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Morfometria, células da granulosa e
cromatina nuclear de foliculos preé-
antrais em associacio ou ndo com a
vitrificagdo de tecido ovariano bovino

RESUMO

Busca-se no presente estudo, avaliar o efeito da vitrificagcdo de fragmentos ovarianos ha morfometria,
numero de células da granulosa e cromatina nuclear de foliculos pré-antrais bovinos. Ovarios foram
obtidos em abatedouro e fragmentos do coértex retirados, enquanto uma parte foi fixada imediata-
mente e processada para histologia (T, - controle). Outros fragmentos foram distribuidos em dois
tratamentos: T, - toxicidade e T, — vitrificagdo; no T,, os fragmentos foram expostos apenas aos crio-
protetores e fixados em Carnoy, e no T, usou-se a associac¢ao dos crioprotetores DMSO e etileno-
glicol acrescido de sacarose. Os resultados indicaram que foliculos primordiais, quando vitrificados ou
expostos aos crioprotetores, nao apresentam variagdes morfométricas e na quantidade de células da
granulosa (p=0,05), excecéo feita aos foliculos primarios (p<<0,05) quando comparados com o Ty. A
analise da morfologia da cromatina nuclear de foliculos vitrificados ou apenas expostos aos crioprote-
tores, mostrou diferengas significativas (p<<0,05) quando comparados com o Ty; conclui-se, entdo, que
a vitrificagdo causou alteracGes morfoldgicas de foliculos bovinos inclusos em tecido ovariano.

Palavras-chave: biotecnologia, criopreservagdo, fragmentos ovarianos

Morphometry, granulosa cells and nuclear
chromatin of preantral follicles associated or
not to vitrification of bovine ovarian tissue

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of ovarian fragments vitrification in the mor-
phometry, number of granulosa cells and nuclear chromatin of preantral ovarian follicles of bovines.
Ovarian was obtained at a local slaughterhouse and cortex fragments were removed. One third were
immediately fixed and processed for histology (T . control). The remaining fragments were divided in
two treatments, T, toxicity test and T, - vitrification. In T, the fragments were exposed to only cryo-
protectants and fixed in Carnoy and in T, were utilized DMSO and ethylene glycol supplemented
with sucrose. The results indicated that the primordial follicles when vitrified or exposed to crypro-
tectants did not show variation in morphometry and amount of cells of the granulosa (p=0.05),
exception to primary follicles (p<<0.05) when compared to T,. The analysis of the nuclear chromatin
of follicles vitrified or cryprotectants exposed showed significant difference (p<<0.05) when compa-
red to To with the control treatment, particularly in T,. In conclusion the vitrification technique affec-
ted negatively the morphology of bovine follicles enclosed in ovarian tissue.

Key words: biotechnology, cryopreservation, ovarian fragments



372 H.S. Lunaetal.

INTRODUCAO

A criopreservacdo de fragmentos de tecido ovariano apre-
senta importante aplicacdo, principalmente em humanos sub-
metidos a tratamentos de quimioterapia ou radioterapia, uma
vez que transplantes apds terapia possibilitam retorno das
funcdes ovarianas (Donnez & Bassil, 1998; Oktay & Karlikaya,
2000; Aubard et al., 2001; Oktay, 2001; Kim et al., 2001; Posa-
da et al., 2001); além desta significativa aplicagao, represen-
tam alternativa promissora para a preservacdo de recursos
genéticos animais (Holt, 1997).

Sucessos de nascimentos oriundos de ovarios criopreser-
vados e transplantados foram relatados em mamiferos, a exem-
plo de camundongos, ratos, ovinos e primatas (Gosden et al.,
1994; Migishima et al., 2003; Donnez et al., 2004); entretanto,
a criopreservacédo de tecido ovariano é mais complexa uma
vez que a entrada e difusdo adequada dos crioprotetores
sdo mais dificeis, em virtude de envolver um conjunto de
células e tecidos diferentes, que variam em volume e per-
meabilidade. Muitas variaveis podem afetar a criopreser-
vacdo tecidual, dentre os quais se destacam o tamanho do
fragmento ovariano, o crioprotetor e a velocidade de res-
friamento (Gandolfi et al., 2006).

A técnica de congelagdo classica com reducdo da tem-
peratura de forma controlada e uso de baixas concentra-
¢cOes de crioprotetores tem sido a mais usada para crio-
preservacdo de tecido ovariano bovino, uma vez que
preserva a integridade e as caracteristicas morfolégicas
foliculares (Lucci et al., 2004); entretanto, esta técnica
exige o uso de equipamentos de alto custo e maior tempo
de execucdo do processo, além de riscos de formacédo de
cristais de gelo intracelular. Como alternativa, a técnica
de vitrificacdo, que apresenta baixo custo e rapidez, vem
sendo usada para a preservacao de tecido ovariano bo-
vino, ainda que com limitado sucesso quando comparada
com a técnica de congelacdo classica (Gandolfi et al.,
2006), porém a vitrificacdo de tecido ovariano foi realiza-
da com preservacdo folicular adequada, em camundongos
(Salehnia et al., 2002), humanos (Isachenko et al., 2003),
ovinos (Al-Aghbari & Menino, 2002) e caprinos (Santos
et al., 2007).

O sucesso da técnica de vitrificacdo se baseia no volu-
me da amostra a ser vitrificada, na viscosidade da solugéo
protetora nas velocidades de resfriamento e desvitrificagéo.
Invariavelmente, altas concentragdes de crioprotetores sdo
usadas, as quais podem levar efeitos toxicos ou choques
osmoticos aos sistemas celulares (Yavin & Aray, 2007). Es-
tudos quanto a morfologia folicular ovariana foram realiza-
dos, como analises morfométricas, contagem de células da
granulosa e aspectos nucleares, fundamentais como indi-
cativos do sucesso das bhiotécnicas utilizadas para a pre-
servacdo de foliculos ovarianos pré-antrais (Lundy et al.,
1999; Demirci et al., 2002; Kacinskis et al., 2005). Poucos
estudos com criopreservacdo de tecido ovariano bovino,
em particular vitrificacdo, tém sido realizados, sendo impor-
tante o desenvolvimento de pesquisas nesta area. O obje-
tivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da vitrifi-
cacdo na morfometria, nimero de células da granulosa e
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cromatina de foliculos pré-antrais bovinos inclusos em te-
cido ovariano.

MATERIAIS E METODOS

Obtiveram-se doze ovarios de vacas em abatedouro, os
quais foram transportados em bolsas plasticas contendo so-
lucdo salina de NaCl a 0,9%, em temperatura ambiente, até o
laboratdrio. O tempo de transporte entre o local de coleta e o
inicio do processamento do material foi de 50 a 60 minutos.
No laboratdrio, os ovérios foram lavados em alcool a 70,0%,
durante 10 segundos e em seguida lavados em solucéo sali-
na por mais 10 segundos. Dos doze ovérios se retiraram 36
fragmentos com aproximadamente 3 mm x 1 mm cada um, que
foram distribuidos aleatoriamente para trés tratamentos: T —
controle, fixados imediatamente; T, — expostos aos crioprote-
tores e T, — expostos aos crioprotetores e vitrificados.

No T,; 12 fragmentos foram expostos quatro minutos em
solucdo de vitrificacdo 1, composta de 10% de etileno-glicol
e 10% de DMSO; em seguida, os fragmentos foram transferi-
dos para a solugdo de vitrificagdo 2, formada de 20% de eti-
leno-glicol e 20% de DMSO acrescida de 0,5 M de sacarose,
na qual permaneceu durante um minuto. Com o auxilio de uma
seringa os fragmentos foram envasados em palhetas plasti-
cas de 0,5 mL e submersas verticalmente em nitrogénio liqui-
do, mantendo-se vitrificados por 48 h; ap0s este periodo re-
alizou-se a desvitrificagdo mergulhando-se as palhetas em
solucdo de sacarose a 0,25 M, onde permaneceram por cinco
minutos a temperatura de 30 °C e logo depois transferidos
para a solugdo de sacarose a 0,15 M por mais cinco minutos;
enfim, foram colocados em solugdo de NaCl a 0,9% para esta-
bilizagdo.

Os fragmentos no T, destinados apenas ao teste de toxici-
dade foram expostos nas mesmas soluc@es crioprotetoras e
tempos de exposi¢des como no T;; ap6s a exposicao, os frag-
mentos foram fixados em Carnoy durante 12 h e submetidos
a rotina histoldgica classica.

Para a andlise folicular usou-se 0 microscépio éptico em
aumento de 400 x; inicialmente, realizou-se a classificagio
dos foliculos pré-antrais de acordo com o estadio de de-
senvolvimento como: primordiais: uma camada de células
da granulosa de forma pavimentosa ou pavimentosa-
cuboide ao redor do ovécito; primarios: uma Unica cama-
da de células da granulosa de forma cuboidal, e peque-
nos secundarios: duas ou mais camadas de células da
granulosa de forma ctbica. Em todas as classes folicula-
res se realizaram a contagem do numero de células da
granulosa, a analise da cromatina nuclear e a morfométri-
ca, através de microscopio Optico equipado com ocular
com escala micrométrica, conforme Kacinskis et al. (2005).
A cromatina nuclear foi considerada fisiologica quando
apresentava distribuicdo caracteristica da proéfase | da
meiose. Foliculos com cromatina condensada, picnética ou
fragmentada foram considerados nucleos patolégicos; in-
dependente de tratamento, os resultados foram submeti-
dos a ANOVA e as comparacdes entre as médias feitas
pelo teste de Tukey a p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho apresenta o efeito da associa¢do dos crioprote-
tores etileno-glicol, DMSO e sacarose e da vitrificagdo, na estru-
tura folicular, correspondente a morfometria, nimero de células
da granulosa e configuragdo da cromatina nuclear. Analisaram-
se 133 foliculos inclusos em tecido ovariano, entre foliculos pri-
mordiais (84) e primarios (49). Os foliculos secundarios nédo fo-
ram computados em funcdo do reduzido nimero de estruturas
encontradas. Os valores obtidos quanto a analise morfométrica
referente a foliculo e ovécito e ao nimero de células da granu-
losa de foliculos primordiais e primarios, dos trés tratamentos,
estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Didmetro do foliculo(mm) e do ovdcito (mm) e nimero de células da
granulosa (média + desvio padréo) de foliculos primordiais no T, (controle),
T, (teste de toxicidade) e T (vitrificacéo)*

Table 1. Follicle and oocyte diameter (mm) and number of granulosa cells (mean
+ standard deviation) of primordial follicles in the T (control), T, (toxicity
test) and T, (vitrification)*

Tratamento n Diametro Diametro N de Células
do Foliculo do Ovécito da Granulosa

To 25 30,84+4,37 (22-45)  22,4+4,81 (10-35) 6,52+2,04 (2-12)

T 31 27,61+4,45(20-37) 21,41%2,68 (15-27) 5,93+2,04 (1-9)

Tu 28 29,07+5,21 (20-40) 21,25+4,55 (12-30) 5,89+2,06 (2-11)

"NUmeros entre parénteses correspondem as variagdes

Tabela 2. Diametro do foliculo (mm) e ovécito (mm) e nimero de células da
granulosa (média + desvio padréo) de foliculos primarios no T, (controle), T,
(teste de toxicidade) e T, (vitrificagéio)*

Table 2. Follicle and oocyte diameter (mm) and number of granulosa cells (mean
+ standard deviation) of primary follicles in the T, (control), T, (toxicity test)
and T, (vitrification)*

Diametro Diametro N de Células

Tratamento  n do Foliculo do Ovécito da Granulosa
To 19 48,05+14,77 (30-90) @ 27,31%7,17 (15-37)2 14,84%4,07 (8-23)2

T 15 3644856 (25-60)°  2346+4,25 (17-30)2 10,73+2,65 (7-16)®

T 15 34,33+9,15 (25-55)b  26,86+8,28 (17-45)2 10,20+3,7 (8-18) b

*Nameros entre parénteses correspondem as variagdes; *° Sobrescritos diferentes, na mesma coluna,
indicam diferenca significativa (p < 0,05)

Comparando-se as médias morfométricas dos nimeros de
células da granulosa dos foliculos primordiais, nota-se que ndo
houve diferenca significativa (p > 0,05; Tabela 1), indicando que
0s crioprotetores usados e a vitrificagdo ndo afetaram os para-
metros analisados, mas, com relagéo aos foliculos primarios,
observaram-se alteragdes morfométricas e no nimero de célu-
las da granulosa (p < 0,05; Tabela 2). As deformacdes encon-
tradas nos foliculos primarios podem ser atribuidas as diferen-
¢as de pressdes osméticas entre o ambiente intra e o
extracelular, exercidas pelos crioprotetores que levam a mudan-
¢as de volume dos ovécitos que, por sua vez, podem causar
danos na membrana plasmatica e organelas (Hotamisligil, 1996).

Em referéncia a questdo da resisténcia das classes folicu-
lares, a criopreservacdo ainda é bastante discutida e necessi-
ta de elucidagBes. De acordo com Santos et al. (2006), os
foliculos primordiais apresentam maiores chances de resisti-
rem aos processos de criopreservacdo. Por outro lado, Gan-

dolfi et al. (2006) indicam que foliculos primordiais sdo mais
susceptiveis ao processo de criopreservacdo, resultados que
diferem de Lucci et al. (2004) que ndo encontraram diferencas
nas classes de foliculos ovarianos bovinos, isto é, primordi-
ais, primarios e secundarios, quando criopreservados. Tho-
maz et al. (2005) descrevem que em tecido ovariano de coe-
lhas apenas os foliculos primordiais suportaram a
criopreservacdo e, por conseqiiéncia, foram considerados
mais resistentes.

Os resultados relativos as analises das cromatinas nucle-
ares se encontram na Tabela 3; para esta analise, os foliculos
primordiais e primarios foram analisados de forma conjunta.

Quanto a cromatina nuclear, os foliculos pré-antrais se
acham bloqueados na profase | da meiose, sendo de funda-
mental importancia a manutengdo da configuragcdo morfolégi-
ca da cromatina para o sucesso do desenvolvimento folicu-
lar. Demirci et al. (2002) descrevem, ap6s a congelagéo lenta
de tecido ovariano de ovelhas, porcentagens de anormalida-
des nucleares que variaram de 12,0 a 22,0. No presente estu-
do se observaram alteracfes da morfologia da cromatina nu-
clear, em que no T, se registraram apenas 24,1% e nenhum
normal no Ty;; neste sentido e se analisando os resultados,
vé-se que os pardmetros relativos & morfometria e as células
da granulosa, sdo mais resistentes as crioinjdrias que os pa-
rametros nucleares, uma vez que os foliculos primordiais, que
sd0 maioria no cortex ovariano, em proporgdes superiores a
90,0% (Gandolfi et al., 2006) ndo sofreram alteracdes quando
comparados com 0 T, embora alteragbes nucleares tenham
sido encontradas em todos os foliculos analisados, indican-
do que o processo de vitrificacdo usado nédo foi apropriado
para a criopreservacgao de tecido ovariano bovino, porém na
congelacédo lenta Thomaz et al. (2005) encontraram 70,0% de
irregularidade na distribuigdo da cromatina e 30,0% de picno-
se em foliculos de coelho, mostrando que aspectos nuclea-
res sdo bastante susceptiveis a congelagao.

Tabela 3. Cromatina nuclear dos foliculos pré-antrais no T, (controle), T, (teste
de toxicidade) e T, (vitrificag&o)*

Table 3. Nuclear chromatin of bovine preantral follicles inthe T, (control), T,
(toxicity test) and T, (vitrification)*

Tratamento n Cromatina nuclear normal (%)
To 29 21 (72,4)=
T 29 7(24,1)0
T 38 0c

¢ Sobrescritos diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca significativa (p < 0,05)

Gandolfi et al. (2006) compararam duas técnicas de vitrifi-
cacgdo com a técnica de congelagéo lenta usando fragmentos
ovarianos de humanos, suinos e bovinos, e concluiram que a
vitrificagdo, independentemente de espécie, classe folicular e
técnica, ndo foi adequada para a preservacao de foliculos pré-
antrais quando comparada com a técnica de congelacédo len-
ta. Tém-se obtido excelentes resultados com a congelagdo
lenta de tecido ovariano bovino, em determinados estudos,
mais de 70% de preservagdo da normalidade folicular (Payn-
ter et al., 1999; Lucci et al., 2004; Lamaita et al., 2005; Celesti-
no et al., 2007), levando a assumir que a técnica de congela-
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¢do lenta é a mais apropriada para criopreservacéo de tecido
ovariano bovino. Quanto aos resultados alcancados com a
vitrificagdo no presente estudo, sdo similares aos obtidos por
Gandolfi et al. (2006) ao usarem a mesma técnica, 0 que leva
a concluir pela necessidade de mais estudos em bovinos.

A vitrificacdo de tecido ovariano vem sendo empregada
com sucesso em algumas espécies. Santos et al. (2007) obti-
veram, em caprinos, preservagao tecidual adequada com o uso
de duas técnicas de vitrificagdo, isto é, a convencional e a
solid-surface vitrification (SSV); entretanto, melhores resul-
tados foram obtidos com SSV, sinal de que, além da espécie,
a técnica também pode influenciar nos resultados. Ishijima et
al. (2006) usando, em solugdo Unica, DMSO a 2 M, acetamida
a 1 M e propileno-glicol a 3 M, obtiveram excelentes resulta-
dos na vitrificacdo de fragmentos ovarianos de cdes, mostran-
do que a associacao de crioprotetores é uma alternativa que
deve ser considerada.

A associacdo dos crioprotetores etileno-glicol e DMSO
acrescida de sacarose tem sido usada com sucesso em ovo-
citos antrais (Vajta et al., 1998); entretanto, a literatura ci-
entifica registra efeitos deletérios em relagéo ao crioprote-
tor etileno-glicol na criopreservagdao de foliculos
pré-antrais bovinos inclusos em tecido ovariano. Lucci et
al. (2004) encontraram mais alteragdes nucleares, do tipo
picnose, com o uso do etileno-glicol quando comparado
com o glicerol, propileno-glicol e DMSO, em fragmentos
de tecido ovariano bovino. Luna et al. (2007) também
descrevem alteragBes na cromatina nuclear de foliculos
pré-antrais inclusos em tecido ovariano apds exposi¢ao
ao etileno-glicol em concentragdes de 20 a 40%; assim,
o0s resultados de toxicidade (T,) mostraram diferencas
quanto a morfometria de foliculos priméarios e baixa ocor-
réncia de foliculos com cromatinas normais (24,1%) quan-
do comparados com o T, (72,4%); referidos resultados in-
dicam que parte do insucesso com a técnica de
vitrificacdo pode ser atribuida ao efeito toxico e ao cho-
que osmotico causado pelos crioprotetores.

Entende-se que melhorias nos protocolos de vitrifica-
¢do de fragmentos de tecido ovariano bovino podem ser
implementadas, como reducdo do tamanho dos fragmentos,
o0 que favorece a entrada e difusdo do soluto; reducéo do
tempo de exposicdo aos crioprotetores; uso de crioprote-
tores mais adequados a espécie; diminuigdo do volume da
solugdo a ser vitrificada; e aumento da velocidade de vitri-
ficacdo. Yavin & Arav (2007) indicam que para 0 sucesso
da vitrificaglo deve existir o equilibrio entre a taxa de res-
friamento; a viscosidade da solugdo que é auferida pela
concentracdo dos crioprotetores e o volume da amostra;
caso contrario, problemas como cristaliza¢do durante a vi-
trificacdo e a desvitrificacdo e fraturas podem ocorrer e, uma
vez aliados ao efeito téxico e ao choque osmotico, levam
ao insucesso da técnica. A adequacdo das técnicas de vi-
trificagdo de gametas femininos favorecerd a formacao de
bancos de germoplasma bovino com aplicacfes em progra-
mas de melhoramento e na preservacado de racas nativas e
naturalizadas que se encontrem em declinio numérico e/ou
ameacadas de extincéo.
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CONCLUSAO

A vitrificacdo de fragmentos de tecido ovariano pode ser
usada em bovinos, entretanto, é necessario o aperfeigcoamen-
to do protocolo para reducdes de modificagbes morfolégicas
nos foliculos pré-antrais, em especial de alteragdes nucleares.
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