e
retransplante em mulher apds a remissao do cancer (Donnez et al., 2004; Meirow et al.,
2005). Com uma taxa de sucesso de aproximadamente 30%, o protocolo de
criopreservacdo e autotransplante ganhou visibilidade e até hoje € realizado
mundialmente, sendo que, no ano de 2015, ja haviam relatados mais de 86 nascimentos
oriundos dessa técnica (Gosden et al., 2000; Oktay et al., 1998; Kim et al., 2001;
Wininger & Kort, 2002; Hovatta, 2005; Donnez et al., 2006; Tao & Valle, 2008;
Anderson et al., 2008; Donnez et al., 2011; Amorim et al., 2012; Dolmans et al., 2013;

Stern et al.,2013; Donnez & Dolmans, 2014;; Donnez e Dolmans, 2015; Meirow et al.,
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2016; Van der Ven et al., 2016; Wang et al., 2016; Jensen et al., 2017). Atualmente o
namero de nascimentos relatados na literatura cientifica ja chega a 150 (Lakhoo et al.,
2019).

O sucesso de trabalhos com criopreservacao de tecido ovariano ndo se limitam apenas
a humanos, mas também em diversas outras espécies domésticas como por exemplo:
camundongas (Cleary et al., 2001; Xu et al., 2006; Lee et al., 2015), ratas (Sugimoto et
al., 2000; Milenkovic et al., 2012), porcas (Kaneko et al., 2003), éguas (Tharasanit et al.,
2006; Leon et al., 2012), vacas (Lucci et al., 2004; Celestino et al., 2008, 2010), ovelhas
(Salle et al., 1998; Santos et al., 2007; Faustino et al., 2010), cabras (Santos et al., 2007,
2009), cadelas (Ishijima et al., 2006; Ackermann et al., 2016; Lopes et al., 2016) e gatas
(Bosch et al., 2004; Jewgenow & Paris, 2006; Lima et al., 2006; Luvoni et al., 2006,
2012; Tanpradit et al., 2015; Brito et al., 2018; Leonel et al., 2018b).

Outros estudos com a técnica de criopreservacdo também relataram sucesso em
animais selvagens de diversas espécies, como: elefantes (Gunasena et al., 1998),
marsupiais (Cleary et al., 2003; Czarny & Rodger, 2010), cervos (Bainbridge et al.,
1999), baleias (Asada et al., 2000; Fujihira et al., 2006), primatas ndo humanos (Schnorr
et al 2002; Yeoman et al 2005; Amorim et al., 2013) e felinos selvagens (Crichton et al.,
2003; Jewgenow et al., 2011; Wiedemann et al., 2012).

A preservacao a longo prazo do material genético, independentemente da espécie em
estudo, se da pela criopreservacdo, uma técnica bastante utilizada no congelamento de
gametas, embribes, células somaticas, tecidos ou até mesmo 6rgdos inteiros. Esta técnica
consiste basicamente na interrupcao do funcionamento bioldgico do material através de

sua exposicao a baixissimas temperaturas, sendo armazenados em botijdes de nitrogénio
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liquido a uma temperatura de -196° C ou estando em contato com vapor de nitrogénio que
possui a temperatura de -150° C (McGee Jr & Martin, 1962).

A baixa temperatura promove a paralisacdo dos processos metabolicos celulares
fundamentais, em especial a interrupcéo de reacfes enzimaticas e 0 processo de apoptose
celular, o que faz com que o material possa ser armazenado por tempo indeterminado
nestas condi¢des, sendo necessario apenas a manutencdo dos niveis ideais de nitrogénio
no botijdo. A capacidade de sobrevivéncia do material biolégico ao processo de
criopreservagdo depende diretamente da tolerancia do tecido aos agentes crioprotetores
utilizados, do método de congelamento utilizado, bem como de um correto resfriamento
e descongelamento (EImoazzen et al., 2005; Santos et al., 2009).

Os crioprotetores sdo substancias organicas adicionadas ao meio de congelamento e
responsaveis pela prevencdo da formacdo de cristais de gelo no processo de
congelamento. De forma geral, os crioprotetores sdo classificados como intracelulares ou
extracelulares (Mazur, 1984). Os intracelulares sdo substancias de baixo peso molecular
que penetram o interior das células provocando a diminuicdo da temperatura de
congelamento intracelular e desta forma prevenindo a formacdo de cristais maiores de
gelo no citoplasma celular. Dentre os mais utilizados estdo o Dimetilsulfoxido (DMSO),
o Propanodiol (PROH), o Etileno glicol (EG) e o Glicerol (GLI) (Acker et al., 2001).
Essas substancias atuam de diferentes formas, como: a) interagindo com a dindmica dos
microfilamentos e microtdbulos (Dobrinsky, 1996); b) reduzindo o ponto de
congelamento da solucéo; ¢) aumentando a viscosidade do meio; (Santos et al., 2007); d)
substituindo parcialmente as moléculas de agua das células (Rall & Fahy, 1985) e ) se

ligando ao hidrogénio da agua presente no meio intracelular (Jain & Paulson, 2006).
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Em contrapartida, os crioprotetores extracelulares séo substancias com elevado peso
molecular e por isso ndo possuem a capacidade de ultrapassar a membrana celular, no
entanto exercem protecdo ao formarem uma barreira menos permeavel originada de sua
ligacdo com a membrana celular. Além disso, agem reduzindo o choque osmdtico,
controlando a entrada de agua na célula (Shaw et al., 2000) e promovendo uma
desidratacdo celular mais equilibrada antes do congelamento. Porém, mesmo com a
necessaria utilizacdo de crioprotetores, intra ou extracelulares € de fundamental
importancia considerar a toxicidade inerente a cada tipo de crioprotetor, sendo este um
fator limitante para o sucesso da criopreservacdo. Desta forma a escolha do melhor
crioprotetor, bem como a sua concentracao, é dependente das peculiaridades do material
a ser congelado (Hovatta, 2005).

Outro ponto importante a ser considerado é a escolha da forma de criopreservacao
mais adequada ao tipo de material que se esta criopreservando. Dentre elas se destacam
a vitrificacdo e o congelamento classico. A vitrificacdo € um método que envolve um
processo muito rapido onde a temperatura é reduzida drasticamente pois se da pela
imersdo do material diretamente em nitrogénio liquido, promovendo a formacao de um
estado vitreo no tecido. A vantagem da vitrificacdo € que a técnica possui baixo custo de
execucdo, além de ndo ser necessario a utilizacdo de equipamentos de alto custo, somente
0 uso de uma pequena quantidade de nitrogénio liquido. No entanto, a principal
desvantagem € o curto tempo para a distribuicdo homogénea dos crioprotectores no
material durante o congelamento, desta forma, em tecidos complexos, ha a dificuldade
em alcancar a taxa de resfriamento ideal tdo rapidamente, levando a uma vitrificagdo
incompleta e, portanto, danificando o tecido vitrificado. Outro fato a ser considerado é a

necessidade do uso de altas concentragdes de crioprotetores na técnica de vitrificacéo,
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sendo que quanto maior a concentracdo, maior a toxicidade destes crioprotetores as
células (Dittrich et al., 2007; Lin et al., 2008).

J& o congelamento cléssico, que é considerado o método convencional de
criopreservacao para tecido ovariano, preserva melhor ndo somente a arquitetura celular
do tecido ovarino, mas principalmente os foliculos inseridos no estroma, sendo essa a
principal caracteristica a ser considerada (Gandolfi et al., 2006). O protocolo de
congelamento classico envolve a queda controlada e lenta da temperatura e 0 uso de
baixas concentracdes de crioprotetores. Inicialmente, o tecido deve passar por um periodo
de equilibrio imerso em uma solucgdo de crioprotetores. Este momento inicial consiste no
tempo essencial para a difusdo dos agentes crioprotetores em todo o material a ser
congelado. Usualmente, sdo utilizadas concentragfes que néo ultrapassam 1,5 M ou 10%
dos crioprotetores selecionados. Apds a penetracdo dos crioprotetores no material € dado
inicio ao congelamento propriamente dito. Nesta etapa o material imerso na solucao
crioprotetora dentro de criotubos € colocado em uma maquina de congelamento
programavel, que realizara o decaimento gradual da temperatura de acordo com as curvas
de congelamento pré-estabelecidas. Normalmente, sdo programadas duas rampas
distintas de congelamento, com um platd entre elas no qual é realizada a inducdo da
cristalizacdo do meio crioprotetor. A primeira rampa de resfriamento ira promover a
diminuicdo da temperatura em 1 a 2 °C/min da temperatura inicial de equilibrio (10 °C)
até -7 °C, quando havera o plat6é para a inducdo da cristalizacdo (seeding) (Lima et al.,
2006). Este processo é muitas vezes realizado manualmente através do toque de um objeto
metalico, pré-resfriado em nitrogénio liquido (-196 °C), diretamente na parede do
criotubo ou nas palhetas, promovendo assim o congelamento instantdneo do meio

crioprotetor no qual o material esta imerso (Fabbri et al., 2000). Em seguida, a maquina
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de congelamento programada roda a segunda curva, que € a mais lenta, na qual ha a
diminuicdo da temperatura em torno de 0,2 °C a 0,5 °C/min (Tanpradit & Chatdarong,
2011).

Finalizado o processo de criopreservacdo, independentemente do metodo utilizado, a
amostra € armazenada no botijdo de nitrogénio liquido, a — 196°C. Esta temperatura é
suficiente para paralisar e manter inerte todo o metabolismo celular e por este motivo a
amostra pode ficar armazenada, nestas condic¢des, por tempo indeterminado. Estudos
sobre a influéncia do tempo de armazenamento mostraram que 0 processo de
criopreservacao, e ndo o tempo de estocagem, exercem 0s principais efeitos deletérios
sobre as células (Schmidt et al., 2005).

O descongelamento do material é uma etapa também muito critica, uma vez que do
mesmo modo pode promover danos. O reaquecimento do material pode provocar lesdes
celulares devido ao processo de recristalizagcdo, ou até mesmo ao crescimento de
microcristais de gelo que provocam a ruptura das estruturas celulares. Além disso, a
presenca dos crioprotetores no material em temperaturas maiores pode aumentar a
toxicidade intrinseca do agente crioprotetivo gerando dano ao tecido e as células (Santos
et al., 2007). Desta forma é muito importante a remoc¢do completa dos crioprotetores para

a obtencdo de um material bem preservado e apto ao desenvolvimento.

TRANSPLANTE DE TECIDO OVARIANO

Apos a criopreservacao o material pode ser designado para o desenvolvimento in vitro,
para os transplantes ou até mesmo uma combinacdo de ambas as técnicas. Para tecido
ovariano, a melhor alternativa é o transplante, pois estabelece uma tentativa de
desenvolvimento folicular “in vivo”. A principal vantagem do transplante no caso deste

tipo de tecido especificamente é a interagdo com os componentes biologicos do animal

-17 -



como hormonios, fatores de crescimento e substancias fundamentais ao desenvolvimento
ideal do tecido ovariano, e em especial do foliculo. Ainda ndo se sabe muito bem quais
sdo ou como funcionam esses fatores que influenciam no sucesso do desenvolvimento
celular e por isso o estabelecimento in vivo, s6 proporcionado pelo transplante, é ainda o
mais efetivo e importante.

Os transplantes consistem basicamente na transferéncia de células, tecidos ou 6rgdos
de um doador para um individuo receptor, seja ele mesmo ou outro individuo, tendo como
principal objetivo a restauragdo total de sua funcéo original apds a implantacéo.

No que tange a relacdo filogenética entre doador e receptor, 0s transplantes podem ser
classificados em:

o Autotransplante: quando o doador e receptor do enxerto s&o 0 mesmo individuo;

o lIsotransplante: quando o doador e o receptor, além de pertencerem a mesma
espécie, também sdo geneticamente semelhantes;

o Alotransplante: quando o doador e o receptor do enxerto pertencem & mesma

espécie, porém sdo geneticamente distintos;

o Xenotransplante: quando tanto o doador, quanto o receptor pertencem a espécies

diferentes.
Outra forma de classificacdo é quanto ao local de realizacdo do transplante. Desta
forma, eles podem ser classificados em:
o Ortotdpico: quando a localizacdo do enxerto & em posi¢do anatbmica muito
préxima ou igual a de origem;
o Heterotopico: quando o enxerto € realizado em posi¢des anatdmica distinta da

original.
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Mesmo que o inicio de estudos preliminares com transplante de tecido ovariano tenha
se dado em meados da década 40, os experimentos com transplantes de tecido ovariano
humano comecaram apenas na década de 90, com estudos de xenotransplante de tecido
ovarino para camundongos imunodeficientes (Weissman et al., 1999). Alguns anos mais
tarde os estudos com transplantes em animais de laboratorio comegaram a se difundir e
Aubard e colaboradores (2001) conseguiram descrever com sucesso a efetividade de
transplantes em humanos apos tratamento quimioterapico.

Em humanos, € bem estabelecida a utilizacdo de transplantes aut6logos para a
manutencdo da fertilidade de mulheres que enfrentam o cancer e seus respectivos
tratamentos, como a quimioterapia e a radioterapia. Neste sentido, inimeros sdo 0s
trabalhos bem-sucedidos que comprovam o reestabelecimento total da fertilidade das
mulheres que tiveram seus ovarios retransplantados ao local de origem (Ernst et al., 2010;
Dolmans et al., 2013). Até o momento j& foram relatados 150 nascimentos de bebés vivos
advindos de ovarios retransplantados (Lakhoo et al., 2019).

O relato de éxito em transplantes ndo se limita somente a humanos (Donnez et al.,
2005, 2006, 2011, 2013, 2014), mas também em outros animais, como por exemplo em
ovinos (Gosden et al., 1994; Denschlag et al., 2005), bovinos (Kagawa et al., 2009),
primatas (Scalercio et al., 2015), coelhos (Petroianu et al., 2004), camundongos (Wang
et al., 2013), caprinos (Santos et al., 2009), cadelas (Terazono et al., 2012), felinos
selvagens (Wiedemann et al., 2012) e gatas (Bosch et al., 2004; Demirel et al., 2018;
Leonel et al., 2018b; Vilela et al., 2019).

Mais especificamente no contexto de transplantes em felinos, Bosch e colaboradores,
em 2004, iniciaram os estudos com xenotransplante de tecido ovariano criopreservado de

gatas para a capsula renal de camundongos imunodeficientes (NOD SCID). O intuito foi
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avaliar a sobrevivéncia folicular no cértex ovariano apds a criopreservacao e transplante,
além de avaliar os efeitos do tratamento com gonadotrofinas exdgenas no
desenvolvimento do tecido transplantado. Diante dos resultados foi possivel concluir que
o tecido de cortex ovariano criopreservado ndo somente sobreviveu ao xenotransplante e
estava bem vascularizado, como também possuia foliculos aptos a se desenvolverem a
estagios antrais, apresentando 10% de foliculos morfologicamente normais (MN) apos 68
dias.

Anos mais tarde, Crestana e colaboradores (2006) realizaram um estudo com
autotransplante de tecido ovariano fresco em gatas domésticas (Felis catus). Apenas um
ovario foi seccionado e autotransplantados para o tecido subcutdneo das gatas e o
remanescente permaneceu intacto. Transcorridos quatro meses (120 dias), retirou-se 0s
transplantes e o ovario intacto para serem avaliados em microscopia de luz. Porém, 0s
implantes ovarianos recuperados continham apenas foliculos primordiais e primarios,
com fibroplasia do tecido conjuntivo interfolicular.

Trabalhando com felinos selvagens, Wiedemann e colaboradores (2012) investigaram
a viabilidade de preservacdo de células germinativas de ovérios de leoas (Panthera leo).
Neste estudo parte do cortex ovariano foi fragmentado e submetido a criopreservacao por
congelamento lento. Posteriormente, os fragmentos de cortex ovariano descongelados
foram xenotransplantados para o tecido subcutaneo de camundongos imunodeficientes,
previamente ovariectomizados, e acompanhadas por 28 dias. O grupo obteve como
resultados que ap6s o xenotransplante o ndmero de foliculos primordiais decaiu
drasticamente, havendo a sobrevivéncia folicular de somente ~20% apds 28 dias, sendo
que os foliculos primordiais remanescentes possuiam suas células proliferativas. Desta

forma, a conclusdo dos autores foi que foliculos antrais podem ser obtidos apds longo
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periodo de xenotransplantacdo, e que se unida a técnica de maturacdo in vitro, poderia
potencialmente representar uma maneira eficaz de salvar espécies de felideos ameagadas
de extingdo.

Com foco em trabalhos com felinos domésticos (gatas), ha estudos prévios do nosso
grupo, no qual Leonel e colaboradores (2018b) estabeleceram um protocolo de
transplantes autélogos de tecidos ovarianos frescos para o tecido subcutaneo do dorso das
gatas. Esta localizagéo foi escolhida por ndo acumular muito tecido adiposo, o que facilita
a identificacdo dos implantes para as analises ultrassonograficas e no momento das
retiradas. Neste estudo foram encontradas todas as classes foliculares (primordiais,
primarios e secundarios) em todos os dias (7, 14, 28, 49 e 63) pds-transplante. Além disso,
nos dias 28, 49 e 63 foram encontrados foliculos antrais em todos os animais (em
momentos diferentes), bem como foliculos luteinizados. Alguns animais também
apresentaram o comportamento de cio durante o tempo de transplante. Picos hormonais
correlacionados a estruturas ultrassonograficas encontradas no material também foram
observados e coincidiram com os achados histoldgicos dos foliculos antrais citados.

Com material criopreservado ha apenas um estudo, também desenvolvido por nosso
grupo, com transplante autélogo de tecido ovariano congelado (Vilela et al., 2019). Vilela
e colaboradores constataram que ja nos sete primeiros dias pds-transplante ha uma
deplecdo drastica na populacdo folicular do tecido ovariano previamente congelado,
contrariando assim as expectativas advindas do estudo com tecido fresco (Leonel et al.,
2018Db).

As hipdteses levantadas para estes resultados sdo as de que as crioinjarias inerentes ao

processo de congelamento somadas aos problemas oriundos dos danos tipicos da
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isquemia do tecido ovariano recém transplantado levaram a grande morte folicular nos

sete primeiros dias pds-transplante.

ISQUEMIA

A isquemia é caracterizada por um tempo, longo ou curto, em que o tecido fica sem
aporte sanguineo adequado, promovendo a morte celular do tecido, gerando o acimulo
de metabolitos toxicos celulares e radicais livres no interior das células. O periodo no
qual o tecido transplantado fica sem aporte sanguineo € critico para o0 sucesso do
transplante, visto que a dimensdo da apoptose e necrose ocasionadas pela falta de
oxigenacdo e de nutrientes celulares € determinante para o consequente reestabelecimento
celular do tecido apos a reperfusdo no enxerto. Para minimizar os danos é necessario que
o tecido transplantado recupere o mais rapido possivel o suprimento vascular para que
haja o descarte de metabdlitos celulares nocivos ao tecido. Os danos celulares
ocasionados no momento da reperfusdo sdo criados por inumeros fatores, mas
principalmente pelo acimulo de radicais livres que sdo rapidamente gerados no tecido em
hipdxia (Zimmerman & Granger, 1994; Boyle et al., 1997; Anaya-prado et al., 2002).

Experimentos com autotransplante heterotdpico de tecido ovariano para a capsula
renal de camundongos constataram que de 2 a 12 horas imediatamente apds o enxerto ja
é possivel observar a degradacdo de RNAs essenciais para a sobrevivéncia celular, ou
seja, a morte do tecido se estabelece muito rapidamente sendo necessario que a
revascularizacdo ocorra o mais rapido possivel para tentar minimizar os efeitos deletérios
(Liu et al., 2002).

As lesdes resultantes da isquemia tecidual sdo responsaveis por uma diminuicdo
drastica no nimero de foliculos dos transplantes. A juncdo das crioinjurias durante o

processo de congelamento e das lesBes isquémicas ap0ds o transplante do tecido ovariano
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é a principal causa de comprometimento na qualidade do tecido ovariano transplantado.
Até a atualidade, poucos estudos trabalharam na investigagdo de qual dos dois processos
(crioinjurias ou isquemia) é o mais prejudicial ao tecido. A conclusédo destes trabalhos foi
que de fato os processos isquémicos promovem danos mais sérios ao tecido ovariano do
que o processo de congelamento, fazendo com que a perda folicular seja irreversivel
(Nisolle et al., 2000; Liu et al., 2002; Amorim et al., 2011; David et al., 2011, 2012;
Jafarabadi et al., 2015).

Newton e colaboradores demonstraram ja em 1998 que pelo menos 25% da populacéo
folicular sofre apoptose devido ao tempo de isquemia em xeno enxertos. Em concordancia
com o relatado por Kim e colaboradores (2004), que afirmam que o cOrtex ovariano
consegue tolerar com danos minimos apenas trés horas de isquemia. Igualmente relatado
por Israely e colaboradores (2003), os quais afirmaram que o dano isquémico ocorrido
nas primeiras 24-48 horas apds o enxerto foram cruciais para a maior perda dos foliculos
morfologicamente normais (MN), visto que sdo nessas primeiras horas que ocorrem 0s
principais danos oxidativos promovidos pelas leses de isquemia-reperfusdo. Nisolle e
colaboradores (2000), trabalhando com tecido ovariano humano fresco e criopreservado
transplantados para o tecido subcutaneo e o peritonio, constataram que a isquemia apos o
transplante se mostrou mais prejudicial ao estroma ovariano do que as lesdes do
congelamento. Porém, essa concluséo foi feita sem a investigacao dos efeitos das lesdes
isquémicas iniciais uma vez que os fragmentos transplantados foram recuperados apenas
24 dias apds o xeno enxerto. Da mesma forma, Liu et al. (2002) e Jafarabadi et al. (2014)
também concluiram que a isquemia foi de fato mais prejudicial ao tecido ovariano
criopreservado, porém a recuperacdo dos fragmentos nesse estudo foi aos 14 dias pos-

transplante. O pouco periodo em que o estroma ovariano fica em hipdoxia promove
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rapidamente danos nas células foliculares, muitas vezes irreversiveis (Kim et al., 2004).
Estima-se que aproximadamente 25% dos foliculos primordiais de transplantes de tecido
ovariano criopreservado em camundongos sdo perdidos por conta das lesfes isquémicas
(Lee et al., 2015a).

Mesmo que o tecido ovariano possua diversos mecanismos e vias moleculares que
agem como fatores angiogénicos, 0 processo de angiogénese leva algum tempo para
revascularizar uma pequena faixa de cdrtex ovariano, sendo ele variavel de acordo com a
espécie (Aubard et al., 1999). Trabalhos iniciais demonstraram que a revascularizagéo de
tecido ovarino autotransplantado estava profusa ap6s 48 horas do enxerto em ratos
(Dissen et al., 1994), ou seja, os danos isquémicos ao qual o tecido transplantado é
exposto sdo crescentes até no minimo 48 horas ap6s o corte do aporte sanguineo local.
Em contrapartida, para humanos, esse tempo de revascularizacdo é consideravelmente
maior, sendo de quase 5 dias para a restauragdo vascular do transplante (revisado por
Torrents et al., 2003; Van Eyck et al., 2010). Ainda mais demorada € a revascularizacdo
em ovelhas, a qual é de aproximadamente 7 dias (Gosden et al., 1994). O tempo de
revascularizacdo de transplantes de tecido ovariano em gatas nao é conhecido.

Na tentativa de reverter ou contornar os danos causados pelas injurias isquémicas,
inimeros estudos demonstram o sucesso na melhora da revascularizacdo pés transplante
com a utilizacdo de agentes quimicos antioxidantes e/ou hormdnios, tais como o
gonodotrofinas da menopausa humana (HMG) (Wang et al., 2012), Hormonio Foliculo-
estimulante recombinante (rFSH) (Rodrigues et al., 2010), Gonadotrofina coridnica
equina (eCG) (Macédo et al., 2018), Fator de Crescimento Endotelial VVascular (VEGF)

(Hoeben et al., 2004) e Fator de Crescimento de Fibroblastos (bFGF) (Wang et al., 2013;
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Kang et al., 2015) , vitaminas E, (Nugent et al., 1998) e C, Verapamil e Manitol (Sagoz
et al., 2002)

Uma alternativa eficaz ja utilizada em diferentes tipos de transplantes é o uso de
farmacos como indutores diretos na revascularizacdo mais rapida no tecido implantado.
Neste contexto, a literatura cientifica tem demonstrado que as estatinas possuem
resultados promissores de seus efeitos pro-angiogénicos, modulando diretamente a

angiogénese em tecidos transplantados (Weis et al., 2002; Lee et al, 2015a).

SINVASTATINA

Dentro do grupo das estatinas a sinvastatina € um farmaco com grande potencial a ser
introduzido na rotina de transplantes de tecido ovariano, devido ao sucesso ja existente
em transplantes de outros érgdos (Tuuminen et al., 2016, Liu et al., 2018; Nykanen et al.,
2019). A sinvastatina € um medicamento com a¢ao principal na diminuicdo dos niveis de
colesterol sistémico, porém foram descobertos efeitos colaterais promissores como 0s
efeitos angiogénicos, anti-inflamatérios e de inibicdo de apoptose. Essas caracteristicas
sdo muito interessantes para acelerar a revascularizacao de tecidos recém transplantados
(Nykanena et al., 2013). Um outro papel importante da sinvastatina é a acao protetiva por
meio de sua acdo direta na reducdo do estresse oxidativo celular promovido pela reacdo
imunoldgica local no transplante (Russo et al., 2012).

A administracdo deste farmaco ja tém se mostrado eficaz para a revascularizagdo em
diversos tipos de 6rgdos transplantados, tais como pulmé&o (Naidu et al., 2003), coracéo
(Wolfrum et al., 2004; Tuuminen et al., 2011; Nykanena et al., 2013), figado (Gracia-
Sancho et al., 2013) e rim (Teshiman et al., 2012). Mais especificamente em transplantes
de tecido ovariano, Lee e colaboradores (2015a) demonstraram os efeitos benéficos da

sinvastatina por meio da melhora da revascularizacdo e consequentemente o aumento da
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sobrevivéncia folicular ap6s 21 dias de tecido ovariano criopreservado autotransplantado
para a capsula renal de camundongos. Desta forma, ficou claro que a sinvastatina parece
ter efeitos diretos capazes de minimizar os danos isquémicos também em transplantes de

tecido ovariano.
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JUSTIFICATIVA

Os trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa conseguiram demonstrar o
desenvolvimento folicular apos transplante de tecido ovariano fresco de gatas (Leonel et
al., 2018a). No entanto, quando tecido ovariano previamente criopreservado foi
submetido ao mesmo procedimento de transplante o desenvolvimento folicular foi muito
limitado, sendo observada uma grande perda da populacao folicular ja aos sete dias pds-
transplante (Vilela et al., 2019).

Diante dos dados a hipotese levantada é de que as lesBes isquémicas no tecido
transplantando sdo um motivo importante para o sucesso limitado dos transplantes de
tecido ovariano previamente congelados. No entanto, € preciso conhecer o tempo
necessario para que ocorra a revascularizacdo dos transplantes de tecido ovariano em
gatas.

Além disso, é proposto pela comunidade cientifica a utilizacdo de farmacos que
auxiliam na reperfusdo e neoangiogénese do tecido transplantado, promovendo assim a
revascularizacdo mais rapida do tecido e maior sobrevivéncia folicular. Esta estratégia ja
provou favorecer transplantes de tecido ovariano em camundongos (Lee et al., 2015a),
mas em gatas ndo ha estudos. Assim sendo, testar a sinvastatina pode ser uma estratégia
valida e muito promissora para os estudos nesta linha de pesquisa.

O presente estudo foi provado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da

Universidade de Brasilia (UnB), por meio do documento de nimero 66718/2016.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
O objetivo do presente trabalho é avaliar 0 tempo necessario para que ocorra a
revascularizacdo ap6s o implante autdlogo de tecido ovariano no tecido subcuténeo de
gatas, bem como analisar a agdo da sinvastatina no transplante de tecido ovariano de

gatas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Investigar o tempo de revascularizacdo do tecido ovariano de gatas fresco e
criopreservados autotransplantado para o tecido subcutaneo;

o Analisar o desenvolvimento folicular em tecido ovariano de gatas fresco e
criopreservados durante os seis primeiros dias pos-transplante;

o Avaliar a agdo da sinvastatina no tecido ovariano de gatas criopreservado e
transplantado;

o Avaliar a agdo da sinvastatina no desenvolvimento folicular apos

autotransplante do tecido ovariano criopreservados para o tecido subcutaneo.
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CAPITULO |

Investigacdo do tempo de revascularizacao e dano inicial
apos transplante de tecido ovariano fresco e
criopreservado de gatas domésticas

RESUMO
O transplante de tecido ovariano tem sido uma estratégia eficaz para preservar a
fertilidade em humanos, mostrando-se promissor para a conservacao de felinos selvagens.
Estudos anteriores do nosso grupo confirmaram o sucesso do transplante heterotdpico de
tecido ovariano fresco em gatos domesticos, com desenvolvimento de foliculos antrais a
partir de 28 dias ap0s o transplante (Leonel et al., 2018b). Porém, outro estudo com tecido
ovariano criopreservado demonstrou uma reducdo acentuada no nimero de foliculos logo
no dia 7 apo6s o transplante (Vilela et al., 2019). O presente estudo teve como objetivo
investigar o tempo de revascularizacdo e os danos iniciais da isquemia durante os seis
primeiros dias de autotransplante de tecido ovariano fresco e criopreservado de gatas
domésticas. Dos ovarios das cinco gatas foram retirados oito fragmentos (~5x3x3mm),
dos quais um foi fixado (DO fresco) e trés transplantados (grupo fresco) para o tecido
subcutaneo do dorso das gatas. Os outros quatro fragmentos foram criopreservados
(congelamento lento com 1,5 M de DMSQO). Apos 48 horas o material foi descongelado
e um fragmento fixado para controle da criopreservacdo (DO crio) e 0s trés restantes
transplantados (grupo crio) para a mesma regido. Os fragmentos de tecido ovariano fresco
e criopreservado foram recuperados nos dias 2 (D2), 4 (D4) e 6 (D6) apds o transplante e
processados para histologia (Figura 1.1). As amostras foram cortadas em série (Spum de
espessura) e a cada 5 cortes, um foi retirado para a montagem da lamina e os cortes

corados com hematoxilina e eosina. Todos os foliculos pré-antrais com os nucleos dos

-4] -



ovacitos visiveis foram contados e classificados como morfologicamente normais (MN)
ou degenerados. O anticorpo de actina do musculo liso foi utilizado para identificar a
vascularizagdo nas amostras de tecido ovariano, e para andlise foi calculada a
porcentagem de area de tecido ovariano ocupada por vasos. A porcentagem de foliculos
MN foi analisada pelo teste do qui-quadrado e a area de vascularizagdo por ANOVA e
Tukey, tendo sido considerados significantes apenas quando p <0,05. O nimero total de
foliculos, a porcentagem de foliculos, o numero de foliculos MN, bem como suas
porcentagens médias no tecido ovariano fresco e criopreservado antes do transplante (DO)
e no pés-transplante D2, D4 e D6 nos grupos de foliculos primordiais e em crescimento
estdo descritas na Tabela 1. Resumidamente, houve uma diminuic¢do significativa (P
<0,05) na porcentagem de foliculos primordiais e crescentes MN apds o transplante em
comparagdo com o tecido ndo transplantado (DO0), no tecido fresco e criopreservado. De
acordo com a analise de ultrassom, houve também melhora na vascularizagdo com o
passar dos dias de transplante. No entanto, a perda folicular nos primeiros dias pos-
transplante se mostrou mais intensa no material congelado. Em relacdo a vascularizacao
(Figura 1.2), ndo houve diferenca significativa entre os transplantes fresco e
criopreservados, porém a area de vasos foi significativamente maior (P <0,05) em D4 e
D6 em comparacdo com DO, sem diferenca em D2 em relacdo a qualquer outro dia. Em
conclusdo, o presente estudo demonstrou que a vascularizacdo de tecido ovariano fresco
e criopreservado ap0s autotransplante subcutaneo em gatas doméstica ocorre em quatro
dias. Porém, a perda folicular ja nos primeiros dias se mostrou mais intensa no material
criopreservado do que no fresco. Estudos adicionais devem ser propostos para tentar
reduzir o tempo de revascularizagdo para talvez permitir uma melhor sobrevida folicular

apos o transplante de tecido ovariano criopreservado.
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ABSTRACT

The present study evaluated revascularization time of fresh and cryopreserved cat
ovarian tissue after transplantation to subcutaneous tissue. Ovaries of five cats were used
and eight pieces of ovarian tissue were taken from each pair of ovaries. Immediately after
removal, three pieces were transplanted and one fixed for fresh control. The remaining
four pieces were cryopreserved and, after thawing, one was fixed for cryopreservation
control and three were transplanted. Grafts were recovered on days 2 (D2), 4 (D4) and 6
(D6) post-transplantation. Blood vessels were identified by immunohistochemistry and
doppler ultrasound. Immunohistochemistry showed that the percentages of total tissue
area occupied by blood vessels were similar (P>0.05) in fresh and cryopreserved tissues.
In both cases, blood vessel area was significantly higher (P<0.05) on D4 and D6
compared to DO. Ultrasound analysis showed vascularization improvement on the
periphery of grafts from D2 to D4 and from D4 to D6, both in fresh and cryopreserved
tissue samples. Nonetheless, there was a significant decrease (P<0.05) in the percentage
of morphologically normal follicles (MNF) after transplantation compared to non-

transplanted tissue (D0), both for fresh and cryopreserved samples. Moreover, the number
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of follicles found in samples was considerably smaller after grafting. In conclusion,
revascularization of ovarian tissue autotransplanted to subcutaneous tissue in domestic
cats occurs within four days after transplantation, both for fresh and cryopreserved tissue.
However, large follicular loss has been observed in the first days post-transplantation,
especially in cryopreserved tissues.

Keywords Transplant, Feline, Ischemia, Preantral follicle, Slow freezing

INTRODUCTION

Ovarian tissue cryopreservation and transplantation has been successful in humans
since the early 1980s (Leporrier et al., 1987) and has been mainly used for preserving the
fertility of women undergoing chemotherapy and/or radiotherapy cancer treatment
(reviewed by Donnez and Dolmans 2017). Although ovarian tissue preservation can be
done both by slow freezing and vitrification (Zhou et al., 2016; Li et al., 2018), slow
freezing is still the most widely used method for humans (reviewed by Leonel et al.,
2019). Another possible use for ovarian tissue transplantation is to minimize or prevent
the effects of menopause, as a natural source of hormones reposition (Andersen and
Kristensen, 2015; Wolff and Stute 2015).

The success of ovarian tissue transplantation in humans encourages the investigation
of transplantation technigues in animals, especially for preservation of germplasm of
endangered species, but also of genetically superior domestic animals (Comizzoli and
Holt 2014; Morrell and Mayer 2017). Most species from the Felidae family are
endangered (IUCN, 2019), and the domestic cat is an adequate experimental model for
studies aimed at wild felids due to its phylogenetic similarity (Leon-Quinto et al., 2009).
The domestic cat may also be the recipient of wild felids xenografts due to their

physiological similarities. In the case of endangered animals, autotransplantation is out
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of question and xenotransplant is the only possibility (Wiedemann et al., 2012).
Autotransplantation, however, and avoids rejection of the transplanted tissue and,
consequently, the use of immunosuppressed animals is not necessary, enabling studies
using fewer animals and with less variables. To allow the reproduction of endangered
animals using ovarian xenotransplantation, ovum pick up (OPU) and in vitro embryo
production (IVEP) techniques will be required for later fertilization, therefore, heterotopic
sites are usually preferred. For example, the kidney capsule (Bosch et al., 2004; Hosoe et
al., 2008; Khalili et al., 2014), the muscle tissue or fascia (Eimani et al., 2009; Soleimani
et al., 2008, 2010; Dath et al., 2010; Li et al., 2010ab; Terazano et al., 2012), and the
subcutaneous tissue (Weissman et al., 1999; Kim et al., 2005; Schuber et al., 2008;
Wiedemann et al., 2012; Leonel et al., 2018b; Vilela et al., 2019) are reported to be good
options for ovarian tissue transplantation in different species. However, when blood
vessel anastomosis is not performed, the time necessary for reperfusion of the grafted
tissue will probably vary from one grafting place to another (Oktay et al., 2004; Dath et
al., 2010; Youm et al., 2015), as will the period of ischemia to which the tissue is
subjected.

Vascularization time also differs among species. In rats, revascularization occurred
within 48 hours when fresh ovarian tissue was autotransplanted into the neck muscle
(Dissen et al., 1994). In sheep, vascularization of cryopreserved ovarian tissue
autotransplanted to the ovarian pedicle was completely established only 7 days after
grafting (Gosden et al., 1994). A study in which cryopreserved human ovarian tissue was
xenografted to mice, showed that murine angiogenesis initiates reperfusion 5 days post-
transplantation, but the center of the tissue was perfused only after 10 days (Van Eyck et

al., 2010). Although interest in cryopreservation and transplantation of ovarian tissue of
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cats is growing (Wiedemann et al., 2012; Demirel et al., 2018; Leonel et al., 2018ab;
Vilela et al., 2019), no study has yet described the time needed for revascularization of
transplanted ovarian tissue on these animals. The aims of the present study were to
investigate the revascularization time for fresh and cryopreserved ovarian tissue
transplanted to the subcutaneous tissue in domestic cats, as well as to evaluate follicle

survival in transplanted tissue.

MATERIAL AND METHODS

Animals

The study was conducted in Brasilia, Brazil (15° 46’ South, 47° 55’ West) tropical region
with no significant change in day length throughout the year making cats continuously
polyestrous (Michel, 1993). Five healthy young adult female cats (Felis catus), ages 1 to
4 years, mixed breeds, were used in the experiment. The animals were dewormed and
tested negative for feline immunodeficiency syndrome (FIV) and feline leukemia virus
(FeLV) using a rapid test kit (Anigen Rapid FIV/FeLV Test Bioeasy, Alere) and observed
clinically for one month before the experiment. Animals were housed in a large sheltered
room with natural light and ventilation with water and standard commercial cat food ad
libitum. During the days of the experiment, they were individually confined in cages
(80x60x45 cm). All procedures were approved by the Animal Ethics Committee of the
Institute of Biological Sciences, University of Brasilia (protocol n® 66718/2016). After

the experiment all animals were adopted.

Surgical procedures and experimental design
The queens were in interestrus and were fasted for 12 h prior to ovariohysterectomy
(OSH). Pre-anesthesia and analgesia were performed using Xylazine Chloride (0.5 mg/kg

I.M. - Xilazin® 2%, Syntec, SP, Brazil), Ketamine Chloride (5 mg/kg I.M. - Cetamin®
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10%, Syntec, SP, Brazil) and Morphine (0.2 mg/kg I.M. - Dimorf®, Cristélia, SP, Brazil).
Anesthesia was induced with intravenous injections of Propofol (Provine® 1%, Meizler,
SP, Brazil) in a dose/effect manner and maintained by ventilation with isoflurane
(BioChimico®, RJ, Brazil) in pure oxygen. Each animal also received a prophylactic dose
of antibiotic (25 mg/kg I.V. - Ceftriaxone, Vitalis, Bogota, Colombia) and anti-
inflammatory (0.1 mg/kg 1.V. - Meloxican — Maxican® 2% Ourofino, SP, Brazil). OSH
were performed according to the method described by Fossum (2007).

Ovaries were freed from adipose tissue and ligaments and washed with 0.9% saline
solution. Eight fragments (~5x3x3 mm) were taken from the ovaries of each cat using a
scalpel and graph paper as a template. One fragment was immediately fixed in 4%
paraformaldehyde (fresh DO) and three others transplanted. The remaining four fragments
were cryopreserved and kept in liquid nitrogen for 48 hours. After thawing, one fragment
was fixed as a control for the cryopreservation procedure (cryo D0) and the remaining
three fragments were transplanted. Eventually, each cat had six ovarian tissue fragments
autografted to the subcutaneous tissue of the dorsal neck - three fresh grafts and three
cryopreserved grafts (Figure 1A).

Before making the implants and removing the implanted fragments, pre-anesthesia
was performed with Ketamine Chloride (2 mg/kg 1.M.) and Diazepam (0.2 mg/kg I.M. -
Cristalia, Brazil). Anesthetic induction was performed with Propofol (dose/effect I.V.
administration) and maintained by ventilation with isoflurane in pure oxygen. For
removal of implants, local anesthesia was performed with subcutaneous infiltration of
Lidocaine Chloride (1mg/kg - Lidovet®, Bravet, RJ, Brazil).

For grafting, small pouches (approximately 1 cm?) were created through skin incisions

and the ovarian tissue fragments were fixed directly into the subcutaneous tissue of the
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animals’ dorsal neck. Before transplantation, fragments were washed with 1% iodine and
sterile saline, placed within a pouch and fixed with a stitch to the subjacent muscle. Skin
incisions were sutured, and each queen received a dose of vitamin E (5 mg/kg .M. -
Monovin E, Bravet, Rio de Janeiro, Brazil) to reduce ischemia-reperfusion damage in the
grafts (Nugent et al., 1998).

Fresh and cryopreserved grafts were recovered on days 2 (D2), 4 (D4) and 6 (D6) after

transplantation, fixed and processed for classical histology (Figure 1B).
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Figure 1.1 Experimental design. A) Eight pieces were taken from each pair of ovaries, from
which one was immediately fixed (fresh D0O) and three were immediately grafted. Four
fragments were cryopreserved and after thawing, one fragment was fixed (cryo DO) and three
were grafted. B) Each cat had six ovarian tissue fragments grafted to the subcutaneous tissue of
the dorsal neck - three fresh grafts and three cryopreserved grafts. The grafts were recovered on
days 2 (D2), 4 (D4) and 6 (D6) after transplantation, one fresh and one cryopreserved at each

time point.

Cryopreservation protocol

Cryopreservation was performed following the protocol described by Leonel et al.,
(2018a). Briefly, fragments were placed in cryovials containing 1 ml cryoprotectant
solution (DMEM, 10% SFB, 0.4% sucrose and 1.5 M DMSO) and kept at 10 °C for 10

minutes. After the equilibrium period the material was frozen using a programmable
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freezer (Dominium K, Biocom, Brazil), at -2 °C/min to -7 °C, kept at this temperature for
15 minutes for the seeding procedure, and then at -0.3 °C/min until -35 °C. Then, the
samples were immersed in liquid nitrogen (-196 °C).

After 48 hours, the material was thawed in a water-bath at 38 °C and the
cryoprotectants were gradually removed by means of three washes (five minutes each) in
solutions containing DMEM and 10% SFB and decreasing concentrations of sucrose

(0.4%, 0.2% and 0%) and DMSO (0.75M, 0.37M and OM).

Ultrasound analysis

On D2, D4 and D6 post-transplantation, each graft was evaluated by ultrasound (Z5
Mindray, China) and blood vessels were visualized by a Doppler system (10 Mz linear
probe), which allowed for the observation of venous and arterial vessels in the periphery

of grafts.

Light microscopy analysis

Samples were serially sectioned (Sum thick) and one in every 5 sections was mounted,
stained with hematoxylin and eosin and evaluated under light microscopy. The follicles
with a visible oocyte nucleus were counted and classified according to developmental
stage (primordial or growing follicle) and morphology (morphologically normal or
degenerated) (Carrijo Jr et al., 2009; Leonel et al., 2018b). Follicles were considered
morphologically normal (MN) when they had a round oocyte surrounded by one or more
well organized layers of granulosa cells. Follicles presenting one or more of the following
features were classified as degenerated: oocyte detached from granulosa cells, shrunken
oocyte, oocyte with vacuoles in the cytoplasm, pyknotic nucleus on the oocyte or

granulosa cells, and follicle detached from the ovarian stroma.
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Random sections of each sample were submitted to immunohistochemical analysis for
anti-alpha actin antibody (monoclonal mouse, 1A4, 1:500 dilution, sc-32251, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) to localize blood vessels within the ovarian tissue. Antigenic
recovery was performed by immersing the sections in Trilogy (Cell Marque, USA) at 97
°C twice for 30 minutes each. Then the Polymer Detection System kit (Novolink™, Leica
Biosystems, UK) was used. Briefly, endogenous blockade of peroxidase was performed
with block peroxidase for 5 minutes. Blocking of non-specific protein reactions was done
with Protein Block for 5 minutes. The sections were incubated with primary antibody and
amplified with Post Primary Block for 30 minutes at 37 °C. Then the sections were
incubated with Polymer for 30 min. at 37 °C. Sections were then incubated with
diaminobenzidine solution (DAB - K3468, Dako) and counterstained with Harris
hematoxylin.

Using Image J software (version 1.x) the total area of the tissue section and the area of
all immunostained vessels were measured and the percentage of the ovarian tissue area

occupied by blood vessels was calculated.

Statistical analysis

Data were compared among the days after transplantation and between fresh and
cryopreserved samples. Data were tested for normality using the Shapiro-Wilk test and
log transformed. The percentage of total tissue area occupied by blood vessels was
analyzed by ANOVA and Tukey test, using the program Proc. GLM (SAS, Analysis
System, Inc, Cary, NC, USA). The percentage of morphologically normal and degenerate
follicles were analyzed by Pearson’s Chi-square test (Microsoft Excel for Windows,

USA). Differences were considered significant when P<0.05.
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RESULTS

Analysis of vascularization

The percentage of total tissue area occupied by blood vessels in fresh and
cryopreserved ovarian tissue on different post-transplantation days is shown in Figure
1.2. The percentage of total tissue area occupied by blood vessels in transplanted ovarian
tissue was 0.58, 0.91 and 1.8 for fresh tissue on days 2, 4 and 6 post-transplantation
respectively, and 0.73, 1.32 and 1.17 for cryopreserved tissue on the same days. There
was no significant difference (P>0.05) between cryopreserved and fresh tissue grafts.
However, in both cases the area occupied by vessels was significantly higher (P<0.05) on

D4 and D6 compared to DO, with no difference on D2 in relation to any other day.
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Figure 1.2 Mean percentage of total tissue area occupied by blood vessels in fresh and
cryopreserved ovarian tissue before transplantation (DO) and 2, 4 and 6 days after grafting.

* Indicates significant difference compared to DO (P<0.05).

Ultrasound analysis showed visual improvement in vascularization on the periphery

of grafts from D2 to D4 and from D4 to D6, both in fresh and cryopreserved tissue
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samples (Figure 1.3). In addition, some of the grafts (15%) presented a fibrous capsule.
These capsules were seen only on D6 for fresh (13%) and cryopreserved (40%) tissue
grafts and on D4 only for cryopreserved tissue grafts (10%).

FRESH CRYO

e

Figure 1.3 Representative images of Doppler ultrasound analysis of fresh (a, ¢ and €) and
cryopreserved (b, d and f) ovarian tissue on days 2, 4 and 6 after transplantation. Arterial (red)
and venous (blue) blood flow evidenced adjacent to the ovarian tissue grafts (delimited by dashed

lines).
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Follicular analysis

A total of 4,186 follicles from ovarian tissue fragments of the five cats were analyzed.
Of these follicles, 3,873 (92.5%) were primordial and 313 (7.5%) were growing follicles.
The total number of follicles counted, the number and proportion of primordial and
growing follicles, and the number and percentages of MN follicles in each day and in

both fresh and cryopreserved tissue samples are presented in Table 1.1.

Table 1.1 Total number of follicles counted, number and mean percentage (+ SD) of primordial
and growing follicles, and number and mean percentage (+ SD) of morphologically normal (MN)
follicles in fresh and cryopreserved ovarian tissue fragments non-transplanted (DO) and on D2, D4

and D6 post-transplantation

Total Primordial follicles Growing follicles
follicles n % MN % MN n % MN % MN
DO 1681 1550 92.7+16 1466  92.6 £ 6.942 131 73%16 124 924 +12.4M
é D2 392 354 973146 137 36.4+6.8% 38 27+43 12 347 +11.0%
L | D4 529 490 926+75 190 38.4+31.2% 39 74+75 10 24.2+£38.2%
D6 177 160 88.2+7.6 90 583 % 127AC 17 118%76 5 19.1+22.34
DO 1061 997 932+26 684  69.7 £ 15,08 64 68126 34 48.8+18.18
o | D2 91 82 88.6%6.2 23 459 %412/ 9 114+6.2 3 367478
G | D4 194 180 92.1+9.5 34  19.6 +£17.2°¢ 14 79%95 1  31x6.38
D6 61 60 98.1+3.2 16  28.8 +27.65¢ 1 19+32 0 0.0+0.08°

A-B: Different letters in the same column indicate significant difference between fresh and cryopreserved groups in
the same days of analysis

a-c: Different letters in the same column indicate significant difference between days of analysis within each group
(Fresh or Cryopreserved)

At every time-point analyzed, the percentage of primordial follicles (88.2-98.1%) was
higher than that of growing follicles (1.9-11.8%). The percentage of MN follicles, both
primordial and growing, was significantly lower (P<0.05) in cryopreserved tissue than in
fresh tissue for non-transplanted samples (DO). Similarly, on D4 and D6 post-
transplantation a significant lower (P<0.05) percentage of MN primordial and growing
follicles was observed in cryopreserved samples compared to fresh samples. In general,

there was a significant decrease (P<0.05) in the percentage of MN primordial and growing
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follicles after transplantation compared to non-transplanted tissue (DO0), both for fresh and
cryopreserved samples. However, it is important to emphasize that the number of follicles
found in the samples was considerably smaller after grafting, both in fresh and
cryopreserved tissue.

The most common types of degeneration found in all groups were: totally degenerated
follicle (42.6%), oocyte detached from granulosa cells (19.9%), oocyte with pyknotic
nucleus (18.6%), shrunken oocyte (10.4%), vacuoles in the ooplasm (5.9 %) and follicle

detached from the stroma (2.6%). Examples of MN and degenerate follicles are presented

in Figure 1.4.

Figure 1.4 Representative micrographs of morphologically normal (MN) and degenerated
follicles. a) MN primordial follicles; b) MN growing follicle; c) totally degenerated growing
follicle; d) growing follicle with shrunken oocyte, e) a growing follicle with oocyte detached from
granulosa cells (arrow) and a primordial follicle with pyknosis of oocyte nucleus (arrowhead),
and f) growing follicle with vacuoles in the ooplasm. Bars = 50 pum.
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DISCUSSION

The results of this study showed that the reperfusion of ovarian tissue from domestic
cats autotransplanted to subcutaneous tissue occurs within four days after grafting, with
no difference between fresh and cryopreserved tissues. Previous works have already
proved that revascularization times of ovarian tissue grafts differ among species. In rats,
fresh ovarian tissue autografted under the muscular fascia was profusely revascularized
within 48 hours (Dissen et al., 1994). In sheep, complete revascularization of
cryopreserved ovarian cortex autografted to the ovarian pedicle took approximately 7
days (Gosden et al., 1994). In human cryopreserved ovarian cortex xenotransplanted to
the peritoneum of nude mice, revascularization begun approximately 5 days after
transplantation, but the foreign tissue was completely revascularized only after 10 days
post-transplantation (Van Eyck et al., 2010). The percentage of total tissue area occupied
by blood vessels in transplanted cat ovarian tissue, both fresh and cryopreserved, was
comparable with that observed in human ovarian tissue xenotransplanted to mice, in
which 1.27% and 2.02% of ovarian tissue area was occupied by blood vessels on days 3
and 5 post-transplantation (Van Eyck et al., 2010).

The increase in vascularization observed in the histological sections on D4 post-
transplantation was corroborated by ultrasound findings. However, while
immunostaining showed an increase in vascularization until D4, doppler ultrasound
analysis showed a continuous improvement of vascularization adjacent to the fragments
until D6 post-transplantation. This difference is probably due to differences in accuracy
between the two techniques. Color doppler ultrasound is the most appropriate noninvasive
imaging exam for investigating vascularization of transplants (Crossin et al., 2003). For

most organ transplants, doppler ultrasound is an excellent technique for graft follow-up,
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as it allows for monitoring blood flow and for identifying any problems relating to it, such
as thrombosis, embolism or ischemia (Delgado-Moraleda et al., 2019). Especially in the
case of ovarian tissue transplants, this technique has been used for monitoring the success
of blood vessels anastomosis performed in ovarian tissue transplantation to the
subcutaneous tissue in humans (Hilders et al., 2004). In the present study, doppler
analysis allowed for the observation of neovascularization adjacent to the ovarian tissue
fragment transplanted to subcutaneous tissue.

Regarding the percentage of MN follicles observed in the transplanted ovarian tissue,
the results of the present study are similar to those described by others with both fresh
(Leonel et al., 2018b) and cryopreserved (Vilela et al., 2019) ovarian tissue autograft in
domestic cats. For instance, the percentage of MN follicles in this study on D6 after
transplantation (~58%) was similar to that of Leonel et al., (2018b) on D7 after
transplantation (68.7%) of fresh ovarian tissue. Considering previously cryopreserved
ovarian tissue, this study presented a percentage of MN follicles on D6 after
transplantation (~29%) similar to that of Vilela et al., (2019) on D7 after transplantation
(31%). However, even more important than the percentage of MN follicles, there was a
great reduction in the number of follicles found in grafts. Follicular depletion was also
observed when cat ovarian tissue was vitrified and xenotransplanted (Demeriel et al.,
2018), both immediately after vitrification, and after transplantation of fresh and vitrified
tissue (even greater in this last case). This loss is commonly observed in ovarian tissue
transplants (Li et al., 2010a; Praxedes et al., 2018), especially after cryopreservation
(Nisolle et al., 2000; Bosh et al., 2004; Israely et al., 2006; Nottola et al., 2008; Dath et
al., 2010; Silber et al., 2010; Wiedemann et al., 2012; Li et al., 2015; Lee et al., 2016).

This follicular depletion is also associated with a drastic reduction in graft size and
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significant fibrosis that occurs in most transplants (Kim et al., 2002) and is probably
caused by ischemia. In fact, numerous authors observed that ischemia-reperfusion injuries
occurring in ovarian tissue transplantation induce the depletion of 60 to 95% of the
follicular reserve, including the loss of virtually the entire population of growing follicles
(Aubard et al., 1999; Baird et al., 1999; Aubard 2003; Liu et al., 2008).

Ischemia promotes energy depletion and reperfusion oxidative stress, which cause
damages to lipids, DNA, enzymes and structural proteins, leading to cell death. Gene
expression of some inflammatory factors is initiated in response to the hypoxia period
promoting tissue destruction and fibrosis (reviewed by Donfack et al., 2017). Moreover,
reperfusion, while restoring the oxygen and nutrients essential for cellular metabolism
and the removal of byproducts detrimental to cellular metabolism, can exacerbate tissue
damage (Kalogeris et al., 2012). Ischemic damage occurred within the first 24-48 hours
after transplantation of ovarian tissue (Israely et al., 2004). Another study, analyzing
xenografted human ovarian tissue by electronic paramagnetic resonance oximetry (EPR),
demonstrated that hypoxia lasts for 3-5 days and that partial oxygen pressure stabilizes
only 10 days after transplantation (Van Eyck et al., 2009). In an in vitro study with fresh
and cryopreserved bovine ovarian tissue, Kim et al., (2004) showed that both primordial
follicles and ovarian stroma cells can tolerate three hours of ischemia with minimal
damage, and that the percentage of apoptosis in both stroma cells and primordial follicles
increases progressively until 48 hours. The percentage of apoptotic primordial follicles
reaches ~25% in fresh tissue and ~60% in cryopreserved tissue after 48 hours of
incubation (Kim et al., 2004). Furthermore, stroma integrity is also essential for the
neovascularization process and follicular survival after grafting (Demeestere et al., 2009).

Thus, transplant success depends on mechanisms capable of improving vascularization
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and minimizing ischemic damage in ovarian grafts (Weissman et al., 1999; Kim et al.,
2002, 2004). In short, the time required for adequate reperfusion is critical for follicular
survival and functional longevity of the transplanted tissue.

In conclusion, the present study shows that revascularization of autotransplanted
ovarian tissue to the subcutaneous tissue in domestic cats occurs within four days after
transplantation, regardless of whether the tissue is fresh or cryopreserved. However, a
large follicular loss has been observed in the first days after transplantation, especially in
cryopreserved tissue. Further studies may be proposed to try to reduce revascularization
time, perhaps allowing for better follicle survival after transplantation of cryopreserved

ovarian tissue.
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CAPITULO II
ANALISE DOS EFEITOS DA SIVASTATINA NO
AUTOTRANSPLANTE HETEROTOPICO DE TECIDO OVARIANO
CRIOPRESERVADO DE GATAS

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da sinvastatina no
desenvolvimento folicular e na revascularizagdo do tecido ovariano de gatas
criopreservado e autotransplantado. Os animais foram divididos em grupo controle (sem
administracdo de sinvastatina (n=4)) e grupo sinvastatina (5 mg/kg V.0.(n=4)). Dos
ovarios de cada gata foram retirados oito fragmentos (~5x3x3 mm), dos quais um foi
imediatamente fixado (DO fresco) e os demais criopreservados (congelamento lento com
DMSO 1,5 M). Apos o descongelamento, um foi fixado como controle da criopreservacao
(DO crio) e os seis restantes transplantados para o subcutaneo do dorso das gatas. Os
fragmentos transplantados foram recuperados nos dias 7, 14, 21, 28, 49 e 63 pos-
transplante, processados para histologia e avaliados quando ao nimero e aspecto dos
foliculos, proliferacdo celular e vascularizagdo. No geral, em ambos 0s grupos houve uma
diminuicdo intensa do ndmero de foliculos encontrados, tanto total quanto os
morfologicamente normais (MN). Foram encontrados dois foliculos antrais no D28 do
grupo Controle e quatro foliculos em crescimento nos D14, D21 e D63 no grupo
Sinvastatina, todos com células da granulosa proliferativas. Estruturas foliculares com
células da granulosa justapostas sem a presenca de ovocito (CGJ), foram comumente
encontradas no material transplantado. N&o foi observado aumento na porcentagem da
area de vasos apo6s o transplante entre os grupos Controle e Sinvastatina. Em conclusao,
a sinvastatina ndo promoveu a melhora no desenvolvimento folicular ap6s transplante de

tecido ovariano de gatas criopreservado.
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INTRODUCAO

A criobiologia é a forma mais eficaz de preservar o germoplasma de animais. Por
este motivo, essa biotecnologia € tdo importante no que tange a problematica de
vulnerabilidade e/ou risco de extingdo que algumas espécies enfrentam, em especial as
selvagens. Mais especificamente em felinos, dentre todas as espécies que a familia
Felidae engloba, o gato domeéstico € uma das poucas espécies que esta fora de
vulnerabilidade (Red List — (IUCN)) e, ndo somente por este motivo, mas também pela
semelhanca filogenética com os felinos selvagens, estes animais se tornam um excelente
modelo experimental.

Para agir propriamente na ameaca de extincdo destes animais € necessario ndo
somente a preservacdo do germoplasma, mas também uma maneira eficiente de promover
o desenvolvimento folicular. Para tanto, o transplante do tecido ovariano previamente
congelado é uma ferramenta promissora, uma vez que a técnica possibilita o
desenvolvimento folicular in vivo. Esta metodologia ja se encontra muito bem
estabelecida em humanos no quais o autotransplante de tecido ovariano criopreservado ja
é utilizado com sucesso, inclusive com varios nascimentos relatados na literatura
(Anderson et al., 2017).

Porém, em felinos, ha muitos poucos estudos nesta vertente. O autotransplante de
tecido ovariano fresco para o tecido subcutaneo apresentou resultados relevantes, uma
vez que a porcentagem de foliculos primordiais MN foi superior a 80%, exceto no dia
sete pos-transplante. Assim como foram encontrados um foliculo antral, um foliculo
luteinizado e dois foliculos pré-antrais, atestando o sucesso no desenvolvimento folicular
com o autotransplante (Leonel et al., 2018). No entanto, como na pratica dos trabalhos

em animais com risco de extin¢do é necessario o congelamento do material, era iminente
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entender como o desenvolvimento do tecido ovariano previamente criopreservado
ocorreria quando transplantado. Diante desta necessidade, um estudo com autotransplante
de tecido ovariano criopreservado (congelamento lento com DMSO a 1,5M) demonstrou
uma perda folicular massiva, principalmente no dia sete pds-transplante, apesar de terem
sido encontrados dois foliculos antrais apds 28 dias de transplante. Além disto, a
vascularizagdo no transplante so foi observada 7 dias ap6s o0 enxerto, e vasos sanguineos
mais calibrosos foram visiveis somente apds o dia 49 (Vilela et al., 2019).

Assim como o demonstrado por Vilela e colaboradores (2019) em felinos, véarios
outros estudos demonstram que em outras espécies também ha uma enorme perda
folicular, de aproximadamente 80% da reserva de foliculos primordiais inicial,
imediatamente ap6s o transplante (Dath et al., 2010, Gavish et al., 2017). Uma das
principais causas da morte folicular é o periodo de isquemia ao qual o tecido transplantado
é exposto antes da reperfusdo no enxerto (Van Eyck et al., 2010). A extensdo dos danos
e da morte celular é proporcional ao periodo em que o tecido ou 6rgdo é exposto a
isquemia. Desta forma o reestabelecimento do fluxo sanguineo no local o mais rapido
possivel é fundamental para uma maior sobrevivéncia celular do transplante (Kalogeris
et al., 2014). Estes processos isquémicos acabam promovendo a producdo de mediadores
inflamatdrios, além de espécies reativas de oxigénio no local de transplante e no tecido
transplantado, causando danos irreversiveis ao tecido (revisado por Demeestere et al.,
2009).

Dessa forma, a reducdo do tempo de isquemia pode ser uma alternativa para evitar 0s
danos ao tecido transplantado. Para tanto, inUmeras substancias tém sido testadas na
tentativa de acelerar o tempo de revascularizagdo dos transplantes (revisado por Roness

& Meirow, 2019). Agentes antioxidantes (vitamina E - Nugent et al., 1998, vitamina C -
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Tavasoli et al., 2018, N-acetilcisteina - Mahmoodi et al., 2015), fatores de crescimento
(bFGF - Gao et al., 2013; Kang et al., 2015; Tanaka et al., 2018, VEGF - Shikanov et al.,
2011; Wang et al., 2013), horménios (HMG - Wang et al., 2012) e farmacos
(eritropoietina - Mahmoodi et al., 2014, Sinvastatina — Lee et al., 2015ab) séo alguns
exemplos. Especificamente em felinos, Macédo e colaboradores (2018) relataram que 0
uso de ECG, em xenotransplante de tecido ovariano de gatas domésticas para
camundongos, promoveu a melhora da revascularizagdo ap6s 45 dias de transplante.

A sinvastatina, se destaca como farmaco utilizado em transplantes para inducdo rapida
da revascularizacdo, ja sendo empregada em transplantes de pulmao (Naidu et al., 2003),
coragdo (Tuuminen et al., 2011, 2013a; Nykanena et al., 2013; Lukac et al., 2018), figado
(Gracia-Sancho et al., 2013) e rim (Teshiman et al., 2012; Tuuminen et al., 2013b
Holmstrom et al., 2018). Apesar de serem mais comumente utilizadas para o controle dos
niveis de colesterol sérico, as estatinas possuem a¢do angiogénica, anti-inflamatoria e de
inibicdo de apoptose e reducdo do estresse oxidativo celular (Weis et al., 2002; Russo et
al., 2012). A administracdo oral de sinvastatina horas antes da OSH promoveu melhora
na vascularizacdo do tecido enxertado e uma maior preservacdo dos foliculos primordiais
normais em camundongos, tanto sozinha (Lee et al.,, 2015a) como associada a
metilprednisolona (Lee et al., 2015b).

Diante dos resultados da primeira etapa deste estudo que demonstrou que a
revascularizacdo de autotransplante de tecido ovariano de felinos ocorre até o quarto dia
pos-transplante e uma intensa deplecdo folicular, especialmente nos seis primeiros dias
de transplante, o presente capitulo pretende testar a hipotese de que a sinvastatina

promova melhora na revascularizacgdo e consequentemente no desenvolvimento folicular
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acarretando uma maior sobrevivéncia folicular em transplantes de tecido ovariano de

gatas domésticas criopreservado.

MATERIAL E METODOS
Animais
Foram utilizadas oito gatas adultas jovens (um a quatro anos), ciclicas, sem raca
definida, provenientes de Centro de Controle de Zoonoses (DIVAL), negativas para FIV
e FELV e mantidas conforme descrito anteriormente.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (protocolo n° 66718/2016). Apos 0s

experimentos todos 0s animais foram adotados.

Delineamento experimental

Os oito animais foram divididos em dois grupos distintos:

o Grupo sinvastatina (n=4) — cada animal recebeu 5 mg/kg de sinvastatina

(Medley ®), via oral, quatro horas antes do procedimento de
ovariohisterectomia (adaptado de Lee et al., 2015a).

o Grupo Controle (n=4) — ndo recebeu sinvastatina.

Do par de ovarios de cada gata foram retirados oito fragmentos de mesmo tamanho
(~5x3x3 mm), dos quais um foi imediatamente fixado (DO Fresco) e 0s outros sete foram
criopreservados. Sete dias ap0s a criopreservacao, os fragmentos foram descongelados e
um deles fixado (DO Crio). Os outros seis fragmentos foram autotransplantados para o
tecido subcuténeo da regido dorsal do pescoco das gatas.

Os fragmentos transplantados foram retirados nos dias 7, 14, 21, 28, 49 e 63 pos-

transplante, fixados e processados para histologia, para quantificagéo e classificacdo dos
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foliculos ovarianos, avaliacéo de fibrose (histoquimica de Tricromico de Gomori), anélise

de proliferagdo celular (imunhistoquimica para Ki67) e andlise da vasculariza¢éo

(histoquimica para VVon Willebrand).

Um desenho esquematico do delineamento experimental é apresentado na Figura 2.1.

-~

8 fragmentos

e (~5x3x3 mm)

DO fresco /

Criopreservacao

e

DO crio

Transplantes

Dias de retiradas:
7 14 21 28 49 63

Analise folicular
(Histologia)

Analise de fibrose
(Gomaori)

Analise de vascularizagao
(Von Wilebrand)

Analise de proliferacao celular
(Kie7)

Figura 2.1. Delineamento Experimental. Desenho esquematico do delineamento
experimental comecando com a fragmentagao dos ovarios de cada animal em oito
fragmentos (~5x3x3 mm), a criopreservacdo das amostras, 0 transplante para o
tecido subcutdneo do dorso dos animais, as retiradas dos fragmentos nos dias 7,
14, 21, 28, 49 e 63 e as analises de histologia, fibrose, vascularizacdo e

proliferacdo celular realizada no tecido ovariano.
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Protocolo de criopreservacao

O protocolo de criopreservacao foi baseado no descrito por Leonel et al., (2018a). Os
fragmentos destinados a criopreservagéo foram colocados em criotubos contendo 1 ml de
soluc&o de crioprotetores que continha DMEM contendo 0,4% sacarose, 10% SFB e 1,5M
DMSO.

Ap06s o material ser mantido em equilibrio, & temperatura de 10 °C por 10 minutos, 0s
criotubos foram inseridos na maquina de congelamento programavel (Dominium K -
Biocom) e foi iniciada a primeira curva de congelamento, na qual houve a diminuicdo de
2 °C por minutos até que chegasse a temperatura de -7 °C. Neste momento foi induzida a
cristalizagdo (seeding). Em seguida, foi feita a segunda curva com o decaimento de 0,3
°C por minuto. Apds atingida a temperatura final de -35 °C, os criotubos foram
armazenados imediatamente no botijéo de nitrogénio liquido.

Apos sete dias, o material foi retirado do nitrogénio liquido e os criotubos ficaram por
um minuto a temperatura ambiente e depois foram colocados em banho-maria, a 38 °C.
Apo6s verificado o descongelamento total do material foi iniciada a retirada dos
crioprotetores através de trés lavagens de cada amostra, por cinco minutos cada, em
solugBes contendo meio DMEM com 10% SFB e concentragdes decrescentes de
sacarose (0,4%, 0,2% e 0) e DMSO (0,75M, 0,37M e 0) em banho-maria a 38 °C.
Finalizada a etapa de retirada dos crioprotetores, um fragmento foi fixado como controle
da criopreservacgéo (DO crio) e os demais fragmentos foram lavados em soro fisiologico

iodado 1% e imediatamente transplantados para o tecido subcutaneo do dorso das gatas.

Procedimento cirdrgico e anestésico

No dia da cirurgia de ovariohisterectomia (OSH) foi realizada uma pré-anestesia,

utilizando Xilazina (0,5 mg/kg), Ketamina (5 mg/kg) e Morfina (0,2 mg/kg), via
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intramuscular. A indugdo anestésica foi realizada com a administragdo de Proporfol
(dose/efeito) e a manutencéo realizada com isofluorano vaporizado em oxigénio a 100%.
Cada animal também recebeu uma dose profildtica de antibidtico (Ceftriaxona - 25
mg/kg) e anti-inflamatorio (Meloxican - 0,1 mg/kg). Apés a realizagdo da OSH, dos
ovarios das gatas foram retirados todo o tecido adiposo e ligamentos e lavados em solucéo
salina. Oito fragmentos de aproximadamente 5x3x3 mm foram retirados de ambos
ovarios de cada gata com o auxilio de um papel milimetrado.

Para realizar os transplantes dos fragmentos ovarianos foi feita uma pré-anestesia com
uma dose de Ketamina (2 mg/kg) e Diazepam (0,2 mg/kg), via intramuscular.
Posteriormente a inducdo anestésica foi realizada com a administracdo de Proporfol
(dose/efeito) e a manutencéo realizada com Isofluorano vaporizado em oxigénio a 100%.
Durante o processo anestésico os fragmentos foram descongelados, lavados em uma
solucdo salina estéril de iodo 1% e ap6s o animal sedado os fragmentos foram
implantados em incisdes de aproximadamente 1cm feitas diretamente na pele do animal
na regido dorsal do pescoco. Os fragmentos foram fixados diretamente no tecido
subcutaneo com um ponto no musculo subjacente e logo em seguida as incisdes de pele
foram suturadas. Imediatamente ap0s as suturas cada gata recebeu uma dose de vitamina
E (5 mg/ kg .M. - Monovin E, Bravet, Rio de Janeiro, Brasil).

Especificamente nos momentos de retirada dos implantes, além do mesmo protocolo
anestésico usado para os transplantes, foi feita uma anestesia local com Bupvacaina
(Img/kg) diretamente na incisdo antes da abertura para a retirada dos fragmentos, nos
dias 7, 14, 21, 28, 49 e 63 apds o transplante. As incisdes de pele foram suturadas apos a

retirada dos fragmentos.
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Processamento histolégico

Todos os fragmentos foram destinados a histologia classica, na qual foi realizada a
fixacdo em paraformaldeido 4% tamponado por 48 horas.

Em seguida, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool,
diafanizadas em Xilol, e incluidas em Paraplast.

Foram feitos 250 cortes seriados de cada bloco, dos quais um a cada 5 foi montado em
lamina e corado com HE. Estes foram analisados em microscopio de luz e os foliculos
contados foram classificados de acordo com o estagio de desenvolvimento (primordiais
ou em crescimento) e em morfologicamente normais ou degenerados. Os foliculos
analisados foram considerados normais quando a estrutura folicular estava preservada, ou
seja, quando as células da granulosa estavam dispostas de forma ordenada ao redor de um
ovécito que ndo possuisse grandes vacuolos e sem ndcleo picnotico. As degeneragdes
consideradas foram a presenca de nucleos picnéticos nas células da granulosa ou no
ovacito, ovocito retraido ou totalmente descolado das células da granulosa, ovécitos com

vacuolos no citoplasma, foliculos totalmente descolados do estroma ovariano.

Histoquimicas

Os cortes intermediarios foram destinados a realizacdo das andlises de fibrose,
vascularizagéo e proliferagéo celular.

O grau de fibrose do tecido foi avaliado por coloragdo pelo Tricromico de Gomori,
que permite a visualizacao de tecido conjuntivo. Cortes dos fragmentos selecionados de
forma aleatéria foram desparafinizada, hidratadas e incubadas em solucdo de Bouin por
60 minutos em estufa a 56 °C. Em seguida foram corados os nucleos com Hematoxilina
de Harris por 10 minutos, corados com a solugéo de Tricomico de Gomori por 15 minutos,

lavados em agua acética a 0,5% e feita a montagem das laminas. A analise dos resultados
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foi feita de forma subjetiva com o uso de cruzes (+) para indicar a porcentagem de tecido
conjuntivo no estroma ovariano. Cada uma das cruzes é relativa a variagdo de 0 a 20%,
ou seja, uma cruz (+) representou de 0 a 20% de tecido ovariano ocupado por conjuntivo,
duas cruzes (++) representou de 21 a 40% de tecido ovariano ocupado por conjuntivo e
assim por diante até o maximo de quatro cruzes (++++) representando 81 a 100% de
tecido ovariano ocupado por conjuntivo.

Para a andlise de vascularizagdo, dois cortes representativos de cada fragmento foram
submetidos a analise imunohostoquimica com o anticorpo de VVon Willebrand (Polyclonal
rabbit anti-human, 1:100, A0082, Dako Denmark A/S). A recuperagdo antigénica foi
realizada imergindo as se¢cOes em tampdo citrato e aquecer a 97 °C trés vezes por 5
minutos cada. Em seguida, foi utilizado o kit Polymer Detection System (Novolink ™,
Leica Biosystems, Reino Unido). Resumidamente, o bloqueio endégeno da peroxidase
foi realizado com peroxidase por 10 minutos. Posteriormente, foi feito o bloqueio de
reacOes proteicas inespecificas com Protein Block por 5 minutos. As se¢bes foram
incubadas com anticorpo priméario e amplificadas com a solucdo pds-primaria por 60
minutos a 37 °C. Em seguida, foi realizada a incubacdo com polimero por 60 minutos a
temperatura de 37 °C. As secOes foram entdo incubadas com solucdo de
diaminobenzidina (DAB - K3468, Dako) e contrastadas com hematoxilina Harris.

Com o auxilio do software Image J (versdo 1.x), mediu-se a area total de tecido
ovariano e a area de todos 0s vasos imunomarcados e calculou-se a porcentagem da area
de tecido ovariano ocupada por vasos sanguineos.

A imunomarcagdo com anticorpo anti-Ki67 (Monoclonal mouse anti-human, 1:100,
M7240, Dako Denmark A/S) foi realizada com o intuito de analisar a proliferacdo celular

das células da granulosas nos foliculos encontrados, assim como das células do estroma
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ovariano. A metodologia desta imunohistoquimica foi idéntica ao protocolo para Von
Wilebrand anteriormente descrito. A anélise dos resultados foi realizada com a contagem
apenas dos foliculos que possuiam a imunomarcacao positiva das células da granulosa no

material ndo transplantado (DO fresco e DO crio) e em todos os dias pds-transplante.

Analise estatistica

O percentual da area de tecido ocupada por vasos em ambos 0s grupos controle e
sinvastatina e entre os dias pds-transplante foi analisada por ANOVA e teste de Tukey,
utilizando o programa Proc. GLM (SAS, Sistema de Andlise, Inc, Cary, NC, EUA). A
porcentagem de foliculos morfologicamente normais e degenerados foi analisada entre os
grupos controle e sinvastatina e entre 0s dias pos-transplante pelo teste Qui-quadrado de
Pearson (Microsoft 187 Excel para Windows, EUA). As diferencas foram consideradas

significativas apenas quando P <0,05.
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RESULTADOS

Microscopia de luz

Foram analisados ao total 15.659 foliculos nos fragmentos ovarianos das oito gatas de
ambos 0s grupos controle e sinvastatina. Destes, 14.460 (92,3%) eram foliculos
primordiais e 1.199 (8,3%) foliculos em crescimento. Imagens ilustrativas dos foliculos

primordiais e em crescimento encontrados estdo representados na Figura 2.2.

Figure 2.2. Imagens representativas dos foliculos normais encontrados nos

fragmentos de tecido ovariano. a) Foliculos primordiais morfologicamente
normais e b) Foliculos em crescimento morfologicamente normais. Barras =
100 pum.

O ndmero total de foliculos contado, os nimeros e as porcentagem médias de
foliculos MN dentro das categorias de primordiais e em crescimento em todos os dias
analisados séo apresentados na Tabela 2 para o Grupo Controle, e na Tabela 3 para o

Grupo Sinvastatina.
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Tabela 2.1. Foliculos totais, namero de foliculos MN e porcentagem dos foliculos MN (+ DP)
dentro dos grupos de foliculos primordiais e em crescimento nos dias DO fresco, DO crio e nos
dias pos-transplante (D7, D14, D28, D49 e D63) do grupo Controle.

Total Foliculos Primordiais Foliculos Em crescimento
Foliculos ne n° MN % MN n° n°MN % MN
DO Fresco 1936 1874 1832 91,0+6,74 62 62 100,0+0,0%
DO Crio 1202 1122 826 74,2 +8,4% 80 57 88,5+ 23,082
D7 73 51 34 52,0+0,0° 22 2 6,3 +8,8°
D14 55 2 2 100,0+0,0° 53 0 0,0+ 0,0°
D21* - - - - - - -
D28 79 36 25 96,7+4,7° 43 0 0,0+0,0°
D49 0 0 0 0,0 +0,0¢ 0 0 0,0+0,0°
D63 37 13 10 76,9+0,0? 24 0 0,0+0,0°

n° namero de foliculos; n® MN: numero de foliculos morfologicamente normais; % MN: porcentagem
de foliculos morfologicamente normais.
* Fragmentos de D21 foram perdidos devido ao um problema técnico.

A-B: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os grupos Controle (P <0,05).

a-d: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P <0,05).

Tabela 2.2. Foliculos totais, nimero de foliculos MN e porcentagem dos foliculos MN (x
DP) dentro dos grupos de foliculos primordiais e em crescimento nos dias DO fresco, DO
crio e nos dias pés-transplante (D7, D14, D21, D28, D49 e D63) do grupo Sinvastatina.

Total Foliculos Primordiais Foliculos Em crescimento
Foliculos n° n° MN % MN n° n°MN % MN
DO Fresco 7701 7347 7004 951+11° 354 343  969+11°
DO Crio 4047 3804 2808 75,1 +9,782 243 117 49,9 + 14,982
D7 113 91 36 56,4+51,2° 22 1 2,4+41°
D14 174 67 56 57,5+49,9° 107 2 1,4+25°
D21 81 17 15 956+7,7° 64 2 1,9+3,2°
D28 107 23 18 78,3+0,0? 84 0 0,0 +£0,0°
D49 54 13 8 30,8+435 41 1 2,7+37°
D63 49 8 4 57,2+60,6° 41 1 1,4+2,0°

n°: namero de foliculos; n® MN: nimero de foliculos morfologicamente normais; % MN: porcentagem
de foliculos morfologicamente normais.
A-B: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os grupos Controle (P <0,05).

a-d: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P <0,05).
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No grupo Controle foi possivel observar uma diminuigdo significativa na porcentagem
de foliculos MN (p<0,05) imediatamente apds a criopreservacdo (DO crio) tanto em
relacdo aos foliculos primordiais quanto aos em crescimento. Dentre os foliculos
primordiais foi observada uma reducdo acentuada no nimero de foliculos totais e MN em
todos os dias pos-transplante. No D7 houve uma diminuicdo significativa (p<0,05) na
porcentagem de foliculos MN em comparagdo ao DO crio. J& nos dias D14 e D28 a
porcentagem de foliculos MN foi superior ao DO crio (P<0,05), enquanto D63 foi
semelhante ao DO crio. No dia D49 néo foram encontrados foliculos. Porém, é importante
ressaltar que apesar de em D14 e D28 a porcentagem de foliculos MN ter sido de superior
ao DO crio, esta porcentagem ¢é relativa a um nimero pequeno de foliculos encontrados.
Nos foliculos em crescimento a diminuigdo no nimero e na porcentagem de foliculos MN
(p<0,05) nos dias pds-transplante foi drastica, chegando a zero no dia D14 e se mantendo
assim até D63.

No grupo Sinvastatina também houve uma diminuicéo significativa na porcentagem
de foliculos MN (p<0,05) imediatamente apds a criopreservacao (DO crio), tanto nos
foliculos primordiais quanto nos foliculos em crescimento. Importante ressaltar que em
todos os dias pds-transplantes, com excec¢do do D7, o numero total de foliculos contados
foi maior na categoria de foliculos em crescimento do que entre os primordiais, diferente
do que foi observado no grupo Controle. Em relacdo aos foliculos primordiais, foi
observada uma reducdo no namero total de foliculos e no numero de foliculos MN em
todos os dias de transplante em comparacdo com o DO crio. A porcentagem de foliculos
MN nos dias D7, D14, D49 e D63 pds-transplante foi significativamente menor (P<0,05)
do que no DO crio. JA no D21 e D28, esta porcentagem foi similar ou superior ao DO crio

(p<0,05), lembrando que o nimero de foliculos observados foi pequeno. Na categoria dos
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foliculos em crescimento, tanto o nimero quanto a porcentagem de foliculos MN
diminuiram de forma acentuada ja nos sete primeiros dias de transplante, se mantendo
muito baixos até o ultimo dia (D63).

Os tipos de degeneracdo mais comumente encontrados antes e apds o transplante foi
semelhante entre os grupos Controle e Sinvastatina. O tipo mais encontrado foi de
estruturas foliculares com as células da granulosa justapostas sem a presenca do ovocito
(CGJ), com 85,5% e 78,9%, respectivamente nos grupos Controle e Sinvastatina. Em
seguida, foram encontrados 8,8% e 16,2% de degeneracdo total e 1,9% e 1,6% ovaocito
descolado das células da granulosa, para os grupos Controle e Sinvastatina
respectivamente.

Nas amostras ndo transplantadas os tipos mais comuns de degenera¢do ndo foram os
mesmos das amostras transplantadas. No DO fresco, os tipos mais comuns foram ovécito
retraido, com 38,1% e 33,9%, ovocito descolado das células da granulosa, com 24,7% e
24%) e ovocito com ndcleo picnotico, 14,3% e 38,1%, respectivamente nos grupos
Controle e Sinvastatina. Ja em DO crio, o principal tipo de degeneracdo encontrado foi
ovocito descolado das células da granulosa, com 72,4% no grupo Controle e 83,5% no
grupo Sinvastatina, seguido de ovdcito retraido (18,1% e 8,6%) e ovocito com ndcleo
picnotico (3,3% e 5,5%).

A degeneracdo mais comum apds o transplante, que chamamos de estruturas
foliculares com as células da granulosa justapostas sem a presenca do ovocito (CGJ)
(Figura 2.3), em geral possuiam células da granulosa proliferativas (conforme
evidenciado pela imunomarcagéo para Ki67). Estas estruturas praticamente ndo foram
encontradas em tecido ndo transplantado. As porcentagens destas estruturas foliculares

em relacdo ao total de foliculos degenerados encontrados no tecido ovariano nédo
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transplantado (DO fresco e DO crio) e em todos os dias de transplantes nos grupos controle

e sinvastatina estdo representados na Tabela 2.3.

il

ARl
\‘Y/f yy’{&‘ 7

no tecido ovariano. a) estruturas foliculares com células da granulosa justapostas sem
ovdcito em coloragdo de hematoxilina e eosina. b) estruturas foliculares sem ovdcito
com células da granulosa justapostas imunomarcadas positivamente pela imuno-

histoquimica de Ki67 evidenciadas pelas setas pretas. Barras = 100um.

Tabela 2.3. Porcentagem de estruturas foliculares com células da granulosa justapostas
sem a presenca do ovoécito em relacdo aos foliculos degenerados encontrados (% CGJ /
Fols. Deg.) nos grupos controle e grupo sinvastatina

Grupo Controle Grupo Sinvastatina
% (CGJ/ Fol. Deg.) % (CGJ/ Fol. Deg.)

DO Fresco 0% (0/72) 0,8% (3/354)

DO Crio 2,2% (8/352) 0% (0/1122)
D7 56,8% (25/44) 31,3% (26/83)
D14 100% (62/62) 89,5% (103/115)
D21 * 97,2% (70/72)
D28 98,2% (57/58) 93,6% (89/95)
D49 100% (10/10) 83,6% (41/49)
D63 91,66% (33/36) 87,2% (41/47)

* Dados do dia D21, no grupo controle, foram perdidos.

Analise de proliferacéo celular
No grupo de animais controle que ndo receberam a administracdo de sinvastatina,

foram encontrados dois foliculos antrais no dia D28 pos-transplante em um dos animais.
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Ambos possuiam células da granulosa proliferativas. Os foliculos em crescimento
encontrados nos animais do grupo sinvastatina também apresentavam células da

granulosa proliferativas (Figura 2.4).

D14

D21

D21

D63

Figura 2.4. Imagens representativas dos foliculos em crescimento encontrados nos dias 14, 21
e 63 pos-transplante, corados em hematoxilina e eosina (a, ¢, e, g) e os mesmos foliculos com
células da granulosa marcadas positivamente em marrom pela imuno-histoquimica para Ki67 (b,
d, f, h). Barra=100um.
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Dentre os foliculos primordiais encontrados ndo houve células da granulosa
imunomarcadas, portanto, ndo proliferativas, devido ao estado de quiescéncia em que elas

se mantém. Além disso, as células do estroma ovariano também se mostraram

proliferativas (Figura 2.5).

/- Z ’ v Y gt & ‘
.. . / VL
- L

Figura2.5. ngura repreéentativa das células pr'ol‘iferativa's do

estroma ovariano em tecido transplantado.

Analise de fibrose

A analise de fibrose, feita através da coloracdo com Tricrdmico de Gomori,
demonstrou que em ambos os grupos Controle e Sinvastatina houve um aumento do
tecido conjuntivo progressivo até o ultimo dia pos-transplante, em especial no grupo

Sinvastatina que no dia D63 possuia em média de 80 a 100% do estroma ocupado por

tecido conjuntivo (Tabela 2.4, Figura 2.6).
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Tabela 2.4. Classificacdo (em +) da area de tecido conjuntivo nos dias DO fresco e
criopreservado e nos dias pos-transplante (D7, D14, D21, D28, D49 e D63) para 0s grupos
controle e sinvastatina.

DO DO
Fresco crio P/ D4 D21 D28 D49 D63

Grupo
+ + ++ ++ * +++ 4+ +++
Controle
Grupo

. ) + ++ +++ +++ A+ 4+ ++++
Sinvastatina

+: 0-20% de tecido ovariano ocupado por tecido conjuntivo

++: 20-40% de tecido ovariano ocupado por tecido conjuntivo
+++: 40-60% de tecido ovariano ocupado por tecido conjuntivo
++++: 60-80% de tecido ovariano ocupado por tecido conjuntivo
+++++: 80-100% de tecido ovariano ocupado por tecido conjuntivo

* Dados do dia D21, no grupo controle, foram perdidos.

Grupo Controle

DO Fresco

DO Fresco DO Crio D7 D14 D28

D63

Figura 2.6. Imagem representativa do tecido ovariano corado pelo Tricrbmico de Gomori nos
dias DO fresco e DO crio e nos dias pds-transplante (7, 14, 28, 49 e 63). A marcacdo em verde

representa o tecido conjuntivo, evidenciando a fibrose induzida no material transplantado.
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Areas de inflamag&o no estroma ovariano foram comumente observadas em todos os
dias pos-transplante em ambos 0s grupos (controle e sinvastatina). Nestes processos
inflamatorios encontrados foram observadas muitas heméacias e células brancas
(macrofagos, neutrdfilos etc.) infiltradas no estroma ovariano transplantado, além de
indmeras células gigante multinucleadas caracteristicas de um processo inflamatoério

crénico (Figura 2.7).

Figura 2.7. Areas representativas de regides de inflamag&o dos fragmentos transplantados. a)

Regido do estroma ovariano com uma grande area de processo inflamatdrio (barra = 200um). b)
Maior aumento de uma regido de inflamagéo na qual € possivel observar células imunoldgicas
(cabecas de setas azuis), hemacias extravasadas no tecido inflamatorio (setas pequenas pretas) e
células gigantes multinucleadas caracteristicas de inflamac@es cronicas (setas maiores onduladas)

(barra = 50um).

Analise de vascularizacao
A anélise da area de vascularizacdo nao demonstrou diferenca significativa (P<0,05) em

nenhum dos dias pés transplante e nem entre os grupos Controle e Sinvastatina (Figura

2.82.9).

-83-



3,5

25

15

05

% da &rea ocupada por vasos
N

DO Fresco DO Crio D7 D14 D28 D49 D63

Dias de transplante

e Grupo Controle === Grupo Sinvastatina

Figura 2.8. Percentual médio da area total de tecido ocupado por vasos sanguineos nos
fragmentos de tecido ovariano do grupo Controle e do grupo Sinvastatina, antes do
transplante (DO fresco e DO crio) e 7, 14, 28, 49 e 63 dias apds o transplante.

* Indica diferenca significativa entre os grupos controle e tratado no mesmo dia (P <0,05).

Figura 2.9. Imagens representativas dos vasos do estroma ovariano imunomarcadas por

Von Willebrand. (a) tecido ovariano do grupo Controle e (b) tecido ovariano do grupo

Sinvastatina.
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DISCUSSAO

Diante da hipdtese de que a grande perda folicular em transplante de tecido ovariano
criopreservado de gatas domestica seja decorrente do periodo de isquemia, 0 presente
estudo teve como objetivo testar os efeitos da sinvastatina na revascularizacdo e no
desenvolvimento folicular pos-transplante.

Alguns estudos demonstraram que a sinvastatina possui um efeito direto na melhora
da vascularizacdo e na maior sobrevivéncia de foliculos primordiais totais e MN apos 21
de transplante em camundongos (Lee et al., 2015ab). Diferentemente, 0s nossos
resultados demonstraram que mesmo ap6s a administracdo do farmaco, 0s grupos
Controle e Sinvastatina possuiam vascularizacdo semelhante em todos os dias pés
transplante (D7, D14, D21, D49 e D63). Além disso, a perda folicular se manteve intensa
apos o transplante em ambos 0s grupos, em especial no D7 pds-transplante, assim como
o encontrado por Vilela e colaboradores (2019). Esta deplecao folicular é relatada também
em xenotransplantes de tecido ovariano felino criopreservado (Bosh et al., 2004;
Wiedemann et al., 2012; Demeriel et al., 2018). Estes resultados ndo se limitam aos
felinos, mas também ocorre em diferentes espécies (Praxedes et al., 2018; revisado por
Roness & Meirow 2019), principalmente quando o material é previamente criopreservado
(Israely et al., 2006; Nottola et al., 2008 ; Dath et al., 2010; Silber et al., 2010; Li et al.,
2015; Lee et al., 2016).

H& um consenso na literatura de que a perda de aproximadamente 85% da
populacdo folicular pos-transplante ocorre devido a isquemia inicial (revisado por
Demeestere et al., 2009; Gavish et al., 2017). A isquemia é um fator critico ao tecido
ovariano criopreservado transplantado, até mais do que o proprio processo de

congelamento. Varios estudos ja demonstraram que o transplante em si é o principal
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obstaculo para a sobrevivéncia folicular, tanto em tecido fresco como criopreservado, e
tanto em xeno como em autotransplantes (Nisolle et al., 2000; Jafarabadi et al., 2015; Lee
et al., 2016), inferindo que a morte folicular é consequéncia direta das lesdes isquémicas
sofridas pelo tecido. A capacidade neoangiogénica da sinvastatina ja é relatada na
literatura como benéfica para a reducao do tempo de revascularizagdo em transplantes de
diferentes 6rgdos (Naidu et al., 2003; Wolfrum et al., 2004; Tuuminen et al., 2011;
Teshiman et al., 2012; Nykanena et al., 2013; Gracia-Sancho et al., 2013). Porém, em
tecido ovariano, o uso deste farmaco é ainda limitado (Lee et al., 2015ab), sendo este o
primeiro trabalho em felinos.

O protocolo do presente estudo foi adaptado de Lee e colaboradores (2015ab), que
administraram sinvastatina em camundongos 2 horas antes da remocao dos ovarios para
criopreservacao e utilizaram a capsula renal como local de transplante. O fato de termos
mantido a mesma dose (5g/kg do animal) e optado por um local de transplante diferente,
i.e. tecido subcutaneo, talvez tenha influenciado o potencial de ac¢do da sinvastatina no
tecido transplantado, fazendo com que ndo obtivéssemos os efeitos esperados. Além
disso, o fato de que gatos possuem metabolismo mais lento do que camundongos (Reece
C., 2007) pode também ter influenciado no resultado. Mesmo o presente trabalho tendo
alterado o momento da administracdo da sinvastatina (de 2 para 4 h antes da OSH),
considerando a diferenca de metabolismo entre as espécies, o resultado ndo foi o
esperado.

As demais agdes anti-inflamatorias e anti-apoptoticas da sinvastatina citadas pelos
estudos em transplantes de 6rgdos (Tuuminen et al., 2016, Liu et al., 2018; Nykanen et
al., 2019) parecem ndo ter ocorrido ou nao terem sido suficientes para transplante de

tecido ovariano em gatas com a metodologia aqui utilizada, uma vez que 0 processo
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inflamatorio e a fibrose demonstraram um aumento visivel com o passar dos dias de
transplante no presente trabalho, e semelhante em ambos os grupos (Controle e
Sinvastatina). Da mesma forma que afeta os foliculos ovarianos, o processo isquémico
promove danos irreversiveis também as células estromais. A substituicdo do estroma
ovariano por tecido conjuntivo pode ter ocorrido como consequéncia do processo
inflamatorio exacerbado no transplante, que é promovido pelo estresse oxidativo cronico
inerente a isquemia (Slegtenhorst et al., 2014). O processo de fibrose crescente com o
passar dos dias foi também relatado por outros grupos em enxertos de tecido ovariano
criopreservado em comparagéo aos de tecido fresco (Nisolle et al., 2000; Van Eyck et al.,
2009ab; Dath et al., 2010).

Em conclusédo, os efeitos da sinvastatina no autotransplante de tecido ovariano
criopreservado de gatas domésticas ndo foram satisfatérios, pelo menos da forma com
que foi utilizada no presente trabalho. Melhores resultados talvez possam ser alcangados
com mudancas na dose e/ou no momento e/ou na forma da administracdo da sinvastatina.
Ademais, uma possibilidade também é o teste de outros farmacos com potenciais

neoangiogénicos.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente estudo demonstrou que a vascularizacdo de tecido ovariano de gatas
domésticas ocorre até o quarto dia apds ter sido autotransplantado, sendo este tempo
semelhante tanto em tecido fresco quanto em criopreservado. Conhecer o tempo de
revascularizacdo € importante pois sabe-se que o periodo inicial em que o tecido
transplantado fica sem oxigena¢do promove inimeros danos isquémicos, sendo estes
muitas vezes irreversiveis, que provocam diretamente uma morte folicular intensa.

Devido a deplecdo folicular, ja nos primeiros dias pos-transplante, amplamente
reportada em trabalhos com transplante de tecido ovariano, especialmente em tecidos
previamente criopreservados, diversos trabalhos tém se concentrado em promover formas
de acelerar o tempo de revascularizagdo com o intuito de minimizar as lesdes isquémicas
e consequentemente diminuir a perda folicular. Para tanto, alguns farmacos ja tém sido
utilizados, incluindo a sinvastatina. Em tecido ovariano especificamente, apenas 0 grupo
de Lee e colaboradores (2015ab) demonstrou os efeitos benéficos da sinvastatina em
transplantes de tecido ovariano de camundongas. Sendo observados, ap6s 21 dias de
transplantes, ndo somente a melhora na vascularizagdo adjacente ao transplante, como
também o aumento da sobrevivéncia dos foliculos primordiais.

Desta forma, a segunda etapa deste estudo avaliou 0 uso da sinvastatina como forma
de acelerar o processo de revascularizagcdo em transplante com tecido ovariano de gatas
domeésticas e com isso melhorar a sobrevivéncia folicular. No entanto, diante do protocolo
usado por nos, adaptado do usado por Lee e colaboradores (2015a), os resultados obtidos
ndo foram os esperados, pois a perda folicular se manteve intensa com ou sem 0 uso da
sinvastatina. Talvez, a mudanca do local de transplante (para o tecido subcutaneo ao inves

de para a capsula renal) possa ter influenciado diretamente no potencial de acdo da
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sinvastatina no tecido transplantado, fazendo com que ndo obtivéssemos os efeitos
desejados. Assim sendo, melhores resultados com a uso da sinvastatina em transplantes
de tecido ovariano de felinos, talvez possam ser alcancados com alteragfes na dose
administrada, no momento de administracdo ou até mesmo na forma de administracéo
deste farmaco.

Por fim, conhecer o tempo de revascularizagdo de tecido ovariano
autotransplantado no subcutdneo de gatas domésticas e tentar melhorar o sucesso dos
transplantes de tecido ovariano criopreservados para esta espécie é importante, pois as
gatas domésticas podem vir a ser excelentes receptoras de xenotransplantes de tecido
ovariano de felinos selvagens, considerando a proximidade filogenética e a similaridade
fisioldgica entre as espécies felinas. Relembrando que o sucesso de nascimentos a partir
de tecido ovariano xenotransplantado s6 ocorreu quando as espécies, doadora e receptora
do tecido, eram bem proximas ndo somente filogeneticamente, como também

fisiologicamente.
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