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RESUMO 

A criopreservação de tecido ovariano é uma tecnologia de reprodução assistida eficaz para 

a preservação da fertilidade feminina e também para a conservação de espécies ameaçadas 

de extinção. Entretanto, essa técnica enfrenta desafios devido à perda folicular que ocorre 

durante o congelamento deste tecido, além do período de isquemia durante o transplante e 

a quantidade limitada de oxigênio no cultivo in vitro que também afetam a viabilidade dos 

folículos ovarianos. Assim, o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas é necessário 

para a preservação e recuperação folicular, como a utilização de uma matriz hidrogel que 

simule o microambiente ovocitário, podendo-se adicionar fatores de crescimento, como o 

GDF9 e o BMP15, que atuam diretamente nas células da granulosa dos folículos. O 

presente estudo buscou avaliar o efeito dos fatores BMP15 e GDF9 livres, incorporados em 

matriz de hidrogel, na recuperação e viabilidade folicular de tecido ovariano 

criopreservado de cadelas após transplante ou cultivo in vitro. Para isso, foram coletados  

ovários de 16 cadelas, cujos fragmentos foram vitrificados e, após o descongelamento, 

distribuídos em grupos: controle fresco (G1), controle da criopreservação (G2), controle 

negativo (G3) e grupos tratados com BMP15 (G4), GDF9 (G5) ou a combinação de ambos 

(G6) e incorporados à uma matriz de hidrogel. Os fragmentos foram cultivados in vitro ou 

transplantados em camundongos imunossuprimidos por um período de 21 dias. Foram 

feitas análises de histologia clássica para classificação morfológica dos folículos e análises 

imunohistoquímicas com marcadores para a identificação de proliferação (Ki-67) apoptose 

(caspase) celular. Os resultados demonstraram que o grupo controle fresco (G1) obteve a 

maior proporção de folículos morfologicamente normais (MN). Dentre os grupos tratados 

com fatores de crescimento, o uso de BMP15 (G4) no transplante apresentou melhor 

desempenho na preservação de folículos primordiais MN (61,6%) em comparação ao 

cultivo. A combinação BMP15+GDF9 (G6) no cultivo resultou em taxas superiores de 

folículos em crescimento MN (42,3%) do que o uso isolado de cada fator. A viabilidade 

folicular pode ser observada pela marcação positiva para Ki-67 em 98,7% dos folículos 

transplantados e pela ausência de apoptose em 99,1% dos mesmos. Deste modo, a 

incorporação dos fatores de crescimento BMP15 e GDF9 em matriz de hidrogel favorece a 

sobrevivência e a recuperação do desenvolvimento folicular. 

Palavras-chave: criopreservação; tecido ovariano; xenotransplante; fatores de 

crescimento; matriz de hidrogel. 

 



 

ABSTRACT 

Cryopreservation of ovarian tissue is an effective assisted reproduction technology for 

preserving female fertility and conserving endangered species. However, this technique 

faces challenges due to follicular loss during tissue freezing, as well as the ischemic period 

following transplantation and the limited oxygen supply in in vitro culture, which also 

affect the viability of ovarian follicles. Thus, the development of reproductive 

biotechnologies is necessary for follicular preservation and recovery, such as the use of a 

hydrogel matrix that simulates the oocyte microenvironment, allowing the addition of 

growth factors like GDF9 and BMP15, which act directly on follicle granulosa cells. The 

present study aimed to evaluate the effect of free BMP15 and GDF9 factors, incorporated 

into a hydrogel matrix, on the recovery and follicular viability of cryopreserved ovarian 

tissue from female dogs after transplantation or in vitro culture. For this purpose, ovaries 

were collected from 16 female dogs, and the fragments were vitrified. After warming, the 

fragments were distributed into groups: fresh control (G1), cryopreservation control (G2), 

negative control (G3) and groups treated with BMP15 (G4), GDF9 (G5), or a combination 

of both (G6), and incorporated into a hydrogel matrix. The fragments were either cultured 

in vitro or transplanted into immunosuppressed mice for a period of 21 days. Classical 

histological analyses were performed for morphological classification of the follicles, and 

immunohistochemical analyses were conducted using markers for identifying cellular 

proliferation (Ki-67) and apoptosis (caspase). The results showed that the fresh control 

group (G1) achieved the highest proportion of morphologically normal (MN) follicles. 

Among the groups treated with growth factors, the use of BMP15 (G4) in transplantation 

showed better performance in preserving MN primordial follicles (61.6%) compared to the 

culture. The combination of BMP15+GDF9 (G6) in the culture resulted in higher rates of 

MN growing follicles (42.3%) than the isolated use of each factor. Follicular viability was 

observed by positive staining for Ki-67 in 98.7% of the transplanted follicles and the 

absence of apoptosis in 99.1% of them. In conclusion, the incorporation of growth factors 

BMP15 and GDF9 into a hydrogel matrix promotes survival and the recovery of follicular 

development. 

 

Keywords: Cryopreservation; Ovarian tissue; Xenotransplantation; BMP15; GDF9; 

Hydrogel. 
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1. INTRODUÇÃO 

O avanço das biotecnologias reprodutivas ao longo das últimas décadas tem contribuído 

significativamente para o desenvolvimento da área da reprodução, de forma a aprimorar a 

eficiência e a produtividade dessas técnicas, e assim, estabelecer protocolos que contribuam 

para a preservação da fertilidade em diferentes espécies (GRAHAM et. al, 2023). Esses 

avanços podem beneficiar a superação  da infertilidade, a preservação de espécies ameaçadas 

de extinção e o aumento da produtividade de animais de rebanho (SOBOLEWSKI, 2020). 

A partir desse contexto, dentre as biotecnologias é possível citar as Técnicas de 

Reprodução Assistidas (TRAs), que compreendem desde procedimentos mais simples, como 

a Inseminação Artificial, em que o gameta masculino é introduzido diretamente no aparelho 

reprodutivo da fêmea para facilitar a fecundação, até métodos mais complexos, como a 

Injeção Intracitoplasmática de Espermatozoides (ICSI), a Fertilização in vitro (FIV), a 

produção in vitro e transferência de embriões, a clonagem e a seleção de embriões 

(GONÇALVES et. al, 2021). 

Associada a essas técnicas, a criopreservação pode ser utilizada para o armazenamento 

dos gametas ou o tecido ovariano por tempo indeterminado (FABRI et. al, 2016). Esse 

processo ocorre em nitrogênio líquido, sob temperaturas extremamente baixas, o que reduz o 

metabolismo celular e preserva a funcionalidade, permitindo o seu restabelecimento após o 

reaquecimento (DAY et. al, 2008). Para manter a viabilidade das amostras, são adicionados 

crioprotetores (CPAs), que minimizam danos celulares como a formação de cristais de gelo 

(DALWADI et. al, 2020). Essas substâncias aumentam a concentração dos solutos e 

diminuem o ponto de fusão da solução, contribuindo para a integridade celular durante o 

congelamento e descongelamento (PEGG, 2009). 
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A criopreservação de tecido ovariano representa uma opção viável para a preservação 

da fertilidade feminina, visto que é nesse tecido que os ovócitos estão localizados (LIU et. al, 

2002). O tecido pode ser congelado inteiro ou em pequenos fragmentos retirados do córtex 

ovariano, região rica em folículos primordiais, que apresentam uma melhor resistência ao 

congelamento, principalmente devido ao seu pequeno tamanho, o que facilita a penetração 

dos crioprotetores e aumenta a eficiência do processo (DOLMANS et. al, 2021). 

Para avaliar a retomada da função ovariana, tanto reprodutiva quanto endócrina, após o 

congelamento, podem ser empregadas duas abordagens: o transplante (HORNSHØJ et. al, 

2021) e o cultivo in vitro do tecido ovariano (ACKERMANN et. al, 2017). No transplante, 

fragmentos do tecido são inseridos no local de origem ou em outro local do organismo 

(AMORIM et. al, 2019). Já no cultivo in vitro, esses fragmentos são colocados em uma placa 

de cultivo com um meio de cultura rico em nutrientes essenciais para a sobrevivência e 

incubados em condições controladas de temperatura e concentração de dióxido de carbono 

(CO2) (AGUIAR et. al, 2016). Entretanto, ambos os métodos apresentam desafios, incluindo a 

perda folicular: no transplante, essa perda ocorre principalmente devido à isquemia no 

intervalo entre a retirada e revascularização do tecido (LIU et. al, 2002). No cultivo in vitro, a 

dificuldade de oxigenação do tecido pode comprometer sua viabilidade ao longo do tempo 

(FILATOV et. al, 2016). 

Assim, fatores de crescimento têm sido utilizados associados a essas técnicas para 

incrementar a sobrevivência e recuperação dos folículos após a criopreservação, com destaque 

para a Proteína Morfogenética Óssea 15 (BMP15) e o Fator de Crescimento e Diferenciação 9 

(GDF9), que possuem atuação direta nos folículos primordiais, induzindo o seu 

desenvolvimento e controlando o crescimento do gameta feminino (RIEPSAMEN et. al, 

2023; HUANG et. al, 2023). Eles atuam nos primeiros estágios da foliculogênese, regulando a 
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atividade e a proliferação das células da granulosa e possuem um papel fundamental na 

expressão gênica das células somáticas foliculares (PAULINI & MELO, 2011). 

Quando colocados em matrizes de hidrogel, que são redes de polímeros biofabricadas 

que mimetizam a matriz extracelular, esses fatores são menos suscetíveis à degradação e são 

liberados gradativamente para o tecido ovariano (HOSTE et. al, 2004), promovendo uma 

melhor maturação folicular; pois eles conseguem simular melhor o microambiente e a 

estrutura ovariana, essenciais para o desenvolvimento dos folículos (TOH & LOH, 2014). 

Estudos demonstram que folículos de porcinos cultivados com o uso de matriz de alginato 

conseguiram se desenvolver até o estágio antral, produzindo ovócitos capazes de atingir o 

estágio de meiose 2 (PARK et. al, 2012). 

Apesar de serem bastante exploradas em algumas espécies, as TRAs possuem uma 

utilização bastante limitada em canídeos (SUZUKI et. al, 2022). A falta de desenvolvimento 

de TRAs nessa espécie se deve principalmente às diferenças fisiológicas reprodutivas que ela 

possui se comparado com as demais espécies (NAGASHIMA et. al, 2015), como, por 

exemplo, uma inatividade ovariana prolongada (ou anestro), resultando em uma ou duas 

ovulações por ano (CONCANNON, 2011). 

Em cadelas, os ovócitos são ovulados em estágios imaturos, se comparado com outras 

espécies, e necessitam ficar entre 48 e 72 horas no oviduto após a ovulação para completar a 

maturação nuclear (REYNAUD et. al, 2005). Além disso, os ovócitos caninos são mais 

escuros devido à grande quantidade de lipídeos que possuem, tornando difícil a identificação 

de estruturas intracelulares por microscopia de luz e a criopreservação de ovócitos funcionais 

e de embriões  (CHASTANT-MAILLARD et. al, 2010).  

Nesse contexto, investigar estratégias que favoreçam o desenvolvimento e a maturação 

dos ovócitos dessa espécie não apenas amplia o entendimento da biologia reprodutiva canina, 

15 



 

mas também abre caminho para avanços significativos em biotecnologias da reprodução, com 

potencial impacto na conservação, na medicina veterinária e no aprimoramento de técnicas 

reprodutivas inovadoras. 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Aspectos biológicos da reprodução das fêmeas em mamíferos 

A reprodução é essencial para os seres vivos, pois ela é responsável pela transmissão 

das informações genéticas e, consequentemente, pela continuidade das espécies ao longo do 

tempo. Em mamíferos, esse mecanismo é regulado por dois sistemas: o endócrino e o 

nervoso, que, apesar de terem funções específicas, atuam juntos para regular a cascata de 

eventos necessários desde a formação dos gametas até a fertilização e o nascimento  

(PTASZYNSKA, 2007). 

Dentre os órgãos presentes nas fêmeas, estão os ovários, os ovidutos, o útero, a cérvix 

uterina, a vagina e a genitália externa; os ovários possuem funções hormonais endócrinas, 

com a produção de esteroides, e exócrinas, na liberação de ovócitos, e é composto por duas 

partes: a medula, formada por tecido conjuntivo, nervos e vasos sanguíneos, e o córtex, onde 

os folículos ovarianos se desenvolvem (MAGOFFIN et. al, 2005). Nele estão presentes as 

ovogônias, e é a partir delas que os gametas femininos são formados, dando início à primeira 

divisão meiótica que será interrompida na prófase da meiose I (HAFEZ & HAFEZ, 2004). 

Importante ressaltar que a reserva folicular feminina é limitada, pois nenhuma ovogônia 

é produzida após o nascimento (MOORE et. al, 2020). O recrutamento de folículos 

primordiais que ainda não começaram a crescer para um conjunto de folículos em 

desenvolvimento tem início durante a fase embrionária, logo após os folículos primordiais 
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terem sido formados no ovário, e continua até que a população folicular esteja esgotada 

(MAGOFFIN et. al, 2005). 

Após a ativação da foliculogênese, as células da granulosa tornam-se cuboides nos 

folículos primordiais e se proliferam para formar as multicamadas das células somáticas que 

estão presentes nos folículos secundários; após a puberdade, as gonadotrofinas estimulam o 

crescimento folicular e a formação de uma cavidade preenchida com fluido formando o 

folículo antral (DEAN, 2002). Os ovócitos ficam retidos por suas interações com as células da 

granulosa até o estágio pré-ovulatório, momento em que avançam para a metáfase da meiose 

II em antecedência da ovulação e posterior fertilização (HAFEZ & HAFEZ, 2004).  

Quando o indivíduo atinge a maturidade sexual, ocorre o amadurecimento do eixo 

Hipotálamo-Hipófise-Gonadal; a partir dessa fase, a cada ciclo ovulatório, folículos antrais 

são recrutados para o crescimento com a finalidade de permitir o desenvolvimento do ovócito 

e a ovulação (CARRILHO, 2013). A reprodução nos mamíferos é regulada por uma 

combinação de atividades interligadas entre o sistema nervoso central (SNC), tecidos 

secretórios, células-alvo e hormônios; esse sistema é responsável por receber informações do 

ambiente onde está o animal e enviar informações reprodutivas para as gônadas via eixo 

Hipotálamo-Hipófise-Gonadal, e receber informações de taxas hormonais, formando um 

sistema de feedback, que regula sua atividade (HAFEZ & HAFEZ, 2004). 

 Esse sistema de feedback atua da seguinte forma: os neurônios endócrinos do 

hipotálamo produzem o Hormônio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) a partir de um 

estímulo do SNC, que atua nas células do eixo para secretar o Hormônio Folículo Estimulante 

(FSH), responsável pelo desenvolvimento folicular, e o Hormônio Luteinizante (LH), 

responsável pela maturação desses folículos e pela síntese de androstenediona, que será 

convertida em estradiol pela influência do FSH nas células da granulosa do folículo, 
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exercendo um feedback positivo no hipotálamo e na pituitária; quando o estradiol ultrapassa 

certo nível, o hipotálamo responde com um pico de GnRH, que induz um pico de LH e assim 

inicia-se a ovulação  (PTASZYNSKA, 2007).  

O sistema reprodutivo feminino é bastante complexo e o melhor entendimento de como 

a reprodução é regulada possibilita o desenvolvimento de biotécnicas que ajudem a aprimorar 

as diversas etapas que estão envolvidas, desde a produção dos gametas até a fertilização e 

desenvolvimento do embrião e consequentemente, a superar casos de infertilidade 

(GRAHAM et. al, 2023). 

 

2.2. Biotecnologias reprodutivas aliadas à preservação da fertilidade 

Um dos desafios enfrentados pela medicina reprodutiva contemporânea é a infertilidade, 

que é considerada um problema de saúde comum, com diversas causas, que atinge milhões de 

pessoas no mundo e que frequentemente possui consequências devastadoras (COX et. al, 

2022). Nesses casos, são utilizadas TRA que incluem tratamentos para infertilidade nos quais 

os gametas ou embriões são manipulados para promover a gestação e o nascimento de uma 

prole saudável (GRAHAM et. al, 2023). 

Dentre as TRA, a Inseminação Artificial é a mais simples e consiste na deposição 

manual do sêmen no trato reprodutivo feminino, facilitando o encontro dos gametas (ovócito 

e espermatozoide) (MORRELL, 2011). Esse procedimento tem baixo custo e possui bons 

resultados, a depender da causa da infertilidade associada, mas necessita de um criterioso e 

rígido controle das etapas envolvidas, como por exemplo o processamento do sêmen 

(GONÇALVES et. al, 2021). 

Outra TRA bastante utilizada é a FIV, que também é uma opção de tratamento para a 

infertilidade; nela, ovócitos maduros são retirados dos ovários, cultivados in vitro juntos ao 
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espermatozoide para que ocorra a fertilização e os embriões resultantes são transferidos para o 

útero. Entretanto, para que isso ocorra, é necessária a estimulação ovariana com a combinação 

de diversos hormônios que induzem a ovulação, por isso, não é indicada a todas as pacientes, 

visto que pode levar à síndrome da hiperestimulação ovariana (PALOMBA et. al, 2023). 

Similarmente à FIV, a ICSI também utiliza ovócitos maduros e espermatozoides 

coletados, a diferença é que nela um único gameta masculino é injetado diretamente dentro do 

ovócito, facilitando a passagem pela zona pelúcida; é a TRA mais utilizada (cerca de 66,5% 

das clínicas de reprodução a utilizam) e é indicada principalmente para a infertilidade 

masculina, em que a contagem espermática é baixa ou os parâmetros do sêmen estão 

anormais, como por exemplo a motilidade (HADDAD et. al, 2021). 

Após a FIV e a ICSI, os embriões produzidos podem ser cultivados in vitro para 

acompanhar o seu desenvolvimento e selecionar os melhores blastocistos para posterior 

transferência embrionária, baseando-se em características morfológicas (KIM et. al, 2021). 

Diversas pesquisas têm sido feitas feitas utilizando embriões de bovinos (ARIAS et. al, 2022), 

cavalos (CLAES & STOUT, 2021), cães (MALANSKI et. al, 2024) e até mesmo de  leões 

(ZAHMEL et. al, 2022) e camelos (WANI, 2021). 

Os embriões possuem uma grande plasticidade e são capazes de se desenvolver em 

meios com diferentes composições, que vão de simples soluções salinas balanceadas até 

sistemas complexos contendo soro e células somáticas (LONERGAN & FAIR, 2013). A 

produção in vitro ocasiona estresse mecânico aos embriões, por serem manipulados diversas 

vezes, além das mudanças no pH e na osmolaridade, que podem afetar a sua qualidade; 

pesquisadores vêm desenvolvendo sistemas microfluídicos com a utilização de microchips 

que simulam as condições do ambiente in vivo para que os embriões passem por menos 
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manipulações, aprimorando a maturação in vitro de embriões (WHEELER & RUBESSA, 

2017; TALEBJEDI, et. al, 2021).  

As TRAs também podem ser utilizadas na medicina reprodutiva animal, tendo diversas 

aplicações e vantagens, como por exemplo o aumento da produção e o melhoramento 

genético em animais de rebanho (com a seleção de machos doadores de espermatozoides com 

um alto mérito genético para fêmeas superiores), o controle de doenças contagiosas, a 

reprodução de animais em diferentes espaços geográficos e também a conservação de diversas 

espécies ameaçadas de extinção (SOBOLEWSKI, 2020). 

Nas últimas décadas, emergiu uma tecnologia de edição gênica conhecida como 

CRISPR, em que caspases clivam uma sequência-alvo específica de ácidos nucleicos 

(NAKAMURA et. al, 2021), que permitem assim a manipulação genética com uma alta 

eficiência, especificidade e precisão (LIU et. al, 2022). Ela também tem sido utilizada na área 

reprodutiva, melhorando o conhecimento dos genes e do desenvolvimento do controle 

pré-implantacional, muito ligado aos casos de infertilidade, além de poder controlar a função 

genética em embriões (PLAZA REYES et. al, 2017). Há estudos com embriões de bovinos 

(DAIGNEAULT et. al, 2018), embriões de camundongos (YASUE et. al, 2014), ovócitos de 

ovelhas (VILARINO et. al, 2017), dentre outros. Além disso, em 2015 foi noticiado o 

primeiro caso de edição gênica utilizando CRISPR-Cas9 em um embrião humano, o que 

ocasionou diversos debates acerca dos limites socialmente aceitos da ciência (LIANG et. al, 

2015). 

Apesar de promissor, é importante salientar que o avanço das biotecnologias 

reprodutivas encontra limitações relacionadas à bioética, que visa impedir os abusos nas 

experimentações animais e humanas e a manipulação desenfreada de embriões, como por 

exemplo a clonagem e a manipulação gênica, pois, a depender de como são empregadas, 
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podem afetar negativamente a sociedade, devendo-se analisar as vantagens e as desvantagens 

do emprego de certas tecnologias ou experimentos (GONÇALVES et. al, 2021). Uma 

frequente discussão ética está relacionada ao destino de embriões criopreservados e que estão 

supranumerários resultantes das TRAs, se eles poderiam ser doados para pesquisas ou 

descartados, de acordo com a sua qualidade, o desejo da paciente e as legislações envolvidas 

(CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA, 2022). 

Os gametas e embriões utilizados nessas técnicas podem ser frescos, refrigerados ou 

congelados. A criopreservação de gametas ocorre há décadas e é uma boa maneira de se 

preservar a fertilidade, sendo o espermatozoide o primeiro a ser congelado; em 1953 

aconteceu a primeira criopreservação bem sucedida de espermatozoides humano (BUNGE & 

SHERMAN, 1953). Alguns anos depois, Chen (1986) relatou o primeiro caso de 

criopreservação de sucesso de ovócitos humanos e que levou ao nascimento bem sucedido de 

gêmeos após uma FIV. O tecido ovariano também pode ser criopreservado e posteriormente 

transplantado, sendo que em 2004 houve o registro de nascimento vivo em humanos a partir 

dessa técnica (DONNEZ et. al, 2004). Os embriões são frequentemente congelados e o início 

se deu com a criopreservação de embriões de camundongos em 1972 por congelamento lento 

e que resultou em nascimentos vivos (WHITTINGHAM et. al, 1972). 

 

2.2.1. A criopreservação como recurso para a preservação da fertilidade 

A criopreservação é uma técnica que utiliza temperaturas ultra baixas para fazer o 

armazenamento de amostras, como células, tecidos e órgãos em nitrogênio líquido à-196ºC; 

ela atua na diminuição do metabolismo e, em condições adequadas, aumenta a longevidade e 

proporciona estabilidade a células vivas (DAY et. al, 2008). Isso acontece porque, graças a 

esse processo, todas as atividades biológicas são descontinuadas – inclusive as reações 
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biológicas que levam à morte celular e à degradação do DNA (BOZKURT, 2018). O sucesso 

da utilização dessa técnica para conservar amostras biológicas vem sendo aperfeiçoada a cada 

ano, graças ao maior entendimento dos processos físicos e químicos da água que ocorrem 

durante os ciclos de congelamento e descongelamento  (BOZKURT, 2018). 

A água existe em quatro estados físicos: líquido, sólido, vapor e vítreo; sua formação é 

influenciada principalmente pela temperatura. É comum acreditarmos que a água congele à 

temperatura de 0ºC, mas isso é raro e na falta de condições que permitam a agregação das 

moléculas de água, ela pode congelar em temperaturas bem abaixo de zero (DAY et. al, 

2008).  

As complexas mudanças transicionais que a água sofre em baixas temperaturas são  

determinantes para que a criopreservação seja bem-sucedida, influenciando na sobrevivência 

da amostra e na eficácia da crioproteção; isso se deve principalmente às suas propriedades 

químicas, térmicas, coligativas e osmóticas, que são particulares das moléculas de água (DAY 

et. al, 2008). Mazur (1963) descobriu que a taxa da mudança de temperatura é importante 

porque ela controla o transporte de água pela membrana celular e, consequentemente, atua de 

forma indireta na probabilidade da formação de gelo intracelular. 

Para prevenir a morte celular na conservação de amostras, a temperatura costuma ser 

reduzida para evitar que isso ocorra, porém a taxa de congelamento também afeta a 

sobrevivência celular, pois pode resultar na desidratação, caso a amostra seja colocada em 

uma solução hipotônica, ou na formação de gelo intracelular, durante a redução da 

temperatura (BHATTACHARYA, 2018).  

As crioinjúrias são conhecidas por serem fatores danosos às células e a tolerância à 

criopreservação depende da habilidade de superá-las ou evitá-las (DAY et al, 2008). Esse é 

um dos principais problemas que devem ser controlados para manter a membrana celular 

22 



 

inalterada e, consequentemente, a viabilidade das amostras utilizadas (BOZKURT, 2018), e é 

capaz de causar principalmente danos osmóticos e estruturais às estruturas celulares mais 

frágeis (DAY et. al, 2008). 

O resfriamento de amostras durante o processo de criopreservação pode levar à 

formação de cristais de gelo, que podem ser letais para as células (DALWADI et. al, 2020). É 

um princípio comum que uma célula, na ausência de atividade metabólica, ajuste sua 

concentração interna de água e de solutos permeáveis para que fique em equilíbrio com o 

meio externo, levando-a a responder à desidratação osmótica durante o congelamento causado 

pela nucleação e crescimento de gelo formado extracelularmente (HUNT, 2017).  

Outro fator que causa danos às células é o estresse oxidativo, já que os processos de 

congelamento e descongelamento podem afetar negativamente as estruturas celulares, como 

DNA, proteínas e lipídeos, pois há aumento na produção de Espécies Reativas de Oxigênio 

(EROs) (TATONE et. al, 2010). Quando há um desbalanceamento entre a quantidade de 

EROs que é formada e dos fatores antioxidantes produzidos pelas células, ocorre esse 

fenômeno. Essa injúria coligativa pode estar associada ao excesso de concentrações de solutos 

crioprotetores, ou também ao reparo dos danos causados às células durante a criopreservação, 

já que há um aumento na produção de energia para que isso ocorra (ODANI et. al, 2003). 

Para evitar essas lesões celulares, são utilizados agentes crioprotetores (ACP), que 

atuam diminuindo o ponto de congelamento do citosol e do meio, interferindo no processo 

pelo qual os cristais de gelo são formados (DALWADI et. al, 2020). Isso ocorre porque esse 

tipo de produto aumenta a concentração dos solutos, já que a quantidade de gelo que será 

formada em determinada temperatura depende da composição inicial da solução em que a 

amostra será inserida (KARLSSON & TONER, 1996).  
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O que eles fazem é, basicamente, depois de se dissolverem na solução protetora, 

diminuir o ponto de fusão da solução, de modo que as amostras podem se congelar em sua 

volta, mas não internamente, sendo os ACP mais utilizados o glicerol e o dimetilsulfóxido 

(DMSO), em uma concentração de 5 a 15%, que ajudam a formar grandes bolsos de 

descongelamento, prevenindo assim as crioinjúrias e danos estruturais (BHATTACHARYA, 

2018). 

Em uma solução parcialmente congelada, a concentração total dos solutos na fração 

descongelada é fixa e independe da natureza dos solutos; como o efeito danoso dos sais 

utilizados nas soluções está relacionado diretamente à concentração, ao reduzir essa 

concentração pela substituição de uma parte dos solutos danosos em uma solução 

parcialmente congelada com ACP, resultará em menos danos às amostras em qualquer 

temperatura abaixo de zero (HUNT, 2017). 

Os ACP são classificados como penetrantes ou não penetrantes; o primeiro diz 

respeito aqueles que conseguem entrar nas amostras e seu papel principal é reduzir a 

formação de gelo e a desidratação celular, isso porque são pequenas moléculas não iônicas 

com alta solubilidade em água que podem se difundir livremente pela membrana plasmática e 

se equilibrar no compartimento intracelular (HUNT, 2017). Já o segundo tipo de crioprotetor 

não consegue entrar na célula pois tem um tamanho molecular maior e age inibindo a 

formação de gelo, porém é bem mais tóxico se comparado aos penetrantes na mesma 

concentração (BHATTACHARYA, 2018). 

Os dois tipos de ACP são frequentemente usados juntos na composição das soluções, 

como, por exemplo, o dimetilsulfóxido (DMSO) ou Etilenoglicol (EG), atuando como 

penetrantes, e a Polivinilpirrolidona (PVP), como não penetrante (DAY et. al, 2008)  Sem a 

utilização adequada desses agentes, as células se rompem devido a uma injúria do efeito da 
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solução, na qual a solução residual das células alteram a forma, sua força mecânica e é 

seguido por uma oscilação osmótica durante a desidratação no processo de resfriamento 

(BHATTACHARYA, 2018), já que os sistemas biológicos possuem diversas barreiras para a 

livre difusão de solutos (membranas), que podem resultar em mudanças nos volumes dos 

compartimentos celulares; se excessivas, elas podem ser prejudiciais (PEGG, 2009).  

A cinética da resposta à saída de água das células durante o processo de 

criopreservação depende de alguns fatores, como a taxa de congelamento, a permeabilidade 

de membrana celular à água e a superfície/volume celular (HUNT, 2017). A criopreservação é 

feita usando duas principais técnicas que estão diretamente ligadas ao uso dos ACP: o 

congelamento lento e a vitrificação; elas se diferem principalmente quanto ao tempo de 

redução da temperatura durante o processo de congelamento e quanto à concentração de 

crioprotetores que serão utilizados para evitar danos às amostras (DAY et. al, 2008).  

O congelamento lento (CL) é feito com a redução gradual da temperatura, permitindo 

que a água saia aos poucos da célula, assim ela consegue restabelecer o equilíbrio osmótico 

com o meio extracelular (HUNT, 2017). Neste método são utilizados ACPs em concentrações 

mais baixas e normalmente os protocolos baseados no controle do congelamento utilizam 

crioprotetores coligativos sozinhos ou combinados com aditivos osmóticos, além de ser 

necessário o controle da cristalização do gelo extracelular, feito por um processo conhecido 

como nucleação ou seeding, que é o ponto onde os cristais de gelo se formam (DAY, 2008).  

No CL a temperatura da amostra é reduzida em 2ºC por minuto até atingir entre -4 e 

-9ºC, sendo mantida por aproximadamente 15 minutos para alcançar uma estabilidade 

térmica, na qual o seeding é feito de modo manual para evitar o resfriamento e a desidratação 

excessivos (DOS SANTOS, 2007). Durante o processo, a temperatura continua sendo 

reduzida a -0,3ºC por minuto, permitindo que a água saia lentamente e evitando um 
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resfriamento exagerado, ocasionando o congelamento intracelular entre -30 e - 80ºC 

(MAZUR, 1984) 

A vitrificação é uma alternativa para o CL e é um processo que utiliza altas 

concentrações de ACP e reduz rapidamente a temperatura, para isso é necessário que a célula 

armazene uma alta viscosidade crítica para que na sua exposição a temperaturas congelantes, 

a água entre em estado vítreo, que é um líquido solidificado mais viscoso que é amorfo, 

metaestável e não cristalino, e que são menos danosos às células pois não possuem uma 

estrutura organizada, se comparado ao gelo (DAY et. al, 2008). 

Nessa técnica, um dos problemas associados é a utilização de altas concentrações de 

soluções crioprotetoras, que podem danificar as células devido à toxicidade química desses 

compostos e ao choque osmótico, já que o movimento compensatório de saída da água pode 

ser insuficiente; apesar disso, ela evita completamente a formação de gradientes de 

concentração durante a cristalização, além de evitar injúrias osmóticas associadas com a 

cristalização (YAVIN & ARAV, 2007). 

Para que as amostras sejam viáveis após o descongelamento, é necessário que os 

protocolos  estejam associados às taxas de congelamento e às estratégias crioprotetoras, visto 

que eles estão diretamente relacionados com o sucesso da criopreservação, já que o 

reaquecimento das amostras também pode influenciar no sucesso da sobrevivência celular no 

processo de criopreservação (DAY et. al, 2008). Hunt (2017) evidencia que quanto mais 

rápido esse processo, melhor para a amostra, já que previne ou evita uma recristalização do 

gelo formado e diminui assim a possibilidade de causar mais danos.  

Quando um crioprotetor penetrante é removido pela exposição das células a uma 

menor concentração do componente, a captação osmótica de água faz com que as células 

inchem acima do seu volume inicial e depois encolhem à medida que o ACP sai acompanhado 
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de água suficiente para manter o equilíbrio osmótico; geralmente as células são mais sensíveis 

ao aumento do volume celular do que a redução, por isso a remoção dos crioprotetores é mais 

sensível do que a adição (DAY et. al, 2008). 

Na área reprodutiva, a criopreservação vem sendo muito utilizada em tratamentos de 

infertilidade, principalmente com o congelamento de gametas. As primeiras células 

reprodutivas a serem congeladas com sucesso foram os espermatozoides e até hoje continuam 

sendo as mais fáceis de se criopreservar, devido à pouca quantidade de citoplasma e, 

consequentemente, de água em seu interior (BOZKURT, 2018).  

Nos canídeos, as técnicas de criopreservação tem sido usadas para congelar sêmen 

(BUNYAGA & KASHOMA, 2017), ovócitos (WAKASA et. al, 2017), embriões (ABE et. al, 

2011) e tecido ovariano (ISHIJIMA et. al, 2006), sendo boas tecnologias reprodutivas que 

permitem otimizar a utilização de recursos genéticos em programas de reprodução animal, 

além da criação de bancos genéticos (em casos de espécies raras ou ameaçadas) e no 

aprimoramento de abordagens clínicas para a infertilidade (ABE et. al, 2011).  

 

2.2.1.1. A criopreservação de tecido ovariano 

A preservação do potencial reprodutivo feminino é possível por meio  da 

criopreservação de ovócitos, embriões e tecido ovariano (ARAPAKI et. al, 2022). Um dos 

benefícios do congelamento do tecido se refere à manutenção da fertilidade de pacientes 

oncológicas, já que a quimioterapia e a radioterapia podem levar a uma gonadotoxicidade e 

causar danos aos ovários e à depleção de ovócitos, diminuindo o potencial reprodutivo; além 

disso, esse é o único método que pode ser utilizado para meninas pré-purberes (LADANYI et. 

al, 2017).  
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Essa técnica é realizada por meio de uma laparoscopia, procedimento cirúrgico pouco 

invasivo de retirada dos ovários, seguido por remoção de todo o córtex ou de pequenos 

fragmentos ovarianos, que serão posteriormente conservados em nitrogênio líquido 

(ARAPAKI et. al, 2022). 

O ovário é uma estrutura complexa e é composto por diferentes tipos de células, por 

isso, ao se comparar com ovócitos ou embriões, a criopreservação de tecido ovariano é mais 

sofisticada já que os diferentes tipos celulares necessitam de variadas requisições para uma 

boa sobrevivência após o processo de congelamento e descongelamento (SEGINO et. al, 

2005).  Apesar disso, a criopreservação desse tecido se mostra eficaz para a manutenção da 

fertilidade pois o seu córtex é rico em folículos primordiais, que são menos suscetíveis aos 

danos causados durante o processo de criopreservação já que são pequenos e pouco 

desenvolvidos, possuem poucas organelas, não possuem zona pelúcida e serem quiescentes 

metabolicamente (GOSDEN et. al, 1994). Em humanos, o congelamento lento é mais 

utilizado para preservar esse tipo de tecido, apesar de não haver significativas diferenças entre 

as duas técnicas de criopreservação na quantidade de folículos primordiais (SHI et. al, 2017).  

A vitrificação de tecidos ovariano implica diretamente na sua qualidade, principalmente 

pelo dano proveniente do estresse oxidativo causado pela alta concentração de crioprotetores 

e que leva a um desbalanceamento do sistema de defesa antioxidante, resultando em uma 

grande quantidade de EROs que afetam diversas estruturas, como a membrana plasmática e o 

DNA, além da oxidação de carboidratos, lipídeos e proteínas (DOS SANTOS MORAIS et. al, 

2019). Pesquisas vêm sendo feitas para aprimorar a utilização de antioxidantes que diminuem 

a formação de EROs com diversos compostos como o ácido ascórbico (COSTA et. al, 2025), 

a melatonina (LIU et. al, 2020), a quercetina (CEREZETTI et. al, 2021) e o cloreto de zinco 

(HICKS et. al, 2021). 

28 



 

A influência do tempo de armazenamento durante a criopreservação na qualidade 

tecidual e na recuperação das atividades ovarianas após o reaquecimento já foi uma 

preocupação, entretanto Campos (2011) demonstrou que o armazenamento por um curto 

período (30 dias e 180 dias) não impacta nessa posterior recuperação, além de ter sido 

provado que o armazenamento por longos períodos também não impede a retomada da 

atividade do ovário (FABBRI et. al, 2016), inclusive com a avaliação de tecido ovariano 

armazenado em nitrogênio líquido por mais de uma década com a manutenção da qualidade 

tecidual (KRISTENSEN et. al, 2018; FABBRI et. al, 2016). 

Ao longo dos anos, vários modelos animais têm sido utilizados em pesquisas com a 

criopreservação de tecido ovariano, como camundongos (YOUM et. al, 2014), vacas 

(SUGISHITA et. al, 2022),  ovelhas (DAVIS et. al, 2021), cadelas (ISHIJIMA et. al,  2006; 

LOPES et. al, 2016), gatas (SILVA et. al, 2024), macacas (GADEK et. al, 2024) e humanos 

(KRISTENSEN et. al, 2018; DONNEZ et. al, 2004). 

A criopreservação de tecido ovariano é uma boa alternativa para os tratamentos que 

requerem estimulação ovariana, representando uma estratégia promissora para preservar a 

função reprodutiva e a atividade esteroidogênica em pacientes com grande risco de falência 

ovariana prematura (FABBRI et. al, 2016), ou para a criopreservação de ovócitos, 

principalmente em meninas pré-púberes, já que essa estimulação e subsequente remoção 

ovocitária não é viável nessa idade, principalmente devido à natureza invasiva do método, 

virgindade e problemas de imaturidade das pacientes (DOLMANS et. al, 2021). Além disso, 

também é uma biotecnologia importante para a conservação de espécies ameaçadas de 

extinção, podendo ser usada para a criação de bancos de germoplasma (SANTOS et. al, 

2010). 
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Após o reaquecimento do tecido, é necessário que se avalie a retomada das funções 

endócrinas e reprodutivas, para isso, podem ser utilizadas duas técnicas: o transplante 

(AMORIM et. al, 2019) e o cultivo in vitro de tecido ovariano (FILATOV et. al, 2016). 

 

2.2.1.2. Transplante de tecido ovariano 

A criopreservação de tecido ovariano associada ao seu posterior transplante vem sendo 

estudada já há alguns anos, sendo o primeiro experimento realizado em 1954 com ovário de 

rata sendo transplantado em uma outra rata para demonstrar a restauração de sua 

funcionalidade (DEANESLY, 1954). O primeiro transplante de tecido ovariano humano foi 

realizado em 1999 (OKTAY & KARLIKAYA, 2000) e, poucos anos depois, em 2004, foi 

relatado o primeiro nascimento vivo resultante desse procedimento (DONNEZ et. al, 2004). 

 A criopreservação e o transplante de tecido ovariano podem ser usados para restaurar a 

fertilidade de mulheres que passaram por diversos tratamentos, como quimioterápicos e 

radioterápicos, ou que possuem doenças genéticas que causem a perda folicular prematura 

(HORNSHØJ et. al, 2021). A estrutura do ovário é adequada para o armazenamento tecidual, 

pois os folículos primordiais são abundantes, seu desenvolvimento folicular é quiescente e 

eles estão localizados perifericamente (LIU et. al, 2002). 

A função ovariana pode ser afetada devido a uma redução na reserva ou a um dano 

direto no tecido ovariano remanescente (AMORIM et. al, 2019). A maior perda folicular em 

tecidos ovarianos criopreservados não ocorre durante o processo de congelamento e 

descongelamento, mas sim no período de isquemia após o transplante (LIU et. al, 2002), isto 

é, o período em que o tecido fica sem vascularização, já que o ovário é um órgão altamente 

vascular para a produção de gametas, portanto, quanto maior o tempo sem receber o suporte 

sanguíneo, maior a perda folicular (YIN et. al, 2003). 
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Em humanos, é necessário entre 4 a 6 meses para que os folículos quiescentes alcancem 

o estágio pré-ovulatório depois do transplante (HORNSHØJ et. al, 2021), já que o processo de 

foliculogênese leva aproximadamente esse mesmo tempo, durante o qual o ovócito e as 

células somáticas que o circundam passam por diversas mudanças que eventualmente 

resultam no desenvolvimento de um grande folículo antral, capaz de produzir um ovócito 

maduro (GOUGEON, 1996).  

Além disso, o transplante pode ser classificado como ortotópico ou heterotópico, de 

acordo com o local onde ele será inserido; o primeiro diz respeito ao que é reinserido em seu 

local natural, no ovário, ou em um local bem próximo com uma condição ambiental similar 

(peritônio pélvico ou ligamento largo); já no segundo, o tecido é implantado em um local 

diferente do natural, como por exemplo o antebraço, parede abdominal, espaço subperitoneal 

e peitoral (AMORIM et. al, 2019). O autotransplante de ovário inteiro de humanos é 

desafiador se comparado ao de animais de tamanhos menores, isso se deve principalmente à 

sua grande superfície, já que os agentes crioprotetores não conseguem penetrar no tecido 

(DONNEZ et. al, 2010).  

O uso de tecido ovariano criopreservado e transplantado vem sendo utilizado ao longo 

do tempo em diversas pesquisas com diferentes espécies, como murinos (SHAW & 

TROUNSON, 2002; RODRIGUES, 2021), equinos (SOUZA et. al, 2021), felinos (VILELA 

et. al, 2019; PAULINI et. al, 2021), caninos (WAKASAKA et. al, 2017) e ovinos (ARAV et. 

al, 2005; CAMPBELL et. al, 2014). 

 

2.2.1.3. Cultivo in-vitro de tecido ovariano 

Outra estratégia de preservação da fertilidade feminina é o cultivo in vitro, em que 

podem ser utilizados todo ovário, fragmentos do tecido ou apenas os folículos; os fragmentos 
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podem ser obtidos pela dissecção do tecido cortical, onde se encontram os folículos ovarianos 

em diferentes estágios, mas com os primordiais em maior quantidade (FILATOV et. al, 2016).  

O cultivo pode ser feito na forma 2D ou 3D. No primeiro caso, os sistemas 2D 

apresentam baixa correspondência com as condições in vivo, causando perda da forma dos 

folículos e do ambiente celular dos ovócitos, sendo regulados apenas por agentes químicos 

(fatores de crescimento, hormônios, dentre outros); já os sistemas 3D permitem um maior 

controle das condições do tecido ovariano que está sendo cultivado, combinando agentes 

químicos e ajustes nas propriedades físicas do microambiente (FILATOV, 2016). 

Um dos principais benefícios dessa técnica com o uso de tecido ovariano diz respeito à 

diminuição ou à eliminação do risco do reimplante de células cancerígenas que possam ter se 

estabelecido no ovário de pacientes oncológicas, o que é possível no caso de transplante do 

tecido (RODRIGUES et. al, 2006). Além disso, tem sido demonstrado que o cultivo in vitro 

de folículos ovarianos de murinos podem levar à formação de ovócitos maduros capazes de 

passarem por fertilizações de sucesso e posterior desenvolvimento (FILATOV et. al, 2016; 

TELFER & ANDERSEN, 2021). 

Apesar de ser um bom método, o cultivo in vitro utilizando todo o ovário ou seus 

fragmentos possui desvantagens, uma delas diz respeito à dificuldade de entregar oxigênio e 

nutrientes nas camadas mais internas do tecido, sendo melhor o uso de folículos ovarianos 

isolados, já que, nesse caso, é possível visualizar o desenvolvimento de cada um (FILATOV 

et. al, 2016).  Os folículos obtidos de tecidos ovarianos criopreservados são menores nos que 

foram cultivados do que nos frescos, além de terem uma menor taxa de desenvolvimento 

naqueles que passaram pelo processo de congelamento (SEGINO et. al, 2003; RODRIGUES 

et. al, 2006). 
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A otimização das condições do cultivo in vitro para fragmentos de tecido ovariano 

criopreservados e descongelados representa uma etapa crítica para as estratégias de 

preservação da fertilidade (MARCOZZI et. al, 2025), já que os métodos em desenvolvimento 

ainda não estão 100% consolidados, além de serem necessários protocolos padronizados para 

a melhor obtenção de ovócitos viáveis para a fertilização in vitro, mas tem potencial para ser 

uma opção de preservação da fertilidade em meninas e mulheres (FILATOV et. al, 2016; 

TELFER & ANDERSEN, 2021). Diversos estudos vêm sendo realizados para estabelecer 

protocolos melhores com o uso de tecido de diferentes espécies com bons resultados para a 

sobrevivência dos folículos, como em humanos com uma taxa de 20% de sobrevivência 

(BJARKADOTTIR, et. al, 2021), equinos com uma taxa de 23,8% de sobrevivência 

(AGUIAR et. al, 2020) e caninos com uma taxa de 34,1% de sobrevivência (LUZ et. al, 

2025).  

Para a obtenção de melhores resultados, diversos estudos têm utilizado, além de 

suplementos convencionais no o meio de cultura, como FSH (AGUIAR et. al, 2016) e 

insulina (PAES et. al, 2018), os  fatores de crescimento, que podem auxiliar na sobrevivência 

e na recuperação folicular. Dentre eles, é possível citar o IGF, que é produzido nas células da 

granulosa e está associado ao remodelamento do antro e o crescimento de folículos saudáveis 

(WANDJI et. al, 1998; SPITSCHAK & HOEFLICH, 2018); o EGF, que atua na maturação 

nuclear do ovócito, na aquisição de competência para o desenvolvimento e na expansão do 

cumulus (CONTI et. al, 2006); RICHANI & GILCHRIST, 2018), além do BMP15 e o GDF9 

(LEITÃO et. al, 2014), que atuam diretamente no crescimento desses folículos. 

 

 

2.2.2. O uso dos fatores de crescimento BMP15 e GDF9 para preservação da fertilidade 
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Dentre os fatores de crescimento relacionados ao desenvolvimento folicular, o BMP15 e 

o GDF9 estão relacionados com a comunicação bidirecional entre o ovócito e as células da 

granulosa no ovário, que consiste na troca de nutrientes e sinais que influenciam no 

crescimento e na diferenciação de ambas as células somáticas e o ovócito por uma complexa 

rede regulatória de fatores autócrinos, parácrinos e justácrinos (EPPIG, 2001). Nesse 

processo, os ovócitos são considerados os principais condutores para o desenvolvimento, pois 

é a partir do tempo de organização folicular que é orquestrado seu desenvolvimento, 

controlando a diferenciação das células da granulosa em células que produzem os compostos 

adequados para o seu crescimento, como proteínas e esteroides, levando a um aumento na 

capacidade de resposta a gonadotrofinas, na diferenciação de células da teca, na expansão do 

cumulus e na ruptura final da parede folicular (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).  

Já as células da granulosa são necessárias para o crescimento do ovócito, para a 

diferenciação, para o status nuclear meiótico, para a maturação do citoplasma e para a 

atividade genômica transcricional (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Os produtos gênicos 

expressos nos ovócitos desempenham um importante papel na foliculogênese, fertilização e 

desenvolvimento pré-implantacional. Um exemplo é o Fator da Linha Germinativa Alfa (FIG 

α) que atua na formação da zona pelúcida, sua ausência resulta na impossibilidade de formar 

folículos primordiais em ratos fêmeas, levando a uma grande degradação de ovócitos e 

esterilidade (DEAN, 2002). 

Dois membros relacionados à superfamília de Fator de Crescimento Transformador 

(TGF) e que são derivados de ovócitos, o Fator de Crescimento e Diferenciação 9 (GDF9) e a 

Proteína Morfogenética Óssea (BMP15) foram descritos primariamente na década de 90 e 

demonstraram ser essenciais para o desenvolvimento folicular ovariano (JUENGEL et. al, 

2004). Eles possuem um papel fundamental no controle da função ovariana, modulando o 
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destino celular das células somáticas da granulosa (CG) e a qualidade e a competência do 

desenvolvimento ovocitário (BELLI & SHIMASAKI, 2018). 

Os fatores BMP15 e GDF9 são expressos principalmente em ovócitos de folículos em 

crescimento, sendo que a expressão de GDF9 é anterior a do BMP15, pois pode ser detectado 

em folículos primordiais (SHIMASAKI et. al, 2004); quando não são expressos, os ovários 

conseguem formar os folículos primordiais mas eles não evoluem desse estágio, causando 

infertilidade feminina (DEAN, 2002).  

 Otsuka (2000) descobriu que o fator de crescimento BMP15 é um potente regulador da 

mitose celular, sendo que as células da granulosa são alvos para os ligantes de BMP15 e que 

as vias de sinalização do receptor de BMP15 nas células da granulosa são funcionalmente 

acopladas à replicação do DNA/proliferação celular e à modulação da ativação de FSH.  

O GDF9 possui um padrão de expressão ovocitária específica similar ao do BMP15, 

possuindo diversas funções nas células da granulosa durante a foliculogênese, principalmente 

no aumento da proliferação dessas células e na síntese de DNA, e de ser um estimulador 

esteredoigênico, produzindo níveis basais de estradiol e progesterona (VITT et. al, 2000), 

além de aumentar o diâmetro e o conteúdo proteico de folículos pré-antrais (HAYASHI et. al, 

1999). 

Estudos demonstram que o uso desses fatores de crescimento, BMP15 e GDF9 pode 

estimular o desenvolvimento de folículos primordiais em cultivo in vitro  pela estimulação das 

células da granulosa em humanos e murinos (KEDEM et. al, 2011; READER et. al, 2011) e 

que mutações na expressão gênica de BMP15 pode levar à infertilidade (GALLOWAY et. al, 

2000). Quando suplementado com GDF9, o tecido ovariano cultivado in vitro manteve a 

sobrevivência folicular em equinos (MARINO et. al, 2019), além de promover a ativação de 

folículos primordiais em humanos (HREINSSON et. al, 2002), caprinos (MARTINS et. al, 
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2008) e bovinos (TANG et. al, 2012), além de reduzir a atresia em murinos (ORISAKA et. al, 

2006) e caprinos (ALMEIDA et. al, 2011). 

Para incrementar a ação desses fatores nos tecidos ovarianos, eles podem ser 

concentrados em matrizes de hidrogel em sistemas tridimensionais que mimetizam mais 

fielmente a arquitetura e o arranjo espacial folicular no tecido, permitindo a manutenção da 

sua estrutura fisiológica e da sua integridade funcional (MORSELLI et. al, 2017; PARK et. al, 

2021). 

 

2.2.3.  Matrizes de hidrogel na biotecnologia reprodutiva 

Uma das biotecnologias que podem ser usadas para melhorar os resultados de pesquisas 

feitas com a manutenção da viabilidade folicular está associada à utilização de matrizes de 

hidrogel, isso porque seu sucesso está relacionado à sua simplicidade para serem fabricadas, 

ao seu baixo custo para ser produzido e à sua alta adaptabilidade para entregar diferentes tipos 

de moléculas ativas (CACCAVO et. al, 2014). 

Os hidrogéis são uma rede hidrofílica de polímeros que são vítreos quando estão 

desidratados, porém, quando há adição de água, eles formam géis elásticos (LEE, 1985). Eles 

podem absorver de 10-20% até milhares de vezes o seu peso seco de água; além disso, são 

quimicamente estáveis ou podem se degradar ou se dissolver (ROKHADE et. al, 2007). 

O desenvolvimento hidrogéis como sistemas de entrega de moléculas baseado em 

polímeros naturais ganhou bastante notoriedade por sua aplicação de direcionamento passivo 

de substâncias e também pela liberação controlada desses compostos (HOSTE et. al, 2004). 

Peptídeos, proteínas, oligonucleotídeos e genes são componentes instáveis que precisam ser 

protegidos da degradação em ambientes biológicos (ROKHADE et. al, 2007); com a 
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utilização dos hidrogéis, esses compostos ficam protegidos e podem ser liberados 

gradualmente para o ambiente onde estão inseridos. 

O Pluronic, conhecido como poloxâmero, é um copolímero tribloco de poli(óxido de 

etileno) e poli(óxido propileno) que possui diversas aplicações farmacêuticas; quando a 

temperatura da solução com o polímero aumenta, as cadeias com o copolímero se agregam em 

micelas esféricas, ficando um gel semi sólido à temperatura ambiente ou à temperatura 

corporal, estando ideal para a liberação controlada de compostos, e se torna líquido à uma 

temperatura entre 4 e 8ºC.  (ROKHADE et. al, 2007).  

A engenharia tecidual vem ganhando uma grande notoriedade pelo uso desses géis na 

medicina regenerativa, já que eles conseguem mimetizar a matriz extracelular nativa dos 

tecidos, controlar o destino celular e suas funções, a modulação celular e a resposta tecidual 

contra o estresse oxidativo e a inflamação no ambiente tecidual, isso porque as células 

interagem com proteínas adesivas e fatores de crescimento da matriz extracelular através das 

integrinas e receptores que estão em suas superfícies (TOH & LOH, 2014; PARK et. al, 

2021).  

Já foram feitas pesquisas com o uso de matrizes de hidrogel para o cultivo 3D de 

ovócitos em felinos (MORSELLI et. al, 2017), humanos (ZHAO et. al, 2023), murinos 

(MATSUSHIGE et. al, 2022), além de células da granulosa em suínos (PARK et. al, 2021), de 

tecido ovariano criopreservado em caninos (THUWANUT et. al, 2021); e para o transplante 

com murinos (ZAND et. al, 2023) e humanos (CHITI et. al, 2022), todas elas demonstram a 

efetividade do uso da matriz por meio da sobrevivência e da retomada do crescimento 

folicular.  
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3. JUSTIFICATIVA 

A preservação da fertilidade é extremamente importante e cada vez mais vem se 

tornando objeto de pesquisa por sua imensa contribuição, tanto para mulheres em processos 

de tratamento de câncer, em que há uma perda da função ovariana durante a quimioterapia 

(AMORIM et. al, 2019), quanto para a conservação de espécies ameaçadas de extinção 

(LOPES et. al, 2016). Para isso, o conhecimento de eventos fisiológicos associados à 

reprodução é de suma importância, principalmente em canídeos, que possuem um processo de 

maturação ovocitária diferente de outras espécies (RAMIREZ et. al, 2020). 

Em cadelas, a obtenção de ovócitos maduros é bastante desafiadora, pois normalmente 

eles são ovulados em estágios imaturos e necessitam ficar entre 48 e 72 horas no oviduto para 

que se complete a maturação nuclear (XU & FENG, 2017). Por isso, uma das formas de 

conservar essas espécies está relacionada à criopreservação do tecido ovariano para posterior 

obtenção de ovócitos viáveis (LOPES et. al, 2016). 

A associação entre as TRAs – criopreservação de tecido ovariano, transplante e cultivo 

in vitro – com o uso de matriz de hidrogel enriquecida com os fatores de crescimento BMP15 

e GDF9 pode ser uma ferramenta essencial para a preservação de espécies e para superar 

casos de infertilidade em fêmeas, já que atuam diretamente no desenvolvimento folicular. 

Apesar de ser promissora, a combinação dessas técnicas ainda é pouco relatada na literatura 

para essa espécie, portanto, o presente trabalho visa enriquecer o campo literário através da 

avaliação dos efeitos desses fatores nos folículos ovarianos dos canídeos. 

 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo geral 
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Avaliar o efeito dos fatores BMP15 e GDF9 livres, incorporados em matriz de 

hidrogel, na recuperação e viabilidade folicular de tecido ovariano criopreservado de cadelas 

após transplante ou cultivo in vitro. 

 

4.2. Objetivos específicos 

●​ Analisar o desenvolvimento folicular em tecido ovariano criopreservado pós 

transplante e cultivo in vitro por meio de histologia clássica. 

●​ Avaliar a viabilidade folicular pós transplante e cultivo de tecido ovariano 

criopreservado por marcadores imunohistoquímicos. 

 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1. Coleta de tecido ovariano e animais 

Para a obtenção dos tecidos ovarianos, foram utilizadas 16 cadelas domésticas hígidas 

submetidas à ovariohisterectomia bilateral eletiva em clínicas de castração particulares de 

Brasília/DF. Os ovários foram transportados para o laboratório em solução salina (0,9%) 

aquecida (37 °C) e imediatamente criopreservados. 

Para receber os transplantes, foram utilizados 16 camundongos nude (Swiss nu/nu) 

fêmeas, com 19 semanas de idade, adquiridos do Biotério da Universidade Católica de 

Brasília. Os animais foram mantidos em mini-isoladores, em grupos de quatro, com 

temperatura ambiente controlada (24 °C) e ciclos claro-escuro de 12/12 horas. Os 

camundongos foram alimentados com ração padrão para roedores e acesso ad libitum a água 

autoclavada. Todos os procedimentos foram previamente aprovados pela Comissão de Ética 
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no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasília (Processo SEI nº 

23106.126845/2022-65) conforme certificado presente no Anexo I.  

 

5.2. Delineamento Experimental 

Cada ovário das 16 cadelas foi dividido em fragmentos de 3 mm3, resultando num total 

de 9 fragmentos por ovário (18 fragmentos por cadela) como mostra a Figura 1. No total, 

foram obtidos 288 fragmentos. Um fragmento ovariano de cada cadela foi imediatamente 

fixado em paraformaldeído 4% para o controle fresco (G1, n=16) e os demais foram 

imediatamente criopreservados por vitrificação e, após o reaquecimento, foram aleatoriamente 

distribuídos entre os seguintes grupos experimentais:  

-Grupo 2 (G2) – Controle da Criopreservação: n = 16 fragmentos vitrificados, 

reaquecidos e imediatamente fixados em paraformaldeído 4%; 

-Grupo 3 (G3) – Controle negativo: n = 64 fragmentos vitrificados, reaquecidos e 

colocados em 10 µL de matriz de hidrogel, sendo 32 fragmentos para o cultivo in vitro 

e 32 fragmentos para o transplante; 

-Grupo 4 (G4) – BMP15 livre em matriz: n=  64 fragmentos vitrificados, reaquecidos 

e colocados em 10 µL de matriz de hidrogel com fator de crescimento BMP15 (10 

ng/µL de matriz), sendo 32 fragmentos para o cultivo in vitro e 32 fragmentos para o 

transplante;  

-Grupo 5 (G5) – GDF9 livre em matriz: n= 64 fragmentos vitrificados, reaquecidos e 

colocados em 10 µL de matriz de hidrogel com fator de crescimento GDF9 (10 ng/µL 

de matriz), sendo 32 fragmentos para o cultivo in vitro e 32 fragmentos para o 

transplante; 
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-Grupo 6 (G6) – BMP15 + GDF9 livre em matriz: n = 64 fragmentos vitrificados, 

reaquecidos e colocados em 10 µL de matriz de hidrogel com fatores de crescimento 

BMP15 (10 ng/µL de matriz) e GDF9 (10 ng/µL de matriz), sendo 32 fragmentos para 

o cultivo in vitro e 32 fragmentos para o transplante. 

 

 

Figura 1. Delineamento experimental. 

Representação do delineamento experimental. Após a ovariohisterectomia bilateral (n=16 cadelas), foram 
obtidos 9 fragmentos de 3mm³ do córtex de cada ovário (18 fragmentos por cadela), totalizando 288 
fragmentos.Os fragmentos foram vitrificados, armazenados em nitrogênio líquido, descongelados e 
embebidos em matriz de hidrogel, com ou sem fatores de crescimento. Posteriormente, foram cultivados in 
vitro ou transplantados. I:Obtenção de 2 ovários por cadela após ovariohisterectomia bilateral. II: corte do 
córtex ovariano em fragmentos de 3mm³. III: vitrificação dos fragmentos. IV: reaquecimento dos fragmentos 
de tecido ovariano. V: fragmentos embebidos em matriz de hidrogel com ou sem fatores de crescimento (de 
acordo com o grupo experimental). VI: cultivo in vitro. VII: transplante em camundongos imunossuprimidos. 

 

 

5.3. Vitrificação e reaquecimento do tecido ovariano 

Os fragmentos de tecido ovariano foram criopreservados por meio da técnica de 

vitrificação, seguindo os procedimentos de Fujihara et al. (2019). Imediatamente após a 

coleta, três fragmentos distintos foram posicionados com distância de pelo menos 0,5cm entre 

eles em uma agulha (30G x ½). Em seguida, cada agulha contendo os fragmentos foi 

acondicionada em um criotubo contendo 1 ml de solução de equilíbrio (SE) (20% de Soro 
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Fetal Bovino (SFB) + 7,5% Etilenoglicol (EG) + 3,75% Dimetilsulfóxido (DMSO) + 1,25% 

Polivinilpirrolidona  (PVP) em meio TCM- 199) por 10 minutos à 4 ºC e depois foram 

transferidos para a solução de vitrificação (SV) (20% SFB+ sacarose 0,25M + 15% EG + 7,5 

DMSO + 2,5% PVP em meio TCM- 199) por 10 minutos à 4°C. Em seguida, a agulha 

contendo os fragmentos foi submetida ao contato direto com nitrogênio líquido, atingindo a 

temperatura de -196°C. Posteriormente, as amostras foram transferidas para criotubos 

previamente resfriados em nitrogênio líquido e armazenadas por um período mínimo de uma 

semana. 

Para o reaquecimento, as agulhas contendo os fragmentos de tecido foram removidas do 

criotubo em nitrogênio líquido e imediatamente transferidas para soluções de gradiente de 

lavagem, com Meio TCM- 199 com 20% de SFB suplementado com sacarose (0,5M, 0,25M e 

0M) por 5 min em cada etapa à 37 °C em  banho maria.  

Após o reaquecimento, um fragmento de ovário de cada cadela foi imediatamente 

fixado em paraformaldeído 4% para o controle da criopreservação (G2) e os demais foram 

distribuídos de forma aleatória entre os 5 grupos experimentais da pesquisa descritos no 

delineamento experimental. 

 

5.4. Preparo da matriz de hidrogel 

Foi utilizada matriz de hidrogel comercial Pluronic F-127 preparada com água destilada 

e mantida na geladeira por um período de 24 horas para a obtenção de uma mistura 

homogênea. Para o preparo de 10 mL à 30% de concentração, foi pesada 2,4g da matriz e 

adicionada água destilada até completar o volume. Essa matriz foi utilizada nos grupos 

experimentais com a adição ou não de fatores de crescimento, sendo que cada fragmento de 
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tecido ovariano foi colocado em 10 µL de matriz para que eles ficassem totalmente cobertos, 

nos seguintes grupos: 

●​ G3 – controle negativo: fragmentos vitrificados, reaquecidos e colocados em 10 µL de 

matriz de hidrogel; 

●​ G4 – matriz com BMP15 livre: fragmentos vitrificados, reaquecidos e colocados em 

10 µL de matriz de hidrogel com fator de crescimento BMP15 (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA) (10 ng/µL de matriz); 

●​ G5 – matriz com GDF9 livre: fragmentos vitrificados, reaquecidos e colocados em 10 

µL de matriz de hidrogel com fator de crescimento GDF9 (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA) (10 ng/µL de matriz); 

●​ G6 – matriz com BMP15 + GDF9: fragmentos vitrificados, reaquecidos e colocados 

em 10 µL de matriz de hidrogel com a combinação dos fatores de crescimento BMP15 

(10 ng/µL de matriz) e GDF9 (10 ng/µL de matriz). 

 

5.5.  Cirurgias e eutanásias 

5.5.1. Ovariohisterectomia (OSH) e transplante de tecido ovariano 

Antes do recebimento dos fragmentos de tecido ovariano de cadelas, todos os 

camundongos do grupo transplante passaram por ovariohisterectomia bilateral via incisão 

dorsal. Todos os procedimentos foram realizados em condições assépticas. Os camundongos 

foram anestesiados com cetamina 10% (80 mg/kg Cetamin®) e xilazina 2% (10 mg/kg 

Xilazin® 2%, Syntec, São Paulo, Brasil), via intraperitoneal, com manutenção anestésica 

realizada por inalação de isoflurano (BioChimico, Rio de Janeiro, Brasil) vaporizado em 

oxigênio puro. Meloxicam (5 mg/kg Maxican 2%, Ourofino, São Paulo, Brasil) e cloridrato 
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de tramadol (12,5 mg/kg Tramal, Pfizer, São Paulo, Brasil) foram administrados logo após a 

cirurgia para analgesia, via subcutânea. 

No mesmo momento cirúrgico da OSH e  após o reaquecimento, os fragmentos de 

tecido ovariano proveniente das cadelas foram transplantados para os camundongos ainda sob 

efeito anestésico. Como mostra a Figura 2, foram realizadas incisões na região subcutânea 

dorsal e um fragmento embebido em 10 µL de matriz de hidrogel Pluronic F-127 contendo ou 

não os fatores livres foi colocado em cada incisão de acordo com os grupos experimentais: G3 

– Controle negativo (somente matriz);  G4 – BMP15 livre; G5 – GDF9 livre e G6 – BMP15 + 

GDF9 livre. Foram utilizados 16 camundongos e cada um recebeu 8 fragmentos via incisão 

dorsal. Para essa etapa, foram destinados 128 fragmentos (32 fragmentos para cada grupo 

experimental). 

 

Figura 2. Representação  de fragmentos ovarianos embebidos em matriz de hidrogel e 

transplantados em camundongos imunossuprimidos. 
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Cada animal recebeu 8 fragmentos via incisão subcutânea dorsal, de acordo com os grupos experimentais da 
pesquisa. 

 
 

 

 

 

5.5.2. Eutanásias 

Após 21 dias dos transplantes, os animais foram eutanasiados por overdose de 

anestésico e tiveram os fragmentos retirados via incisão dorsal cutânea e imediatamente 

fixados em paraformaldeído 4% por 24h  para análises histológicas. 

 

5.6. Cultivo de tecido ovariano 

Imediatamente após o reaquecimento, 128 fragmentos de tecido ovariano foram 

aleatoriamente destinados ao cultivo. Esses foram embebidos em matriz de hidrogel comercial 

(Pluronic F-127) contendo os fatores livres de acordo com os grupos experimentais: G3 – 

Controle negativo (matriz); G4 – BMP15 livre em matriz; G5 – GDF9 livre em matriz e G6 – 

BMP15 + GDF9 livre em matriz. Cada grupo recebeu até 32 fragmentos, colocados nas placas 

em duplicata (16 em cada placa), como está demonstrado na Figura 3. 

 

 
Figura 3. Distribuição dos fragmentos ovarianos embebidos em matriz de hidrogel na placa 

de cultivo de acordo com os grupos experimentais. 
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Representação da distribuição dos fragmentos de tecido ovariano na placa de cultivo de acordo com os grupos 
experimentais. Grupo controle negativo cultivado (G3). Grupo tratado com BMP15 e cultivado (G4). Grupo 
tratado com GDF9 e cultivado (G5). Grupo tratado com BMP15+GDF9 e cultivado (G6). G: grupo. O 
experimento foi realizado em duplicata. 

 

 

Os sistemas (fragmentos + matriz + fatores de crescimento) foram transferidos 

separadamente para duas placas de cultura de 96 poços contendo 200 µl de meio de cultura 

M199 (pH 7,2–7,4) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 0,25 mM de 

piruvato, 10 IU/mL de hCG, 300 IU/mL de penicilina, 20 µg/mL de estreptomicina e 2 µg/mL 

de β–estradiol. Eles foram cultivados em estufa à 39 ºC e com CO2 a 5%. O meio de cultura 

foi trocado a cada 3 dias, e, após 21 dias, os fragmentos recuperados foram fixados em 

paraformaldeído 4% para análises histológicas, segundo os procedimentos de De los Reyes et. 

al (2021). 

 

5.7. Análises histológicas 
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Para a análise histológica, os fragmentos ovarianos foram fixados em paraformaldeído 

4% por 24 horas, desidratados em soluções crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), 

durante 60 min cada, clarificados em três banhos de xilol durante 60 min cada, seguidos de 3 

banhos em Paraplast por 60 minutos cada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e inclusão. 

Logo em seguida, os blocos foram cortados na espessura de 5μm. Para a montagem das 

lâminas histológicas, foi utilizado 1 em cada 5 cortes. As lâminas foram coradas com 

hematoxilina (Newprov Ltda, PR, Brasil) e eosina (Dinâmica Ltda, SP, Brasil) e montadas 

com lamínulas e verniz geral. 

Cada fragmento foi analisado e os folículos classificados e contados em microscópio de 

luz (Leica DM500, Wetzlar, Germany). Foram considerados morfologicamente normais (MN) 

aqueles folículos que apresentavam organização das células da granulosa e ovócito 

arredondado e bem aderido à granulosa. Já os degenerados (DG) foram considerados os 

folículos com núcleo picnótico, vacúolos citoplasmáticos no ovócito, retração do ovócito, 

folículos descolados do estroma ou ainda em folículos com mais de uma das degenerações 

citadas, que foram considerados com degeneração total (PICTON, 2001; PICTON & 

GOSDEN, 2000). Eles também foram classificados em primordiais ou em crescimento, este 

último abrangendo folículos primários, secundários e antrais. Foram considerados folículos 

em crescimento todos aqueles que possuíam uma ou mais camadas de células da granulosa 

cuboides ao redor do ovócito. A média percentual de folículos primordiais MN foi calculada a 

partir do número de folículos primordiais MN multiplicados por 100 e divididos pelo número 

total de folículos primordiais (MN e degenerados). O mesmo cálculo foi realizado para se 

obter a média percentual de folículos em crescimento MN. 

 

5.8. Análises imunohistoquímicas 

47 



 

Os demais cortes foram direcionados às análises imunohistoquímicas, em que foram 

utilizados os anticorpos primários KI-67 e caspase (em cortes com folículos) para a 

observação de células proliferativas e apoptose, respectivamente. O anticorpo KI-67 é 

responsável por marcar células proliferativas, pois a proteína KI-67 é expressa durante a 

divisão celular (SUN & KAUFMAN, 2018). A caspase é responsável por marcar células que 

entraram em processos apoptóticos, já que é expressa quando ocorre a clivagem 

internucleossômica do DNA (REED, 2000; GLAMOČLIJA, 2005).  

Os ensaios para todos os anticorpos foram realizados de maneira semelhante. As 

lâminas foram desparafinizadas com 3 banhos de xilol (20 minutos cada) e banhos de um 

minuto em soluções decrescentes de álcool (3 vezes 100%, 95%, 80%, 70%). Logo após, 

foram submetidas à recuperação antigênica em tampão citrato aquecido por uma hora. 

Posteriormente, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena, seguido do bloqueio das 

ligações inespecíficas, ambos com a utilização de soluções do kit. O anticorpo primário 

(Monoclonal rabbit anti-human, Invitrogen) foi utilizado na diluição de 1:25 (1μl de anticorpo 

em 25 μl de BSA) para o Ki-67 e na diluição de 1:100 (1μl de anticorpo em 100 μl de BSA) 

para a caspase, e a incubação ocorreu overnight. 

No segundo dia, os cortes foram incubados no anticorpo secundário (Polyclonal rabbit 

anti-human, A0082, Dako Denmark A/S) por uma hora, e em seguida, ficaram sob a ação do 

polímero durante uma hora também. Para a revelação, foi utilizada a solução DAB diluída em 

água destilada e PBS (10 ml PBS), 10 ml de água destilada e 0,005g de DAB que foi 

preparada com a luz apagada, devido à sua fotossensibilidade. Ao pipetar a solução sobre 

cada corte, foi observada, no microscópio, a sua ação sobre o tecido. No momento em que foi 

percebida a marcação das células em questão (células da granulosa para KI-67 e caspase), o 

DAB foi lavado com PBS, e a lâmina imediatamente inserida em hematoxilina por 5 
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segundos. É importante ressaltar que entre cada etapa da imunohistoquímica, o material foi 

lavado em PBS. 

Por fim, ocorreu a montagem das lâminas com as lamínulas sobre os cortes com 

Entellan™ (Novo rapid mounting medium for microscopy, Darmstadt, Germany). As 

soluções de bloqueio, o anticorpo secundário e o DAB que foram utilizados nas etapas 

descritas acima fazem parte do Kit Leica Novolink- Polimer Detection System (Newcastle 

upon Tyne, Reino Unido). 

Foi utilizado o microscópio de luz para contagem de folículos e foram considerados 

positivos aqueles que possuíam ao menos uma das células da granulosa marcadas com o 

anticorpo Ki-67 ou caspase, e considerados negativos aqueles que não possuíam células da 

granulosa marcadas. 

 

 

 

5.9. Análise estatística 

Foi realizada uma comparação entre os grupos amostrais na contagem de folículos MN 

observados nas análises histológicas utilizando a análise de variância de um fator (one 

way-ANOVA) seguida do pós-teste Newman-Keuls. Para as análises imunohistoquímicas, 

foram utilizados teste qui-quadrado e teste de Fisher. Todas as análises foram realizadas por 

meio da utilização do programa de software SPSS (versão 20, Nova Iorque, Estados Unidos). 

 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1. Desenvolvimento folicular 
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​ Com relação aos controles, foram encontrados 1.239 folículos nos grupos controle 

fresco, controle da  criopreservação e controle negativo (cultivo e transplante), sendo que 665 

eram primordiais (53,7%) e 574 estavam em crescimento (46,3%). Após a análise, eles foram 

classificados como MN ou DG, de acordo com os seus aspectos morfológicos visualizados. 

​ No grupo controle fresco estavam presentes 762 folículos, sendo que, dentre os 

considerados MN, 46,1% eram primordiais e 76,6% estavam em crescimento. Já no grupo 

controle da criopreservação, foram encontrados 134 folículos, sendo 10,3%  primordiais MN 

e 11,1% em crescimento MN. Nos controles negativos, quando analisado o grupo transplante, 

foram encontrados 80 folículos ao todo, sendo considerados 28,8% primordiais MN e 15,1% 

em crescimento MN, e no grupo cultivo estavam presentes 263 folículos, sendo 25,6% 

primordiais MN e 21% em crescimento MN, conforme observado na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Quantidade total de folículos (%média±DP), quantidade de folículos morfologicamente 
normais (MN) primordiais (%média± DP) e em crescimento  (%média± DP) nos fragmentos de tecido 
ovariano dos grupos controle.  

 

MN: morfologicamente normais. DP: desvio padrão. Grupo controle fresco (G1). Grupo controle da 
criopreservação (G2). Grupo controle negativo cultivado (G3-C). Grupo controle negativo transplantado (G3-T). 
G: grupo. T: transplante. C: cultivo. ABCD - Letras diferentes indicam diferença significativa entre a quantidade 
de folículos MN nos grupos controles. Letras maiúsculas (p<0,01) e letras minúsculas (p<0,05). 
 

O grupo controle fresco apresentou uma maior quantidade de folículos MN do que os 

demais grupos controle (criopreservação e negativos), tanto com relação aos folículos 

primordiais quanto aos em crescimento. Isso se deve provavelmente ao fato da 
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criopreservação diminuir a quantidade de folículos devido à  formação de crioinjúrias, o que 

já foi observado e tem sido descrito em diversos trabalhos  (PEGG, 2009).  

Ao ser comparado com os grupos tratados, o controle fresco obteve mais folículos 

primordiais MN do que o grupos BMP15, no transplante (p < 0,05) e no cultivo (p < 0,001), e 

do que o grupo BMP15 + GDF9 no cultivo (p < 0,01). Com relação aos que estavam em 

crescimento, o fresco apresentou maior quantidade de folículos MN do que todos os grupos 

tratados. A figura 4 mostra folículos MN encontrados nos grupos controles. 

 

Figura 4. Folículos morfologicamente normais presentes nos grupos controles. 

A. Grupo controle fresco (G1). B. grupo controle da criopreservação (G2). C. grupo controle negativo 

transplantado (G3-T).  G: grupo. T: transplante. Barras: 50 μm. 

 

Nos grupos tratados com BMP15, GDF9  e BMP15+GDF9, estavam presentes 1.385 

folículos ao todo. Desses, 842 eram primordiais (60,8%) e 543 estavam em crescimento 

(39,2%),  conforme a tabela 2. Ao ser comparado com os grupos tratados, o controle fresco 

obteve mais folículos primordiais MN do que o grupos BMP15, no transplante (p < 0,05) e no 

cultivo (p < 0,001), e do que o grupo BMP15 + GDF9 no cultivo (p < 0,01). Com relação aos 

que estavam em crescimento, o fresco apresentou maior quantidade de folículos MN do que 

todos os grupos tratados.  
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Tabela 2.  Quantidade total média de folículos (%média± DP), quantidade de folículos totais e 

folículos morfologicamente normais (MN) primordiais (%média± DP) e em crescimento  (%média± 

DP) nos fragmentos de tecido ovariano dos Quantidade de folículos totais e médios (± DP) e 

morfologicamente normais (MN) encontrados nos fragmentos de tecido ovariano dos grupos tratados 

com fatores de crescimento BMP15 e GDF9. 

   

MN: morfologicamente normais. DP: desvio padrão. Grupo tratado com BMP15 e cultivado (G4-C). Grupo 

tratado com BMP15 e transplantado (G4-T).  Grupo tratado com GDF9 e cultivado (G5-C). Grupo tratado com 

GDF9 e transplantado (G5-T). Grupo tratado com BMP15+GDF9 e cultivado (G6-C). Grupo tratado com 

BMP15+GDF9 e transplantado (G6-T). G: grupo. T: transplante. C: cultivo.  ABCD - Letras diferentes indicam 

diferença significativa entre a quantidade de folículos MN nos grupos tratados. Letras maiúsculas (p<0,01) e 

letras minúsculas (p<0,05). 

 

No grupo tratado com BMP15 e transplantado, estavam presentes 305 folículos, sendo 

que 61,6% eram primordiais MN. Ao comparar a quantidade de folículos primordiais MN 

com os demais grupos, ele obteve melhores resultados do que os tratados com GDF9 no 

cultivo (p < 0,01) e com BMP15+GDF9 tanto no transplante (p < 0,01) quanto no cultivo  (p 

< 0,001), além do BMP15 ter tido um melhor desempenho no transplante do que no cultivo (p 

< 0,001). 

Com relação aos folículos em crescimento MN no grupo BMP15 transplantado, foram 

identificados 17 (38,3%) deles ao todo. Ao comparar o desempenho desse fator de 

crescimento com o cultivo, no transplante ele resultou em mais folículos (p < 0,001). Com 

relação aos demais grupos, também teve melhores resultados do que o grupo GDF9 cultivo (p 
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< 0,001) e BMP15+GDF9 transplante (p < 0,001), e pior resultado ao compará-lo com o 

GDF9 transplante (p < 0,001), não havendo diferenças significativas em relação aos demais. 

Os mecanismos que influenciam a perda folicular após o período do transplante de 

tecido ovariano ainda é pouco conhecido, mas sabe-se que esse procedimento reduz 

significativamente a reserva folicular (CELIK et. al, 2020). Estima-se que a 

neovascularização e a angiogênese após o transplante duram em média de 3 a 7 dias, onde 

ocorrem estresses isquêmicos e outros danos (CHENG et. al, 2025), assim, o equilíbrio entre 

moléculas ativadoras e supressoras que impedem a depleção de folículos pré-antrais muda 

rapidamente, levando a uma perda folicular significativa (ADHIKARI & LIU, 2009).  

Celik et. al (2018) demonstraram que a expressão de proteínas inibidoras que 

controlam a reserva de folículos primordiais diminui em ovários criopreservados e auto 

transplantados. Além disso, os mesmos autores demonstraram em outra pesquisa que a 

expressão de genes do fator BMP15 diminui significativamente nas células da granulosa de 

ovócitos em crescimento após o transplante (CELIK et. al, 2020). 

No grupo tratado com BMP15 e cultivado, foram encontrados 260 folículos, conforme 

tabela 3. Destes, 21,2% eram primordiais MN, e ao comparar com os demais grupos, ele teve 

melhor resultado do que o GDF9 no cultivo (p < 0,01) e no transplante (p < 0,001), e pior do 

que BMP15+GDF9 (p < 0,01) e BMP15 no transplante, não tendo diferenças significativas 

com os outros grupos. 

O BMP15 está envolvido na regulação de funções ovarianas e afeta o 

desenvolvimento ovocitário, isso porque possui um importante papel mediando as funções das 

CGs, promovendo suporte e sinalização durante a maturação dos ovócitos (FOUNTAS et. al, 

2024). Garcia et. al (2019) demonstraram que a adição desse fator de crescimento ao meio de 
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cultivo pode ajudar os ovócitos a superar o bloqueio inicial da vesícula germinativa, embora 

seu uso isolado não tenha aumentado significativamente a taxa de maturação final. 

Ademais, apenas 1,5% dos folículos em crescimento foram classificados como MN no 

cultivo com BMP15, por isso só foi melhor com relação ao BMP15+GDF9 com transplante (p 

< 0,05). Com relação aos outros grupos, o BMP15 cultivado teve um pior desempenho ao 

comparar com o BMP15 transplante (p < 0,001), GDF9 no cultivo (p < 0,05) e no transplante 

(p < 0,001), e BMP15+GDF9 com cultivo (p < 0,001). Alguns folículos MN podem ser vistos 

na figura 4. 

Shekarian et. al (2021) demonstraram que a suplementação do meio de cultivo in vitro 

com BMP15 resultou em uma taxa de sobrevivência de 80% de folículos pré-antrais de 

murinos após 12 dias, além do crescimento folicular ser maior no grupo tratado com o fator de 

crescimento quando se comparado com o grupo que não recebeu a suplementação. 

Além disso, Jitjumnong & Tang (2023) utilizaram um sistema de cultivo in vitro 3D 

com o uso de matriz de hidrogel associado ao BMP15 e demonstraram que, a partir do 10º dia 

de cultivo, os ovócitos secundários de murinos cultivados com o fator de crescimento 

atingiram maiores diâmetros do que aqueles do grupo controle, além de obterem também uma 

maior taxa de sobrevivência folicular (80,19%). 

 

Figura 5. Folículos morfologicamente normais presentes nos grupos tratados com os fatores 

de crescimento BMP15 e GDF. 
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A.  Grupo tratado com BMP15 e cultivado (G4-C). B. Grupo tratado com GDF9 e cultivado (G5-C). C. Grupo 

tratado com BMP15+GDF9 e cultivado (G6-C). D. Grupo tratado com BMP15 e transplantado (G4-T). E. Grupo 

tratado com GDF9 e transplantado (G5-T). F. Grupo tratado com BMP15+GDF9 e transplantado (G6-T). G: 

grupo. C: Culivo. T: Transplante. Barras 50 μm.  

 

Quando analisado o grupo controle da criopreservação, a quantidade de folículos 

primordiais neste grupo foi menor quando se comparado aos demais grupos controles e aos 

grupos tratados com BPM15, tanto no cultivo (p < 0,05) quanto no transplante (p < 0,001), 

com GDF9 apenas no cultivo (p < 0,001), e com a combinação dos fatores BMP15+GDF9, no 

cultivo (p < 0,01) e no transplante (p < 0,001). O único tratamento que resultou em menos 

folículos MN quando comparado ao controle da criopreservação foi o GDF9 associado ao 

transplante (p < 0,001). 

Com relação aos folículos em crescimento, a quantidade de folículos MN foi 

significativamente menor no controle da criopreservação quando comparado aos grupos 
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tratados com  BMP15 no transplante (p < 0,001) e com GDF9 no cultivo (p < 0,001), e maior 

quando comparado com o grupo tratado com BMP15 no cultivo (p < 0,01).  

Pode-se observar, assim, o potencial dos fatores de crescimento BMP15 e  GDF9 na 

recuperação e na sobrevivência folicular, visto que houve uma preservação significativa entre 

o grupo apenas criopreservado e os demais que, além de terem sido criopreservados, tiveram a 

adição dos fatores de crescimento. Esse efeito é demonstrado na literatura, já que o BMP15 é 

conhecido por ter um papel essencial na regulação da função das CGs e o GDF9 por 

promover a proliferação e a diferenciação das CGs, dessa forma, ambos os fatores trabalham 

de forma conjunta para regular a foliculogênese, aumentando a eficiência desse processo 

(FOUNTAS et. al, 2024) 

Ao fazer uma comparação entre os controles negativos e os grupos tratados, pode-se 

observar uma diferença significativa entre os folículos primordiais MN do controle negativo 

transplante e os tratado com BMP15 e com GDF9 e transplantados, na qual os tratados 

obtiveram melhores resultados ( p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente). Quando comparado o 

controle negativo cultivo com os demais grupos tratados, houve diferença significativa apenas 

entre o negativo cultivo e o tratado com GDF9 e cultivado, em que o tratado obteve melhores 

resultados (p < 0,05). 

Observando os folículos MN em crescimento, foi notável que os tratados com BMP15 

(p < 0,001) e com GDF9 (p < 0,01) e transplantados tiveram mais folículos do que o controle 

negativo cultivado, apenas o tratado com BMP15+GDF9 e transplantado teve menos folículos 

do que este controle (p < 0,05). Entretanto, quando observados os grupos tratados e 

cultivados, apenas o com BMP15 resultou em menos folículos do que o controle negativo 

cultivado (p < 0,001), os demais GDF9 (p < 0,05) e BMP15+GDF9 (p < 0,01) tiveram mais 

folículos. 

56 



 

Os fatores de crescimento BMP15 e GDF9 são descritos como tendo papeis relevantes 

nos mecanismos de regulação das células do cumulus do ovócito, já que elas expressam vários 

genes importantes desde estágios iniciais de maturação ovocitária (RAMIREZ et. al, 2020).  

Ao comparar o controle negativo transplantado com os grupos tratados, o grupo 

controle obteve melhor resultado quando se comparado ao BMP15 no transplante (p < 0,001) 

e no cultivo (p < 0,001), e pior com relação ao tratado com BMP15+GDF9 no cultivo (p < 

0,001), onde o tratamento proporcionou mais folículos MN em crescimento, conforme visto 

na tabela 3..  

 Ramirez et. al (2020) demonstraram em seu trabalho uma maior expansão das células 

do cumulus e maior expressão de genes dos fatores BMP15 e GDF9 em ovócitos cultivados 

com esses fatores do que os cultivados sem adicioná-los. Pode-se observar, deste modo, como 

a adição dos fatores de crescimento à matriz pode auxiliar na sobrevivência e na recuperação 

folicular, já que ela cria um microambiente e  em que os fatores ficam em contato íntimo com 

o fragmento e podem estimular o desenvolvimento dos folículos. 

 

Tabela 3. Quantidade de folículos totais e médios (± DP) morfologicamente normais (MN) nos 

fragmentos de controle frescos e tratados e transplantados ou cultivados in vitro. 

MN: morfologicamente normais. DP: desvio padrão. Grupo controle fresco (G1). Grupo controle da 
criopreservação (G2). Grupo controle negativo cultivado (G3-C). Grupo controle negativo transplantado (G3-T). 
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Grupo tratado com BMP15 e cultivado (G4-C). Grupo tratado com BMP15 e transplantado (G4-T).  Grupo 
tratado com GDF9 e cultivado (G5-C). Grupo tratado com GDF9 e transplantado (G5-T). Grupo tratado com 
BMP15+GDF9 e cultivado (G6-C). Grupo tratado com BMP15+GDF9 e transplantado (G6-T). G: grupo. T: 
transplante. C: cultivo. ABCDEFGHIJ - Letras diferentes indicam diferença significativa entre a quantidade de 
folículos MN nos grupos controles e nos grupos tratados. Letras maiúsculas (p<0,01) e letras minúsculas 
(p<0,05). 
 

No grupo GDF9 transplante, foram encontrados 47,9% de folículos primordiais MN, 

não resultando em diferenças significativas entre os demais grupos, e 17,4% de folículos em 

crescimento MN, que apresentaram melhores resultados quando comparados com os grupos 

BMP15 cultivo (p < 0,001) e transplante (p < 0,001), e com BMP15+GDF9 cultivo (p < 0,05), 

não havendo diferenças significativas com os outros grupos tratados.  

Vatanparast et. al (2018) utilizaram tecido ovariano de ovinos criopreservado e 

transplantado na membrana corioalantoica de embrião de galinha com a adição de GDF9 no 

meio de cultivo por 5 dias, resultando em uma melhor foliculogênese, com um aumento na 

neovascularização e com menores áreas de fibrose e necrose, quando comparado ao grupo que 

não recebeu o fator de crescimento. 

Já no cultivo, o grupo tratado com GDF9 apresentou 36,4% de folículos primordiais 

MN e 9,3% secundários MN. Assim, houve apenas uma diferença significativa ao comparar 

os folículos em crescimento deste grupo com os do grupo BMP15 cultivo (p < 0,05), não 

havendo diferenças significativas com os demais em crescimento e entre os primordiais. 

O fator de crescimento GDF9 é essencial para a formação de ovócitos normais e das 

CGs, bem como das células da teca; embora haja uma relativa competência meiótica quando 

sua expressão está prejudicada em folículos em estágios iniciais, há estudos que demonstram 

que a ausência da expressão de GDF9 afeta eventos secretórios tardios, tendo, assim um papel 

importante durante estágios finais de crescimento folicular antes da ovulação (OTSUKA et. 

al, 2011).  
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Mohsenzadeh et. al (2022) usaram o fator de crescimento GDF9 para suplementar o 

meio de cultivo para a maturação de ovócitos de humanos, sendo que aqueles que estavam no 

meio suplementado apresentaram melhores qualidades da zona pelúcida. Além disso, Campos 

et. al (2021), ao adicionarem 200 ng/mL de GDF9 ao meio de cultivo in vitro, conseguiram 

manter a viabilidade e o diâmetro de folículos e ovócitos de murinos após 7 dias de cultivo, 

demonstrando assim que esse fator de crescimento possui um efeito protetor. 

O grupo BMP15+GDF cultivo apresentou o total de 438 folículos, sendo que 27,2% 

eram primordiais MN e 42,3% em crescimento MN e obteve a maior quantidade de folículos 

dos grupos tratados. Ao comparar os primordiais MN, este grupo só mostrou melhores 

resultados em comparação com o grupo GDF9 transplante (p < 0,01), e pior resultado do que 

o BMP15 transplante (p < 0,001), sem diferenças significativas com os demais. 

Com relação aos em MN em crescimento, o BMP15+GDF9 cultivo rendeu 

estatisticamente melhores resultados ao ser comparado com o BMP15 cultivo (p < 0,001), 

com o GDF9 cultivo (p < 0,001) e o transplante (p < 0,001), e com o BMP15+GDF9 

transplante (p < 0,001). 

O grupo BMP15+GDF9 transplante obteve 132 folículos, sendo que 39,9% eram 

primordiais MN. Assim, a combinação dos fatores de crescimento demonstrou um bom 

resultado apenas quando comparado ao BMP15 cultivo (p < 0,01) e um pior com relação ao 

BMP15 transplante (p < 0,01), não havendo diferenças significativas com os folículos 

primordiais MN dos demais grupos. Apenas 1 folículo em crescimento MN (7,7%) foi 

encontrado no BMP15+GDF9 transplante, não havendo bons resultados ao compará-lo com 

os outros grupos.​  

Garcia et. al (2019) demonstraram que o uso combinado dos fatores BMP15+GDF9 

no cultivo in vitro de oócitos caninos resulta em melhores taxas de maturação folicular do que 
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o uso isolado, sugerindo que a combinação dos fatores pode trazer melhores resultados. 

Mottershead et. al (2015) descobriu que as ações sinérgicas dos dois fatores  nas CGs podem 

ser atribuídas à formação de um heterodímero, denominado cumulina, indicando que a 

formação desse complexo estável de proteínas dá sustentação e ativa essas células, por isso a 

combinação dos fatores seria mais indicada, já que mimetiza a real fisiologia ovocitária. 

 

6.2. Viabilidade folicular 

​ Para a análise de proliferação celular com o marcador Ki-67, foram analisados 617 

folículos nos grupos controles (controle fresco, controle crio e controles negativos cultivo e 

transplante), sendo que 586 (95%) apresentaram marcações. Nos grupos tratados e cultivados 

(BMP15, GDF9 e BMP15+GDF9), foram analisados 94 folículos, dentre os quais 86 (91,5%) 

apresentaram marcação com Ki-67, como mostra o Gráfico 1. Foram considerados 

proliferativos os folículos que apresentaram pelo menos uma célula da granulosa marcada. 

 

Gráfico 1. Quantidade de folículos que apresentaram ou não marcação com Ki-67 no cultivo in vitro. 
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Grupo controle fresco (G1). Grupo controle da criopreservação (G2). Grupo controle negativo cultivado 
(G3-C). Grupo tratado com BMP15 e cultivado (G4-C). Grupo tratado com GDF9 e cultivado (G5-C). 
Grupo tratado com BMP15+GDF9 e cultivado (G6-C). G: grupo. C: cultivo. 
 

​ A proliferação das células da granulosa está relacionada a diversos processos ligados à 

maturação folicular; os fatores de crescimento BMP15 e GDF9 possuem uma grande 

importância fisiológica nesses processos e é comprovado que defeitos genéticos relacionados 

a eles impedem a progressão folicular a partir do estágio primário em ovinos e murinos, além 

de estarem relacionados com a insuficiência ovariana prematura em humanos 

(DALBIES-TRAN et. al, 2020; CHAUVIN, 2025). 

Ao comparar os grupos controles, não houve diferença significativa entre o controle 

fresco e o controle crio (p = 0.7509), indicando que a criopreservação não teve efeitos na 

atividade proliferativa folicular. Ao comparar o controle fresco com o controle negativo no 

cultivo, o negativo apresentou um maior número de folículos não marcados (p = 0.026), 

demonstrando que o cultivo in vitro consegue influenciar a atividade proliferativa.  

​ Ao comparar o grupo controle negativo no cultivo, não houve diferenças estatísticas 

significativas com relação ao controle crio (p = 0.0980) e aos tratados com BMP15 (p = 

0.5989), com GDF9 (p = 0.3744) e com BMP15+GDF9 (p > 0.9999). Assim, não houve uma 

mudança significativa no padrão proliferativo entre os grupos do controle negativo cultivo e 

os demais tratados, conforme o Gráfico 2. 

 

Gráfico 2. Comparação entre a quantidade de folículos marcados com Ki-67 nos grupos amostrais 

cultivados. 
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Grupo controle da criopreservação (G2). Grupo controle negativo cultivado (G3-C). Grupo tratado com 
BMP15 e cultivado (G4-C). Grupo tratado com GDF9 e cultivado (G5-C). Grupo tratado com 
BMP15+GDF9 e cultivado (G6-C). G: grupo. C: cultivo. 
 

​ Dentre os grupos tratados e cultivados, também não houve diferenças estatísticas 

significativas entre os grupos tratados com BMP15 e GDF9 (p = 0.1806), os tratados com 

BMP15 e BMP15+GDF9 (p = 0.7042) e os tratados com GDF9 e BMP15+GD9 (p = 0.5091). 

As variações observadas refletem principalmente diferenças no total de folículos avaliados 

por grupo, não sendo possível atribuir efeito proliferativo diferencial aos tratamentos com 

fatores livres. 

​ Nos grupos tratados e transplantados (BMP15, GDF9 e BMP15+GDF9), foram 

analisados 298 folículos, dentre os quais 294 (98,7%) apresentaram pelo menos uma célula da 

granulosa marcada conforme mostra a Figura 5. 

 

62 



 

Figura 6. Folículos marcados com Ki-67 nos grupos tratados com os fatores de crescimento. 

A. folículo presente no grupo tratado com BMP15 e transplantado (G4-T). B. folículos presentes no grupo 
tratado com GDF9 e transplantado (G5-T). C. folículo presente no grupo tratado com BMP15+GDF9 e 
transplantado (G6-T). G: grupo. C: Culivo. T: Transplante. As setas indicam a presença de células marcadas com 
Ki-67. Barras: 50 μm. 
 
​  
​  
​ Ao comparar os grupos tratados com os fatores de crescimento com o controle 

negativo transplantado, houve uma diferença significativa apenas com o tratado com GDF9 (p 

= 0.0001), o que pode estar relacionado à quantidade de folículos presente em cada grupo. 

Com relação aos grupos outros tratados com BMP15 e com BMP15+GDF9, não houve 

diferenças significativas na comparação com o controle negativo transplantado (p > 0.9999 e 

p = 1342, respectivamente). 

​ A comparação entre os grupos tratados com BMP15 e GDF9 evidenciou diferença 

estatisticamente significativa na quantidade de folículos Ki-67 positivos  após o transplante (p 

= 0,0010) conforme pode ser visto no Gráfico 3, em função da ausência de folículos não 

marcados no grupo tratado com GDF9. O grupo tratado com GDF9 destaca-se no transplante 

por apresentar perfil proliferativo mais homogêneo, sem folículos Ki-67 negativos. 

​ Vatanparast et. al (2018) demonstraram que o tratamento com GDF9 em tecido 

ovariano de ovinos criopreservado e transplantado mantém a capacidade proliferativa dos 

folículos, destacando, assim, o papel desse fator de crescimento em promover a proliferação 

folicular. 
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Gráfico 3. Comparação entre a quantidade de folículos marcados com Ki-67 nos grupos amostrais 

cultivados. 

Grupo tratado com BMP15 e transplantado (G4-T). Grupo tratado com GDF9 e transplantado (G5-T). Grupo 
tratado com BMP15+GDF9 e transplantado (G6-T). G: grupo. T: transplante. 
​  

​  

Com relação aos demais grupos tratados, não houve diferenças significativas entre 

BMP15 e BMP15+GDF9 (p = 0.2925) e também entre GDF9 e BMP15+GDF9 (p > 0.9999), 

demonstrando o potencial proliferativo dos fatores nos folículos ovarianos. 

​ Para a análise da sobrevivência folicular com a caspase, foram analisados 473 

folículos nos grupos controles (controle fresco, controle crio e controle negativo), dentre os 

quais 96,2% não apresentaram marcações. Além disso, foram analisados 55 folículos nos 

grupos tratados e associados ao cultivo in vitro, sendo que 89,1% deles não apresentaram 

marcações. Foram considerados marcados os folículos que apresentaram pelo menos uma 

célula da granulosa marcada. A figura 7 mostra folículos negativos para a caspase nos grupos 

experimentais. 

 

Figura 7. Folículos caspase negativos nos grupos experimentais. 
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A. Grupo controle fresco. B. Grupo controle da criopreservação. C. Grupo tratado com BMP15 e cultivado 

(G4-C). D. Grupo tratado com GDF9 e transplantado (G5-T). E. Grupo tratado com BMP15+GDF9 e cultivado. 

F. Grupo tratado com BMP15+GDF9 e transplantado. G: Grupo. C: Cultivo. T: Transplante. Barras: 50 μm. 

 

​ A apoptose é um forma de morte programada das células e é mediada, dentre outros, 

por uma família de proteínas denominadas de caspase, que são responsáveis pelo início da 

execução da morte celular, incluindo a fragmentação do DNA, o remodelamento das 

mitocôndrias e a produção de EROs (BRENTNALL et. al, 2013). 

​ O complexo controle da foliculogênese é resultado do balanço entre fatores 

proapoptóticos e antiapoptóticos que regulam a sobrevivência celular, já que a apoptose nas 

CGs ocorre predominantemente via rotas de sinalização dependentes de caspase; o tipo de 

apoptose e a rota de sinalização dependem do estágio de desenvolvimento do folículo e a 
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origem dos gatilhos intrínsecos e extrínsecos, sendo que uma alta taxa de apoptose nas CGs 

levam à morte do folículo ovariano (REGAN et. al, 2018). 

​ Dentre os grupos controles, não houve diferença significativa quando comparado o 

grupo controle fresco com o controle crio (p = 0.3693) nem com o controle negativo no 

cultivo (p > 0.9999). Também não houve diferença estatística ao comparar o controle crio 

com o controle negativo cultivado (p = 0.6218), conforme o Gráfico 4. Podendo inferir, assim, 

que a criopreservação preservou a viabilidade dos folículos e que o cultivo in vitro, sozinho, 

não induziu a uma apoptose folicular significativa. 

 

Gráfico 4. Comparação entre a quantidade de folículos que apresentaram ou não marcação para a 

caspase nos grupos controles. 

Grupo controle fresco (G1). Grupo controle da criopreservação (G2). Grupo controle negativo 
cultivado (G3-C). 

 

 

​ Também não houve diferenças estatísticas entre o controle negativo cultivado e os 

grupos tratados com BMP15 (p = 0.2146), com GDF9 (p > 0.999) e com BMP15+GDF9 (p = 

0.0589), conforme o Gráfico 5. Ainda assim, pode-se ressaltar que, apesar de não ter atingido 

o limiar de significância, o tratamento combinando BMP15+GDF9 apresentou aumento 

expressivo na proporção de folículos positivos em relação ao controle negativo. 
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Gráfico 5. Comparação entre o grupo controle negativo cultivado e demais grupos tratados e 

cultivados. 

Grupo controle negativo cultivado (G3-C). Grupo tratado com BMP15 e cultivado (G4-C). Grupo 
tratado com GDF9 e cultivado (G5-C). Grupo tratado com BMP15+GDF9 e cultivado (G6-C). G: 
grupo. C: cultivo. 

 

 

​ Comparando os grupos tratados e cultivados, não houve diferenças na apoptose entre 

os grupos cultivados com BMP15 e BMP15+GDF (p > 0.999), entre BMP15 e GDF9 (p > 

0.999) e entre GDF9 e BMP15+GDF9 (p = 0.5658). Dessa forma, infere-se que o GDF9 pode 

ter um efeito protetor nos folículos, entretanto, o tamanho amostral limita conclusões 

definitivas, sendo necessários estudos com maior amostragem. 

A ausência do desenvolvimento folicular está ligada diretamente à falha em manter a 

proliferação das células da granulosa, resultando no aumento da taxa de apoptose dessas 

células; Jiao et. al (2023) demonstraram que a ausência de BMP15 levou a um severo 

comprometimento da proliferação das células da granulosa e a retenção do desenvolvimento 

folicular no estágio pré-antral. 

Além disso, o GDF9 atua diretamente nas células da granulosa para suprimir a 

apoptose, isso porque ele promove a expressão de proteínas antiapoptóticas, como a Bcl-2, 
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inibindo vias intrínsecas da apoptose, o que garante a continuidade do desenvolvimento e da 

sobrevivência folicular (SANFINS et. al, 2018) 

​ Foram analisados 108 folículos nos grupos tratados associados ao transplante, sendo 

que 99,1% não apresentaram marcações com a caspase, sendo considerados marcados aqueles 

que tiveram pelo menos uma célula da granulosa marcada. Não foi observada associação 

significativa entre os grupos experimentais e a ocorrência de apoptose no transplante, 

considerando todos os grupos simultaneamente. A análise global por teste por qui-quadrado 

não mostrou uma associação significativa entre os grupos experimentais e a marcação por 

caspase no transplante de tecido ovariano (χ² = 3,045; gl = 4; p = 0,5502). 

Assim, as análises estatísticas não evidenciaram diferenças significativas na 

ocorrência de apoptose folicular entre os grupos, tanto no cultivo quanto no transplante de 

tecido ovariano. Os grupos controles apresentaram baixas taxas de marcação por caspase, 

validando o modelo experimental. Nos tratamentos com fatores livres, observaram-se 

variações numéricas, com tendência a maior apoptose no cultivo, especialmente na 

combinação BMP15+GDF9, porém sem significância estatística. 

 

 

7. CONCLUSÃO 

​ O presente estudo demonstrou que a utilização dos fatores de crescimento BMP15 e 

GDF9 associados à matriz de hidrogel exerce uma influência positiva na recuperação e 

sobrevivência folicular em tecido ovariano criopreservado de cadelas.  

Os resultados histológicos indicaram que o grupo tratado com BMP15 no transplante 

apresentou o melhor desempenho na preservação de folículos primordiais morfologicamente 

normais, superando significativamente o controle da criopreservação. Por outro lado, a 
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combinação BMP15+GDF9 no cultivo in vitro mostrou-se superior para o desenvolvimento 

de folículos em crescimento MN, sugerindo um efeito sinérgico que favorece estágios mais 

avançados da foliculogênese. 

As análises imunohistoquímicas confirmaram que a maioria dos folículos recuperados 

manteve atividade proliferativa e baixos índices de apoptose. Assim, o enriquecimento de 

matrizes de hidrogel com fatores de crescimento em tecidos ovarianos constitui uma 

estratégia biotecnológica promissora para otimizar a preservação da fertilidade e a 

conservação genética na espécie canina. Entretanto, são necessários mais estudos que 

demonstrem melhor a atividade desses fatores em matrizes de hidrogel, principalmente 

associando-os ao transplante de tecido ovariano. 
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