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RESUMO

No Brasil, todas as espécies de felinos selvagens estdo sob risco de extin¢do. Desta forma, técnicas
de reproducdo assistida aplicdveis a tais espécies sdo recursos valiosos para a conservagdo das
mesmas. O gato doméstico (Felis catus) tem sido um excelente modelo experimental para estudos
que visem aplicac@o em felinos selvagens. O presente trabalho teve como objetivos testar o efeito
de diferentes protocolos de criopreservacdo, além da eficicia do autotransplante ovariano em
manter a viabilidade e retomar o desenvolvimento de foliculos pré-antrais inclusos em ovarios de
gatas domésticas. Um teste de criopreservacao foi realizado comparando a eficdcia de etilenoglicol
(EG), dimetilsulféxido (DMSO) e a associagdo de ambos (EG+DMSO) na preservacido de foliculos
ovarianos apOs descongelamento (1* Etapa). Na 2° Etapa do experimento, cinco gatas foram
submetidas a cirurgia de ovariohisterectomia bilateral. Os animais tiveram seis fragmentos de
ovério fresco transplantados para o tecido subcutineo da regido dorsal do pescogo.Foram realizadas
cinco biopsias (7, 14, 28, 49 e 63 dias). O tecido ovariano foi fixado em Carnoy, processado para
histologia cldssica e analisado por microscopia de luz. Durante o periodo de transplante, foram
realizadas andlises ultrassonogrificas para acompanhar o desenvolvimento do tecido ovariano. Na
Etapa 1, a criopreservagdo com DMSO a 1,5 M mostrou-se mais eficaz. Durante as avaliacdes
ultrassonograficas, foi possivel identificar a presenca de circulos hipoecéicos com didmetro
aproximado de 1 mm, nos animais 3,4 e 5. Tais estruturas correspondiam a foliculos antrais. Nas
biopsias , foi possivel identificar foliculos em todos os estigios do desenvolvimento. As
porcentagens médias (+DP) de foliculos morfologicamente normais encontrados nos fragmentos
referentes as biopsias , realizadas nos dias 7, 14, 28, 49 e 63 poés-transplante, foram,
respectivamente, 44,36+30,56, 46,95+13,97, 51,41+£14,38, 54,80+36,47 e 37,70£31,11. A maioria
dos foliculos primordiais foi classificada como normal. Nas biopsias dos dias 7 e 14, houve grande
concentragdo de foliculos com o citoplasma do ovdcito muito acidéfilo e com auséncia de nicleo

(degeneracdo tipo 1). A partir do dia 14, muitos apresentaram-se com células da granulosa
Vi



justapostas, que cobriam o local do ovdcito, que estava ausente nestas estruturas (degeneracao tipo
2). Em conclus@o, é possivel manter a morfologia folicular apds criopreservacao de tecido ovariano
felino com DMSO a 1,5 M. Também é mantida a viabilidade e funcionalidade de tecido ovariano

felino fresco ap6s autotransplante.

Palavras-chave: foliculo pré-antral, congelamento lento, felinos, morfologia, desenvolvimento

folicular
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ABSTRACT
In Brazil, all wild felids species are endangered. This way, assisted reproduction techniques are a
valuable resource to keep these species against extinction. The domestic cat (Felis catus) has been
an excellent experimental model for studying new techniques to apply to wild felids. The aim of
this work was to test different protocols of cryopreservation and the capacity of ovarian
autotransplantation to keep the viability and resume preantral follicle development in domestic cats.
The cryopreservation test was performed to compare ethylene glycol (EG), dimethyl sulfoxide
(DMSO) and the association of both (EG+DMSO) in the preservation of preantral follicles included
in ovarian tissue (1% stage). In the o stage of the experiment, five cats were submitted to bilateral
ovarian hysterectomy. In these animals, six fragments of fresh ovary were immediately
transplanted to the subcutaneous tissue of the dorsal neck Five biopsies were performed after 7, 14,
28, 49 and 63 days of transplantation. The ovarian tissue was fixed in Carnoy, processed for
classical histology and analysed under light microscopy. During the transplantation period, the
ovarian tissue development and localization was monitored by ultrassonographic analysis. In the
Stage 1 of the experiment, the cryopreservation with DMSO 1,5 M showed to be more efficient.
During the ultrassonographic evaluation it was possible to identify the presence of hypoechoic
circles with approximately 2 mm of diameter in the transplanted tissue of animals 3, 4 and 5. These
structures corresponded to antral follicles. In the biopsies it was possible to identify follicles in all
developmental stages. The mean (+SD) percentages of morphologically normal follicles found in
the biopsies at days 7, 14, 28, 49 and 63 post-transplantation were respectively 44.36+30.56,
46.95+13.97, 51.41£14.38, 54.80£36.47 e 37.70£31.11. The majority of the primordial follicles
were classified as normal. At days 7 and 14 biopsies there was a great number of follicles with
acidophilic cytoplasm and with absent of nucleus (Type 1 degeneration). From day 14 on, a lot of

follicles showed juxtaposed granulosa cells covering the place where the oocyte should be (Type 2
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degeneration). Both these follicles were classified as degenerated. In conclusion, it is possible to
keep the morphology of ovarian follicles after cryopreservation with DMSO 1,5 M. It is possible to
keep the viability and function of fresh feline ovarian tissue after autotransplantation.

Key words: preantral follicle, slow freezing, felids, morphology, follicular development



1. Introducao

A variabilidade genética das espécies tem decrescido em uma taxa alarmante. O
crescimento da populagdo humana promove a necessidade de formagdo de novas terras para
plantio, o que causa a destruicdo de habitats naturais. Dentro da familia Felidae, das 36
espécies existentes, todas, exceto os gatos domésticos, sofrem alguma ameaca, de acordo com
a Lista Vermelha publicada em 2012 pela Unido Internacional para Conservacdo da Natureza
e Recursos Naturais , [IUCN(in http://www.iucnredlist.org/, acesso em 12/10/2013). No Brasil,
todos os felinos selvagens estdo sob risco de extingdo como o gato do mato (Leopardus
tigrinus), o ledo baio (Puma concolor), a jaguatirica (Leopardus pardalis), a onca pintada
(Panthera onca) e o gato maracaja (Leopardus wiedii).

Além de medidas diretas para prevenir a destruicdo de habitats naturais, invasdo de
territérios e caga, técnicas de reproducgdo assistida aplicadas a espécies selvagens sdo recursos
valiosos para os esfor¢cos de conservacdo. A preservacdo de germoplasma de espécies
ameacadas tem o objetivo de manter material genético preservado para uso futuro. Para tanto,
a criopreservacdo de células germinativas (ovdcitos ou espermatozdides) de gatos domésticos
tem sido explorada. Entretanto, deve-se ressaltar que as técnicas citadas ndo constituem uma
alternativa para a manuten¢do do ambiente ou dos animais em zooldgicos, mas uma seguranca
a mais.

Programas para promover a formagéo de bancos de germoplasma e o desenvolvimento
de pesquisas com animais em extin¢do, com especial atencio aos felinos, t€ém sido criados em
varios paises, como na Espanha, o Biological Resource Bank for Spain’s endangered wildlife,
na Alemanha, o projeto Iberian Lynx (lince ibérico — Lynx pardinus) do Leibniz Institute for
Zoo and Wildlife Research e, no Brasil, o projeto Felinos do Aguai, desenvolvido em alguns
estados da regido Sul. Além da criopreservagdo de gametas, s€mem e embrides, também hé a

possibilidade de manutencdo de tecidos e células somdticas para a realiza¢do de estudos em
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genética, além da possivel realizacdo de transferéncia nuclear de células somaticas
(clonagem).

Os gatos domésticos constituem um modelo experimental estabelecido para o estudo
dos felinos selvagens. Tecnologias desenvolvidas para os gatos t€ém sido utilizadas para a
formagdo de um banco de germoplasma de células somdticas e germinativas femininas de
linces ibéricos, por exemplo, podendo-se concluir que tal modelo experimental é adequado
para outros felinos (Leon-Quinto et al., 2009). Além disso, o gato doméstico também foi um
agente para preservacdo de genoma felino, atribuindo o estudo desta espécie a sua
similaridade com os felinos selvagens.

Para preservacdo de germoplasma, uma alternativa tem sido a criopreservagdo de
ovdcitos inclusos em foliculos pré-antrais. Esta técnica tem sido bastante explorada em vdrias
espécies com sucesso. Além disso, ja foi comprovada a possibilidade de retomada de funcdo
folicular apds descongelamento. Para tanto, posterior cultivo do tecido ovariano é necessério,
seja in vitro ou in vivo. Como o conhecimento dos fatores necessarios para cultivo in vitro é
algo ainda ndo totalmente estabelecido, o transplante ovariano torna-se uma alternativa a ser
considerada.

Ao contrdrio dos humanos, grandes avangos nesta 4rea ainda néo foram realizados nos
felinos. Considerando-se a importancia de manutencdo de germoplasma para algumas
espécies, o objetivo do presente trabalho foi estabelecer um método eficaz de criopreservacio
e desenvolver células germinativas através do autotransplante heterotopico ovariano em gatas

domésticas.



2. Revisao de Literatura

2.1 Os Foliculos ovarianos

Os ovirios dos animais domésticos sdo 6rgaos enddcrinos, responsaveis pela producao
de estrégeno e progesterona, e exdcrinos, responsaveis pela produgdo de gametas femininos -
os ovocitos. Sdo envoltos por uma cipsula densa de tecido conjuntivo fibroso, conhecida
como tunica albuginea. A camada cortical, também conhecida como zona parenquimatosa,
caracteriza-se pela presenca das células germinativas e localiza-se na porcao externa do 6rgao.
O cértex contém numerosos foliculos em vdarios estagios de desenvolvimento, corpos liiteos,
assim como elementos do estroma, com densos agregados de fibroblastos. A camada medular,
ou zona vascular, responsdvel pela irrigacdo sanguinea e inervacio, geralmente estd presente
na porcdo interna. A medula é composta por vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervos e
tecidos embriondrios remanescentes (Junqueira & Carneiro, 2004).

As estruturas funcionais dos ovdrios, os foliculos ovarianos, sdo compostas por um
ovdcito envolto por um ou dois tipos celulares (células da granulosa e células da teca). Os
ovocitos t€m origem a partir de células epibldsticas durante a gastrulagdo. A camada de
células da teca é formada em foliculos mais desenvolvidos, e consiste de células do estroma
ovariano diferenciadas (van den Hurk & Zhao, 2005). J4 as células da granulosa sio
inicialmente denominadas células da pré-granulosa, que se originam das células somadticas do
cordao embriondrio (Juengel et al., 2002).

Os ovdcitos desenvolvem-se durante o periodo fetal. Para tanto, as ovogonias iniciam
a meiose e permanecem quiescentes no estigio de préfase I, sendo denominados ovdcitos
primérios. A atividade meidtica proporciona uma grande perda por degeneragdo dos ovdcitos
antes da formacdo do foliculo, que ocorrerd em seguida (Riisse, 1983). Mesmo assim, a
populagdo folicular com potencial reprodutivo ao nascimento consiste de milhares de

foliculos nas espécies mamiferas: humanos 700.000 (La Marca et al., 2012), roedores 19.000
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(Beaumont & Mandl, 1961), ovelhas 82.000 (McNatty et al., 1995), gatas 38.000 (Carrijo Jr.
et al., 2010) e vacas 135.000 (Erickson, 1966), aproximadamente.

Os foliculos primordiais, que representam o pool de reserva de ovdcitos nos ovarios,
contém um ovdcito circundado por uma camada de células da granulosa de formato
pavimentoso. Para iniciar o desenvolvimento, os foliculos primordiais precisam ser ativados,
0 que vai ocorrer em pequenos grupos (Riisse, 1983). Em principio, a ordem de ativacdo dos
foliculos primordiais € estabelecida de acordo com a ordem em que os mesmos foram
formados (Picton et al, 2008). Ao nivel ultraestrutural, o ovécito no foliculo primordial
apresenta poucas organelas celulares (Riisse, 1983). No geral, estas células apresentam um
citoplasma homogéneo. As organelas de maior ocorréncia sdo as mitocondrias de formato
arredondado. As mitocOndrias podem apresentar-se de duas maneiras: com eletrondensidade
baixa e com poucas cristas ou com eletrondensidade alta e com muitas cristas. O reticulo
endoplasmaético rugoso € frequentemente encontrado associado as mitocondrias. A membrana
celular do ovdcito, neste estagio, estd associada com as membranas das células da granulosa
(Carrijo Jr. et al, 2010).

Apdés a ativacdo, os foliculos primordiais evoluem para foliculos primarios,
secundarios e tercidrios. Estes estdo em estigio de crescimento e se diferenciam pela
quantidade de camadas de células da granulosa: os primarios possuem uma camada de células
cubodides, os secundarios possuem mais de uma camada e os tercidrios caracterizam-se pelo
inicio da formag@o do antro. A partir da puberdade, os ovdrios tornam-se responsivos as
gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH) e os foliculos antrais serdo recrutados em ondas,
podendo se desenvolver a foliculos pré-ovulatérios. Os foliculos pré-ovulatérios possuem um
grande antro repleto de liquido folicular, secretado pelas células da granulosa (Hulshof et al.,

1994).



Além da formagdo da camada de células da teca, foliculos em crescimento
desenvolvem a zona pelicida, que € uma camada protetora de glicoproteina ao redor do
ovocito. Com a presencga da zona pelicida, o contato entre células da granulosa e o ovdcito é
realizado por juncgdes do tipo Gap, que atravessam a camada glicoprotéica promovendo as
trocas de nutrientes e de hormo6nios. Da mesma forma que as células da granulosa contribuem
para o desenvolvimento do ovdcito, este também promove crescimento e ativacdo das células
da granulosa (Anderson & Albertini, 1976).

A formagdo do antro inicia-se em estdgios mais avangados do desenvolvimento
folicular. A secrecdo do fluido antral € realizada pelas células da granulosa. Acredita-se que o
aumento rdpido do volume do antro se dd devido a uma maior permeabilidade vascular no
foliculo nesta etapa, possibilitando o acimulo do liquido. Desta forma, o fluido é fonte de
gonadotrofinas, esterdides, fatores de crescimento, enzimas, glicoproteinas entre outras
substancias, que podem ser derivadas tanto do sangue quanto das células da granulosa (van
den Hurk & Zhao, 2005). Na maioria das espécies, a meiose no ovécito é retomada nesta
etapa do desenvolvimento, e apenas no foliculo pré-ovulatério, quando hd o surgimento do
pico pré-ovulatério de hormdnio luteinizante, o LH (Hyttel et al., 2002).

Uma vez que os foliculos s@o ativados, ocorre um alongamento das mitocondrias € o
reticulo endoplasmdtico rugoso se reorganiza para que possa circundar gotas lipidicas
presentes no citoplasma. Além disso, com o desenvolvimento do foliculo, o complexo de
Golgi vai tornando-se cada vez mais significante em relagdo as outras organelas (Riisse,
1983). Os foliculos primérios apresentam o nucleo com cromatina descondensada e uma
significativa camada de zona peldcida ji estd presente, podendo apresentar pequenas
microvilosidades projetadas do ovdcito em direcdo as células da granulosa. Ja os foliculos
secundarios apresentam a camada de zona peldcida bem desenvolvida. Neste estigio, ha

projecdes das células da granulosa em dire¢do a zona peldcida, que irdo formar as juncdes
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tipo Gap entre as células da granulosa e o ovdcito. Além disso, granulos da cortical estdo
presentes no oolema (membrana plasmadtica do ovdcito). Os foliculos estdo sempre
circundados por uma membrana basal bem aderida ao estroma ovariano (Carrijo Jr. et al.,

2010).

2.2 O ciclo estral da gata doméstica (Felis catus)

A gata ¢ classificada como poliéstrica sazonal fotoperiddica positiva, uma vez que é
capaz de desenvolver vdrios ciclos estrais a cada ano nos periodos de primavera e verdo,
diminuindo a quantidade destes no outono e inverno (Michel, 1993), em regides de clima
temperado. Em animais fotoperiddicos, impulsos sdo gerados pela incidéncia luminosa nos
fotorreceptores da retina. Estes sdo enviados a glandula pineal, que converte as informacgdes
neurais recebidas em liberacdo de melatonina (Hafez & Hafez, 2004). Quanto mais curta a
incidéncia de luz, maior é a secrecdo de melatonina pela glandula pineal. Nos felinos, a
melatonina é um hormonio anti-gonadotréfico. Desta forma, em periodos com alta incidéncia
luminosa, havera baixas concentragcdes séricas de melatonina, o que promove a secrecdo de
hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotdlamo. Este induz a secrecdo ciclica
de hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e de hormonio luteinizante (LH) pela hipdfise
(Mialot, 1998). O FSH estimula o crescimento ¢ o desenvolvimento dos foliculos ovarianos.
O LH age em conjunto com o FSH para promover a maturacdo dos ovdcitos e,
posteriormente, a ruptura da parede do foliculo (Hafez & Hafez, 2004). Os foliculos, por sua
vez, sdo responsdveis pela producdo de 17 P—estradiol, que promove mudangas no
comportamento de estro, fazendo com que a gata permita a monta, e sensibiliza o eixo
hipotdlamo-hipdéfise para a secre¢ao de LH (Johnston et al., 2001).

A ovulagdo nas gatas domésticas, via de regra, ocorre em decorréncia da cépula. Por

ser um animal de ovulacdo induzida, o estimulo mecadnico no momento do coito vai



desencadear um reflexo neuro-enddcrino que culmina com a liberagéo do pico pré-ovulatdrio
de LH, que por sua vez provocara a ovulacido do(s) foliculo(s) pré-ovulatdrio(s). Na auséncia
desta, sucessivos ciclos estrais irdo ocorrer (Shille et al.,, 1979). Entretanto, foi detectada alta
concentracdo de progesterona (> 4,8 nmol. LYe presenga de corpo liteo em 35% das gatas
que ndo tiveram contato com machos, sugerindo a possibilidade de ovulagdo espontanea
(Lawler et al., 1993).

As gatas, entretanto, podem se apresentar poliéstricas continuas em regides tropicais,
onde ndo ha defini¢do clara das estagdes do ano e, consequentemente, a quantidade de horas
de luz por dia ndo se altera significativamente entre inverno e verdo. O mesmo pode ocorrer
em ambientes com iluminagdo artificial. Além do fator circadiano, o ciclo estral felino
também pode ser influenciado pelo ambiente social do individuo (Michel, 1993).

A puberdade pode ocorrer dos 4 aos 12 meses de idade, ou quando os animais atingem
um peso corporal de 2,3 a 2,5 kg e € influenciada pela estacdo do ano (em locais de clima
temperado) e pela condicdo corporal da gata (Johnston et al., 2001).

O ciclo estral felino é composto por proestro, estro, metaestro e anestro (Feldman &
Nelson, 2004). O método mais confidvel de identificar a fase do ciclo estral em que uma
fémea se encontra é a dosagem hormonal. Este constitui-se, principalmente, da avaliacdo da
concentragdo de progesterona ou 17B-estradiol. Estes hormdnios podem ser avaliados no
plasma sanguineo. Sabe-se que a concentracdo de 17B-estradiol no soro de gatas que estdo em
estro é de aproximadamente 25 pg/ml (Johnston et al., 2001). Além disso, sabe-se que seus
metabdlitos sao excretados na urina e at€é mesmo nas fezes, na forma de estradiol ndo
conjugado e estrona (40%) e como conjugado hidrolizdvel ndo-enzimatico (60%) (Brown et
al., 1994). Em felinos selvagens, avaliacdes da concentracio destes metabdlitos nas fezes tém

sido realizadas para a obten¢@o de maiores informacgdes sobre o ciclo estral destas espécies



(Moreira et al., 2001). J4 a progesterona ndo é detectada durante o ciclo estral e até 2 a 3 dias
apos a copula (Johnston et al., 2001).

As fases do ciclo estral da gata sdo caracterizadas por alteracdes comportamentais. No
anestro, ha pouca interag@o entre a fémea e o macho e ela ignora a presenca dele, defendendo-
se com batidas das patas quando a tentativa de aproximacdo ou de monta ocorre. Quando o
proestro tem inicio, a gata comeg¢a a friccionar a cabeca e o pescoco contra superficies,
movimentar-se demasiadamente e rolar. Anda préximo as paredes quase sempre esfregando o
flanco. A repulsa a presenca do macho diminui e ela comeca a ficar mais tolerante a presenca
deste, entretanto a monta ainda ndo é permitida. Ronronados, alongamentos e abertura e
fechamento das garras tornam-se cada vez mais constantes. Quando em estro, a fémea deixa
de friccionar a cabeca e rolar e comeca a agachar-se com hiperextensdo do trem posterior,
lordose, lateralizacdo da cauda e apresentacdo da regido perineal. A monta € permitida com
alta receptividade. A cOpula ocorre muito rapidamente, mas pode se repetir por vdrias vezes
em um curto espaco de tempo. O metaestro ocorre ao final do estro e novamente a fémea
repele as investidas do macho. Com a realizacdo da cOpula, ocorrerd a ovulagdo e a formagdo
de corpo liteo e, consequentemente, gestacdo ou pseudogestagdo (caso ndo haja fecundagao).
Na auséncia da cdpula, a gata retorna ao proestro, iniciando um novo ciclo (Michael, 1961).

Além do padrdo comportamental, a citologia vaginal sofre modificacdes ao longo do
ciclo estral, no qual sdo observados diferentes tipos e quantidades relativas das células
epiteliais (Figura 1), e pode ser um fator ttil na identifica¢do das fases do ciclo estral da gata.
No proestro, hd muitas células intermedidrias médias a grandes, poucas células superficiais
nucleadas, poucos debris e raros neutrdfilos. No estro, hd grande concentracido celular,
especialmente de células epiteliais superficiais, nucleadas (em maior quantidade) ou
anucleadas, isoladas e em grande quantidade, auséncia de células parabasais, debris e

neutréfilos e poucas células intermedidrias. O metaestro caracteriza-se pela presenca de
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muitas células epiteliais intermedidrias, poucas células superficiais, e a presenca de
neutréfilos. Por fim, na citologia vaginal em anestro, ha poucas células, com predominancia
de células intermediarias de tamanho médio e aglomerados de células parabasais (Mills et al.,

1979).

Figura 1. Esfregaco vaginal de gata. Células epiteliais superficiais — tipicas do estro (A e B); células epiteliais
parabasais (C e D); células epiteliais intermedidrias (E e F); células epiteliais intermedidrias e
parabasais com neutrdfilos (setas) em esfregaco de metaestro (G e H). Adaptado de Mills ez al (1979).



2.3 Criopreservacao de células germinativas femininas

A criopreservacao de células vivas € uma metodologia estabelecida ja ha muito tempo
(revisado por Pegg, 2002). Sua importancia consiste na conservagio de células em nitrogénio
liquido, permitindo a estocagem, por tempo indeterminado, de tecidos animais ou vegetais,
incluindo células germinativas (espermatozdides e ovocitos) e outros tipos celulares (Mazur,
1984). O tecido é conservado porque, a -196°C, temperatura do nitrogénio liquido, ndo hd
energia térmica suficiente para as reagdes quimicas (McGee & Martin et al., 1962).

Durante o processo de criopreservacdo, a dgua constitui um fator importante, pois,
durante o resfriamento das amostras, ocorre a formagdo de cristais de gelo. Sabe-se que a
célula e 0 meio ao seu redor ndo congelam até atingirem -5°C. Isto ocorre devido a redug¢io do
ponto de fusdo, que é ocasionado pelos crioprotetores utilizados. Entre -5 e -15°C, gelo é
formado no meio externo a célula e esta permanece apenas super-resfriada, mas ainda ndo
congela, uma vez que a membrana plasmdtica impede a formacdo de gelo intracitoplasmatico.
A partir deste momento, os eventos fisicos observados irdo depender da velocidade do
congelamento. Desta forma, se o procedimento for rdpido, a desidratagdo celular ndo ocorre,
j4 que nao haverd tempo suficiente para o efluxo de dgua antes do congelamento do meio
intracelular, o que resultard na producdo de cristais de gelo dentro da célula. Se o
procedimento for lento, haverd tempo para a desidratacdo celular, havendo formacgido de
cristais de gelo apenas no meio extracelular. Em resposta ao gradiente osmético com relagéo
ao meio extracelular criado pela a¢do dos crioprotetores e do congelamento da dgua extra-
celular, a d4gua super-resfriada intracelular flui para o meio externo, onde sofrerd
congelamento. A partir dai, pode-se afirmar que a dgua no estado liquido nio existe a
temperaturas inferiores a -130°C, havendo, nestas condigdes, apenas o estado cristalizado

(Mazur, 1984; Elmoazzen, 2000).
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Como ja mencionado, agentes crioprotetores sdo normalmente empregados nestas
técnicas. Estes sdo substancias orginicas que, se usadas corretamente, protegem a célula ou o
tecido contra a formagdo desordenada de cristais de gelo e o choque osmético (Santos et al.,
2008). Os crioprotetores podem ser classificados como intracelulares ou extracelulares. Os
intracelulares — dimetilsulf6xido (DMSO), propanodiol (PROH), etilenoglicol (EG) e glicerol
(GLI) — de baixo peso molecular, agem causando a reducdo do ponto de fusdo, aumento da
viscosidade do meio e substituindo parcialmente as moléculas de dgua intracelulares (Rall et
al., 1984). Ja os extracelulares — sacarose, rafinose, trealose, proteinas (soro fetal bovino) —
fazem a prote¢do da membrana plasmatica e auxiliam na desidratacdo celular (Hovatta er al.,
2005).

A criopreservacdo pode ser realizada em ovdcitos, assim como em foliculos ovarianos
isolados ou inclusos em tecido ovariano. No caso dos ovdcitos, obtidos na maioria das vezes
por puncdo de foliculos antrais, a criopreservagdo resulta em taxas de fecundacdo in vitro
consideravelmente inferiores se comparadas as de ovdcitos ndo criopreservados. Este fato
pode ser explicado pela organizacdo celular dos ovdcitos completamente desenvolvidos. Estes
possuem alta diferenciacio celular, com estruturas altamente suscetiveis aos danos causados
pela criopreservagdo, como grande quantidade de gotas lipidicas, presenca de granulos da
cortical e zona pelicida e, no caso de ovdcitos maduros, fuso meidtico. Neste caso, baixas
temperaturas podem causar despolarizagdo dos microtibulos que formam o fuso, erros na
separacdo dos cromossomos, € inducdo de aneuploidia (Shaw et al., 2000). Para evitar estes
graves efeitos nas células, uma alternativa € a criopreservacdo de ovdcitos inclusos em
foliculos pré-antrais (FPA), que sdo células menos diferenciadas e mais resistentes as
crioinjurias.

Ha uma série de fatores que caracterizam os ovdcitos inclusos em FPA como mais

resistentes a criolesdo: menor tamanho do ovdcito, células da granulosa em menor quantidade,
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baixa taxa metabdlica, nicleo em estdgio de préfase da primeira divisdo meidtica, auséncia de
granulos corticais e baixa quantidade de lipideos intracitoplasmiticos sensiveis ao
congelamento (Shaw et al., 2000).

Os foliculos pré-antrais (FPA) podem ser criopreservados de duas maneiras: inclusos
em fragmentos de tecido ovariano ou isolados. A criopreservacio de foliculos isolados tem
como vantagens a maior facilidade de perfusdo do agente crioprotetor, uma vez que nao ha
barreiras teciduais e possibilidade de acompanhamento dos foliculos individualmente durante
os procedimentos. Entretanto, a criopreservacdo de FPA isolados dificulta a realizacdo de
cultivo in vivo, que pode ser facilmente realizado com fragmentos ovarianos (transplantes),
com possibilidade de retomada da fungdo ovariana. Além disso, o tecido é de mais facil
manuseio e facilmente transportado, o que tem feito a grande maioria dos trabalhos em
criopreservacdo utilizarem este método. Contudo, pode-se citar como desvantagem da
criopreservacido de tecido ovariano a lenta perfusio dos agentes crioprotetores (Hovatta,
2005).

Dois métodos sao utilizados para a criopreservacdo de foliculos pré-antrais, seja de
fragmentos de tecido ovariano ou de foliculos isolados: a vitrificacdo e o congelamento lento.
A vitrificacdo é um processo que utiliza altas concentra¢des de crioprotetor. Além de rdpido
(20.000 a 40.000°C por minuto), é de baixo custo, uma vez que ndo requer equipamentos
especificos (Lin et al., 2008). Neste método, a dgua passa do estado liquido para o estado
vitreo e, como nao ha passagem pelo estado cristalino, ndo hd formagdo de cristais de gelo
(Yeoman et al., 2005).

J4 o congelamento lento € realizado em freezer programdvel, equipamento de alto
custo necessdrio para realizacdo deste método. Esta técnica € caracterizada pela adicao de
baixas concentracdes de crioprotetor (Paynter, 2000). A curva de congelamento ja é

estabelecida para felinos (Lima et al., 2006). O resfriamento é realizado lentamente (2°C/min)
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até -7°C, mantendo-se nesta temperatura por 10 a 15 minutos, quando é realizado o seeding
(Lima et al., 2006). A funcdo do seeding é impedir a formagdo de gelo intracelular, induzindo
a sua formacdo extracelular (Shaw et al, 2000). Em seguida, a amostra continua sendo
resfriada a 0,3°C/min até -35°C. No momento em que a desidratagdo celular € atingida (-30 a -
80°C), o material é entdo estocado em nitrogénio liquido, a -196°C. O congelamento lento tem
se mostrado eficaz na criopreservagao de foliculos inclusos em tecido ovariano felino
(Tanpradit & Chatdarong, 2011).

A criopreservacdo de FPA € uma técnica ja estabelecida para algumas espécies.
Animais de laboratério, como os ratos (Fathi et al., 2013), sdo os mais estudados nesta area.
No caso dos camundongos, houve até mesmo nascimento de individuos vivos apés FIV de
ovocitos criopreservados (Wang et al, 2011). Caninos (Terazono et al, 2012), felinos
(Luvoni et al., 2012), caprinos (Carvalho et al., 2013), ovinos (Sauvat et al., 2013) e bovinos
(Faheem er al., 2013) s@o exemplos de espécies domésticas que tiveram células germinativas
criopreservadas com sucesso, apresentando manutencdo das caracteristicas morfoldgicas ou
retomada de atividade ovariana apds transplante. Em animais selvagens, ha relatos de
criopreservacio com posterior desenvovimento in vitro em felinos selvagens (Wiedemann et
al., 2013), primatas, como os babuinos (Amorim et al., 2013) e macaco rhesus (Ting et al.,

2011), e até mesmo elefantes (Gunasena ef al., 1998).

Para os felinos, sabe-se que ha alta sensibilidade dos ovdcitos aos crioprotetores
(Murakami et al., 2004). Apesar disso, o método de congelamento lento tem sido o de elei¢ao
para a conservagdo das células germinativas felinas com bons resultados. Bosch et al. (2004)
obtiveram desenvolvimento folicular apds xenotransplante de tecido ovariano felino para
cipsula renal de ratos, comprovando a manutencdo da integridade folicular apds a

criopreservacdo com EG a 1,5 M. Posteriormente, diferentes tipos e concentracdes de
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crioprotetores foram avaliados no congelamento lento de tecido ovariano felino e os
resultados comprovaram que a adicdo de 1,5 M de EG foi mais eficaz do que a mesma
concentragdo de glicerol no tocante a porcentagem de foliculos integros encontrados (Lima et
al., 2006).

No caso dos felinos selvagens, um fator limitante para o estudo das células
germinativas € a disponibilidade de ovdrios, uma vez que tratam-se de animais em extingao.
Isto explica a escassez de trabalhos com tais espécies. Além disso, a maioria dos bancos de
germoplasma de felinos selvagens é para armazenamento de sémen, cuja coleta é menos
invasiva do que a de tecido ovariano (Leon-Quinto et al, 2009). Apesar disso, t€m sido
desenvolvidos trabalhos com manipulaco de tecido ovariano de felinos selvagens. Wiedeman
et al. (2012) realizaram a criopreservag@o por congelamento lento também com EG a 1,5 M
de tecido ovariano de leoas. Estes autores também comprovaram a funcionalidade de tal
método crioprotetor apds o desenvolvimento de foliculos antrais in vivo e maturagdo in vitro
dos ovdcitos.

O desenvolvimento de métodos para a criopreservagao de foliculos pré-antrais pode

permitir a conservacdo dos mesmos até que sejam desenvolvidos protocolos eficientes de

cultivo in vitro ou de transplante para sua completa maturagao.

2.4 Transplante de tecido ovariano

Apds a criopreservacdo, ovdcitos podem ser destinados para desenvolvimento e
maturacio in vitro, transplante ou uma combinacdo de ambas as técnicas. Entretanto, a
recuperagdo e o crescimento continuado desses ovdcitos in vitro, a partir de estigios muito
precoces até o estdgio de metdfase I, na qual a fertilizacdo pode ocorrer, representam um

consideravel desafio.
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Ha varias classificagdes no tocante a realizagdo de transplantes. Uma das maneiras de
classificar a técnica é de acordo com a relagdo filogenética entre doador e receptor. Desta
forma, tem-se:

- autotransplante: quando o tecido € transplantado para o mesmo individuo de origem:;

- alotransplante: quando o doador e o receptor do enxerto pertencem a mesma espécie,
mas sdo geneticamente distintos;

- isotransplante: quando o doador e o receptor, além de pertencerem & mesma espécie,
também sdo geneticamente semelhantes; tal técnica tem sido realizada em mulheres gémeas
homozigéticas para restabelecimento de capacidade reprodutiva (Silber ez al., 2008);

- xenotransplante: quando o doador e o receptor pertencem a espécies diferentes;

Outra forma de classificar o método de transplante é de acordo com o local de
aplicag@o do enxerto: transplante ortotdpico, que corresponde as situacdes em que o enxerto é
aplicado em posi¢do anatomica proéxima a origem; ou transplante heterotépico, quando o
implante € aplicado em posi¢des distantes a anatdmica original, como o tecido subcutineo,
musculo, entre outras.

Os primeiros relatos de transplante de tecido ovariano fresco foram descritos na
década de 1940 (Biskind et al., 1944, citado por Biskind et al, 1950), quando foram
realizados autotransplantes heterotdpicos em ratos. J4 na década de 1960, bons resultados
foram descritos apds autotransplante em hamster, no qual houve restabelecimento da funcéo
ovariana com desenvolvimento de foliculos para estdgios antrais (Caldwell et al., 1966) e até
mesmo nascimento de individuos vivos (Parrot, 1960). Mais adiante, nos anos 90, os estudos
em animais de laboratério comecaram a ser direcionados para a efetividade do transplante
apds tratamentos quimioterdpicos (Aubard et al, 1998), visando futuras aplicagdes em
humanos. Hoje em dia, bons resultados t€ém sido descritos em animais de laboratdrio.

Experimentos visando ao restabelecimento da fertilidade em camundongos através de
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autotransplante (Wang et al., 2013) ou até mesmo de foliculos isolados (Ryung-Park er al.,
2013) ap6s tratamentos citotoxicos t€m sido frequentes e eficazes, sempre com nascimento de

animais saudaveis.

Apesar de a ideia ja ter sido citada na década de 1980 com estudos preliminares
(Grischenko et al, 1987), experimentos com transplante de tecido ovariano humano
comecaram a ser realizados na década de 1990. Nesta época, testes com xenotransplante de
ovario humano para ratos imunodeficientes eram realizados (Weissman et al., 1999). Nestas
circunstancias, os camundongos imunodeficientes (NOD-SCID) tém sido uma opcéo
adequada para evitar morte do tecido ovariano devido a reagdes imunoldgicas. O melhor local
para transplante ovariano nestas espécies € intramuscular, uma vez que esta regido mostrou-se
mais eficaz na manutengdo da integridade do estroma ovariano com menores taxas de fibrose
(Dath et al., 2010).

Atualmente, as técnicas de transplante ovariano t€m colaborado na manutencdo da
fertilidade humana nos casos em que mulheres passam por tratamentos quimioterapicos
capazes de impedir a produgdo posterior de ovdcitos vidveis (Dolmans et al., 2013). Avangos
significativos em humanos t€m sido realizados nesta drea com este intuito (Ernst et al., 2010).

No caso de autotransplantes ortotépicos em mulheres, de acordo com Donnez et al.
(2013), ha duas técnicas, ja estabelecidas e comprovadamente eficazes. A primeira consiste na
retirada e congelamento de apenas um ovdrio antes do tratamento. A segunda técnica pode ser
adotada quando ambos o0s ovdrios sdo retirados. Para tanto, fragmentos ovarianos sdo
depositados em uma “janela” para neovascularizacdo e a adesdo é facilitada com cola de
fibrina. Tais técnicas ja possibilitaram o nascimento de bebés sauddveis espontaneamente

(Donnez et al., 2004; Ernst et al., 2010; Revel et al., 2011; Sanchez-Serrano et al., 2010).
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Além do sucesso com transplante ortotdpico, alguns experimentos adotaram o método
heterotdpico de transplante ovariano em humanos. Oktay et al. (2001) utilizaram esta técnica
e verificaram a retomada da atividade ovariana, com ovulacdo apds dez semanas de
transplante. Este mesmo grupo também obteve o desenvolvimento de um embrido in vitro
com o retorno da atividade ovariana trés meses pOs-transplante (Oktay et al, 2004).
Entretanto, o primeiro relato de gravidez apds autotransplante heterotdpico ocorreu anos
depois. Ap0s o transplante para a parede abdominal, foi realizada a pun¢do do ovdcito seguida
de injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSI). Os dois embrides produzidos foram
transferidos e a gravidez gemelar foi confirmada por ultrassonografia (Stern et al., 2013).

Relatos de transplante ovariano em humanos tém sido publicados com frequéncia nos
ultimos anos. Sabe-se que a taxa de sucesso nesta espécie € considerdvel. De acordo com
Donnez et al. (2013), pelo menos 30 bebés nasceram até o ano de 2012 apds transplante
ovariano de tecido criopreservado.

Sobre a manutengdo da atividade ovariana apds o transplante em humanos, héd alguns
relatos. De acordo com Silber et al. (2012), o tempo minimo ja descrito de manutengdo da
fertilidade foi de dois anos em duas pacientes, de 26 e de 35 anos, que tiveram o ovario fresco
transplantado para uma irma gémea durante o periodo de tratamento. Nestas mesmas
circunstancias, ha relatos de funcionalidade ovariana mantida por mais de sete anos apds o
transplante. J4 no caso de autotransplante pds-descongelamento, a viabilidade mdxima
alcancada do enxerto foi de quatro anos, entretanto, ndo menos eficaz, uma vez que
proporcionou nascimento de dois bebés sauddveis sem interven¢do médica apds o transplante.

Cirurgias de transplante de tecido ovariano também tém sido descritas em outras
espécies como ovinos (Denschlag et al., 2005), bovinos (Kagawa et al., 2009) e patos (Song

et al., 2012). Em caninos, por exemplo, aplicacdo de enxertos ovarianos foi proposta com o
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intuito de prevenir efeitos colaterais da cirurgia de ovariectomia (Schossler et al., 1999),
como obesidade e vulvite associada a incontinéncia.

Xenotransplante ja foi descrito em caninos (Abdel-Ghani et al, 2011) e bovinos
(Aerts et al., 2010). Nestes casos, o melhor resultado obtido foi apenas a manutencdo da
viabilidade dos foliculos apds os transplantes. O desenvolvimento de foliculos antrais foi
descrito por Gosden et al. (1994) e Bosch et al. (2004) apds xenotransplante de ovario ovino e
felino, respectivamente, para camundongos imunossuprimidos. Em animais selvagens, para os
quais o objetivo é preservar a diversidade genética das espécies ameacadas de extingdo, o
xenotransplante tem sido o método mais utilizado (Wiedemann et al., 2012; Gunasena et al.,
1998; Candy et al., 1995).

Entretanto, no ambito dos animais domésticos, o autotransplante € uma opg¢do
consideravel para caracterizar os ciclos estrais e particularidades hormonais em cada espécie
e, além disso, estabelecer protocolos eficazes aplicdveis em espécies com proximidade
filogenética. Imhof er al. (2006) relataram a ocorréncia de prenhez espontidnea em ovelha apds
autotransplante ortotopico. Em relacdo aos autotransplantes heterotdpicos, ja foi descrito, em
cadelas o, desenvolvimento de foliculos antrais em enxertos transplantados sob a fascia do
musculo toracolombar (Terazono et al., 2012a). Em ovelhas, o desenvolvimento de foliculo
antral foi relatado (Aubard et al., 1999). O nascimento de individuos saudaveis foi relatado
em macacos rhesus apds autotransplante heterotdpico seguido de pungdo do ovécito e ICSI
(Lee et al., 2004).

Especificamente em gatas domésticas, experimentos foram realizados para avaliar a
eficidcia do autotransplante heterotépico para o tecido subcutineo da regido abdominal.
Crestana et al. (2006) puderam inferir em seu experimento que o acimulo de tecido adiposo
nesta regido, ap6s o procedimento cirdrgico, dificulta a localizagdo dos enxertos para

acompanhamento dos mesmos apds o transplante. Neste caso, a reabsorcdo do tecido em
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questdo € uma possibilidade a ser considerada. Entretanto, o xenotransplante mostrou-se uma
op¢ao para os felinos. Bosch et al. (2004) obtiveram o desenvolvimento folicular até o estagio
antral apds xenotransplante de ovério de gatas domésticas para cdpsula renal de camundongos
imunossuprimidos. Em outro experimento, foi realizada a punc¢do do ovdcito e a maturagdo in
vitro com sucesso até a quebra da vesicula germinativa (Fassbender et al., 2007).

Sabe-se que a maior perda de foliculos acontece até a neovascularizacdo, sendo este
tempo o maior fator limitante para a sobrevivéncia de foliculos primordiais em enxertos
transplantados. Desta forma, a escolha do local onde sera realizado o implante é um fator
determinante para o sucesso da técnica.

Buscando a prevencdo das injdrias causadas pela isquemia, alguns trabalhos t€m sido
desenvolvidos no ambito de avaliar a agcdo de alguns tratamentos realizados, tanto no enxerto
antes da aplicacdo, quanto na receptora. A utilizacdo de agentes antioxidantes como a
vitamina E tem proporcionado maior porcentagem de foliculos vidveis apds o transplante,
assim como maiores taxas de revascularizacdo (Nugent et al., 1998). Esta vitamina previne a
peroxidacdo de lipideos nas membranas celulares, proporcionando maior integridade
estrutural das células e impedindo a consequente formacdo de radicais livres (Medeiros &
Paulino, 2006). Nugent et al. (1998) relatam que tal vitamina proporciona redu¢do da acdo de
perdxidos lipidicos sobre o enxerto. Entre as principais fontes de vitamina E, estdo o 6leo de
germe de trigo, vegetais verdes e crus, 6leos de sementes e gordura animal (Medeiros &
Paulino, 2006). O 4cido ascorbico e também o manitol resultaram na redugdo de radicais
livres (Sagsoz et al., 2002). Também alguns hormdnios, como o foliculo estimulante (FSH) e
o luteinizante (LH) (Imthurn et al, 2000) e fatores de crescimento, como o fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-$) e o fator de crescimento do endotélio vascular

(VEGF) (Dissen et al.,, 1994) foram utilizados. Além de fatores quimicos, a acdo mecanica
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sobre o local onde serd depositado o enxerto para promover acdo inflamatéria do local e,

consequentemente, maior vascularizacdo foi realizada com sucesso (Donnez et al., 2004).
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3 Justificativa

Os gatos domésticos sdo o modelo experimental ideal para estudos relacionados a
felinos selvagens devido a sua proximidade filogenética com tais espécies. Desta forma, o
melhoramento de técnicas de preserva¢do de tecido ovariano de gatas domésticas pode
possibilitar, futuramente, avangos no melhoramento da capacidade reprodutiva de animais em
risco de extingao.

Cada vez mais, a criopreservacdo de células germinativas tem sido utilizada como
método de promover a eficiéncia reprodutiva de espécies domésticas e selvagens, buscando
melhores resultados na produc@o ou a prevencdo da extingdo, respectivamente. No caso dos
felinos selvagens, tais métodos contribuem com o processo de formagdo de bancos de
germoplasma, cuja quantidade de material genético disponivel € escassa.

Como os ovdcitos maduros fertilizdveis sdo bastante susceptiveis a crioinjurias, a
solu¢d@o encontrada € a utilizacdo de FPA, os quais estdo presentes em maior quantidade e sdo
mais resistentes a criopreservacdo. Porém, protocolos para o crescimento in vitro destes
foliculos ainda estdo em fase de desenvolvimento e sdo muito inespecificos. Uma solucao
mais prética e aplicdvel seria a criopreservacio do tecido ovariano, com posterior transplante,
para que o desenvolvimento ocorra in vivo. Problemas devido a reagdes imunoldgicas e
rejeicdo seriam contornados com o autotransplante, que, se realizado heterotopicamente no
tecido subcutdneo, facilita as avaliacdes e possiveis coletas de ovdcito pds-transplante,
diminuindo o estresse sofrido pelo animal durante o experimento; desta forma, custos com

procedimentos cirtirgicos sdo reduzidos e a manipulacdo € facilitada.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi testar a viabilidade da criopreservacdo de tecido
ovariano felino, bem como da técnica de autotransplante heterotépico e sua aplicabilidade na

Medicina Veterinaria.

4.2 Objetivos Especificos

o Testar diferentes crioprotetores na criopreservagdo de tecido ovariano de gatas
domésticas;

e Verificar a eficiéncia da técnica de autotransplante heterotopico de ovarios frescos em
gatas domésticas;

e Verificar a eficiéncia da criopreservacdo de tecido ovariano de gata através de
caracteristicas morfolégicas dos foliculos;

e Avaliar o desenvolvimento folicular apds autotransplante de tecido ovariano de gatas.
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S Material e métodos
O experimento foi subdividido em duas etapas: a primeira foi referente ao teste de
criopreservacdo (Etapa 1) e a segunda consistiu nos procedimentos de autotransplante

ovariano (Etapa 2).

5.1 Etapa 1 — Criopreservacao de tecido ovariano felino

Com o intuito de determinar qual o melhor protocolo de congelamento para tecido
ovariano felino, um teste de criopreservacdo foi realizado.

Esta etapa do experimento foi realizada no Laboratério de Neuroendocrinologia,
Metabolismo e Reproducdo, do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, no Instituto de

Ciéncias Biologicas (IB) da Universidade de Brasilia (UnB).

5.1.1 Delineamento experimental

Inicialmente, nove pares de ovdrios provenientes de nove animais adultos higidos
submetidos a procedimentos de ovario-histerectomia eletiva em clinica veterinaria local foram
utilizados. Foram testados os crioprotetores DMSO e EG, separadamente ou de forma
associada. Trés tratamentos foram avaliados: DMSO a 1,5M, EG a 1,5M e DMSO a 0,75M +
EG a 0,75M. O método utilizado foi o de congelamento lento.

De cada par de ovérios foram retirados oito fragmentos de cortex de ] mm x 1 mm x 5
mm. Destes, dois fragmentos foram subdivididos e uma parte foi imediatamente fixada para
histologia cldssica e a outra para microscopia eletronica de transmissdo (MET). Os outros 6

fragmentos foram submetidos as incuba¢des com crioprotetores.
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5.1.2 Protocolo de criopreservacao

Os fragmentos foram equilibrados a 10°C por 10 minutos em 1 ml de M199 acrescido
de 0,4% de sacarose 10% SFB com uma das trés diferentes solucdes crioprotetoras (duas
amostras em cada): DMSO a 1,5M, EG a 1,5M ou DMSO a 0,75M + EG a 0,75M. De cada
solucdo crioprotetora, uma amostra foi referente ao teste de toxicidade do crioprotetor e foi
submetida aos trés banhos, de cinco minutos cada, em M199 acrescido de 10% SFB e 0,4%
sacarose com concentracdes decrescentes do(s) crioprotetor(es) em questdo: o primeiro com
0,75 M de crioprotetor, o seguinte com 0,375 M e o ultimo com auséncia de crioprotetor,
com a intencdo de remover o mesmo do tecido sem causar estresse osmotico as células. As
outras amostras foram transferidas para o equipamento de congelamento lento. O desenho

experimental estd ilustrado na Figura 2.
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Figura 2. Delineamento experimental da Etapa 1.

Para o congelamento, independentemente da solucdo crioprotetora utilizada, os
criotubos contendo os fragmentos de tecido ovariano foram resfriados a -7°C a velocidade de
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2°C/min, e mantidos nesta temperatura por 15 minutos para a realizagio do seeding,
resfriados até -35°C a 0,3°C/min e, por fim, submersos em nitrogénio liquido (-196°C) (Figura

3).
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Figura 3. Curva de congelamento lento utilizada.

Ap6s 45 dias estocadas as amostras foram retiradas do nitrogénio liquido e submetidas
ao protocolo de descongelamento. Primeiramente os criotubos foram mantidos em
temperatura ambiente sobre a bancada por 1 minuto. Logo apds, mergulhados em banho-
maria a 37°C por 4 minutos. Apds o completo descongelamento das amostras, foram
realizados os banhos para retirada de crioprotetor, como descrito previamente para o teste de
toxicidade. As amostras foram entdo fixadas e processadas para microscopia de luz e

microscopia eletrdnica de transmissdo.

5.1.3 Microscopia de luz
As amostras destinadas a histologia classica foram fixadas em Carnoy por 2 horas e,
subsequentemente, mantidas em dlcool 70%. Entdo, os espécimes foram submetidos ao
processamento. Para a desidratacdo, cada fragmento foi banhado em solugdes com
concentragdes crescentes de dlcool (70%, 80%, 90% e trés banhos de dlcool 100%). A

diafanizacdo foi realizada com trés banhos de xilol de 1 hora cada. Para a inclusdo, foram
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realizados 3 banhos em paraplast, de 1 hora cada. Em seguida, o material foi colocado em
formas de silicone, incluido em parafina e mantido em temperatura ambiente para
endurecimento do bloco. Apds o endurecimento dos blocos, os mesmos foram cortados com 5
pum de espessura e, entdo, as laminas foram desparafinizadas (trés banhos de xilol),
reidratadas (banhos de dlcool 100%, 90%, 80% e 70% e agua) e coradas com hematoxilina e
eosina (HE). Logo apds as secgdes, foram novamente desidratadas (4lcool 70%, 80%, 90%,
100% e trés banhos de xilol) e montadas, com a aplicacdo de laminula sobre os cortes com
verniz.

As laminas obtidas do processamento histolégico foram avaliadas pela contagem e
classificag@o dos foliculos morfologicamente normais e degenerados. Estes eram classificados
como degenerados se apresentassem qualquer uma das seguintes caracteristicas: nucleo do
ovocito picnético, ovécito com citoplasma retraido, vactiolos no citoplasma do ovdcito,
desorganizacdo das células da granulosa ou descolamento do estroma. Os foliculos eram
ainda classificados como primordiais ou em crescimento, de acordo com a forma e o nimero

de camadas de células da granulosa.

5.1.4 Microscopia eletronica de transmissao

As amostras destinadas a MET foram fixadas em Karnovsky modificado (2,5%
glutaraldeido, 2% paraformaldeido em tamp@o cacodilato de sédio a 0,1M, pH 7,2) por 4
horas, lavadas em tampdo cacodilato de sédio (0,1 M), pds-fixadas em tetréxido de Gsmio
(1%) com ferrocianeto de potassio (1,6%) e cloreto de cdlcio (5 mM), contrastadas in bloc em
acetato de uranila (0,5%), lavadas e desidratadas com banhos sucessivos em concentracdes
crescentes de acetona, embebidas e incluidas em resina Spurr. Apés o emblocamento, foram
feitos cortes semi-finos (3 um) para a localizacdo dos foliculos. As amostras foram entio

N

submetidas a ultramicrotomia, com espessura de 70 nm. As amostras foram avaliadas em
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microscopio eletronico de transmissdo (Jeol, JEM 1011) quanto as caracteristicas e

distribuicdo das organelas e membranas do ovécito e das células da granulosa.

5.1.5 Anailise estatistica
As porcentagens de foliculos morfologicamente normais e nos diferentes estdgios de
desenvolvimento (primordial e em crescimento) foram calculadas em cada tratamento. Os
dados foram transformados para arcsenV% e submetidos 2 andlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas entre os tratamentos pelo teste de Tukey. Diferengas foram consideradas

significativas quando P<0,05.

5.2 Etapa 2 — Transplantes de tecido ovariano

Esta etapa do projeto foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso Animal (CEUA) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da Universidade de Brasilia (UnB), sob nimero
UnBDOC 76940/2012. Os animais foram mantidos no Biotério do IB/UnB, localizado na
cidade de Brasilia, Distrito Federal, Brasil (15° 78 de latitude sul e 47° 93’ de longitude
oeste). O clima € tropical de altitude com verdo imido e chuvoso e inverno seco, temperatura
média anual de 19°C, 12 horas/luz por dia, precipita¢cdo média de 378,9 mm de chuva por més
e umidade relativa do ar média de 67,5% (INMET - Brasilia — DF).

Os procedimentos de processamento histolégico foram realizados no Laboratério de
Neuroendocrinologia, Metabolismo e Reproducdo, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas,
IB, UnB.

As cirurgias, bem como os implantes, foram realizados em clinica veterindria local. As

biopsias foram realizadas na sala de procedimentos do Biotério do 1B, UnB.
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5.2.1 Animais

Para a realizacdo desta etapa do experimento, foram utilizadas cinco gatas, sem raca
definida, provenientes de Centro de Controle de Zoonoses (DIVAL — Diretoria de Vigilancia
Ambiental — Brasilia — DF). Néo foi possivel obter a idade exata dos animais, mas todos eram
adultos no momento do resgate, estimado de acordo com seu tamanho. Além disso, os
animais apresentavam histérico comprovado de fertilidade. Todas as gatas eram negativas
para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e para o virus da leucemia felina (FELV) e
foram vermifugadas no momento da transferéncia para o gatil de experimentacdo. As gatas
foram mantidas por um periodo de adaptacdo de 1 més em acompanhamento clinico para
assegurar que estivessem sauddveis no momento da cirurgia e apds os transplantes. Os
animais foram alojados em gaiolas individuais e alimentadas com ragdo comercial seca

conforme suas necessidades corporais e agua fresca ad libitum.

5.2.2 Delineamento Experimental

Os animais foram submetidos ao procedimento de ovdrio-histerectomia bilateral. Apds
a retirada, os ovdrios foram limpos de tecidos adjacentes e lavados em solugdo salina. Cada
ovério foi entdo cortado em quatro fragmentos de aproximadamente 1 x 1 x 5 mm, totalizando
oito fragmentos por animal. Um dos fragmentos de cada ovario foi imediatamente fixado para
posterior andlise por histologia, conforme descrito anteriormente, para servir de controle
(Figuras 4 e 5).

Os animais foram submetidos ao autotransplante de fragmentos de ovérios frescos
(n=6) no tecido subcutineo da regido dorsal do pescog¢o durante o mesmo procedimento

cirdrgico (Figura 4).
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Figura 4. Esquema do procedimento adotado para o transplante de tecido ovariano fresco. ML: microscopia de
luz.

5.2.3 Protocolo anestésico e cirurgia

As gatas foram mantidas em jejum alimentar de 12 horas prévias ao procedimento.
Previamente a cirurgia, foram submetidas a protocolo anestésico adaptado de Cunha et al
(2002) e Schiochet et al. (2007): pré-anestesia com acepromazina (0,2 mg/kg) e meperidina (5
mg/kg) aplicadas via intramuscular, inducdo anestésica com quetamina (3 mg/kg) e
midazolam (0,5 mg/kg) e a manutengdo com isofluorano vaporizado em oxigénio a 100%.
Também, antibioticoterapia profilatica (Enrofloxacina, 5 mg/kg) e anti-inflamatério
(Cetoprofeno, 2 mg/kg) foram administrados previamente ao procedimento cirdrgico. O
procedimento de castracgdo foi realizado segundo Fossum (2007).

Os animais tiveram seis fragmentos (tr€s de cada ovario) imediatamente aderidos ao
tecido subcutineo da regido cervical dorsal (Figuras 5 e 6), durante 0 mesmo procedimento
cirirgico em que os ovarios foram removidos. Antes da aplicagdo, os fragmentos eram
rapidamente banhados em solucdo de iodo a 1% seguido de tr€s banhos em solucdo
fisiolégica a 0,9% estéril para antissepsia dos enxertos. O local para aplicacdo dos enxertos

foi selecionado devido a baixa deposi¢do de tecido adiposo pds-cirurgia nesta regido. Além
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disso, trata-se de uma regido de dificil acesso para lambedura, evitando possiveis infec¢cdes
posteriores. O local foi identificado posteriormente mantendo-se a regido tricotomizada.
Todas as gatas receberam uma aplicacdo de vitamina E (Monovin E®) no dia dos

transplantes (5 mg/kg) para prevenir a produgéo de radicais livres e promover a viabilidade do

enxerto até a neovascularizacido (Nugent et al., 1998).

Figura 5. Fotos ilustrativas da aplica¢@o dos enxertos na regido dorsal do pescogo das gatas.

Figura 6. Local de aplica¢do dos implantes no tecido subcutineo.

5.2.4 Acompanhamento dos animais apos os transplantes
Apo6s os transplantes (o dia do transplante foi considerado sempre como o dia 0 do
tratamento), as gatas foram acompanhadas semanalmente para verificar o retorno ao ciclo
estral por meio de avaliacdo do comportamento, citologia vaginal e ultrassonografias. As
biopsias de tecido ovariano transplantado foram retiradas nos dias 7, 14, 28, 49 e 63 pos-
transplante (Figura 7).
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Figura 7. Cronologia dos procedimentos e avalia¢des realizados nas gatas.

A avaliagdo do comportamento foi realizada diariamente. As alteracdes
comportamentais consideradas relevantes foram aumento da vocalizagdo, lordose associada a
tremor do trem posterior, apresentacdo da regido perineal e lateralizacdo frequente da cauda.
De acordo com a ocorréncia, as alteracdes comportamentais eram registradas em ata para
posterior associagdo com possivel desenvolvimento folicular.

A citologia vaginal foi realizada semanalmente. Ao final do experimento, a sequéncia
de laminas confeccionadas para a citologia vaginal foi avaliada e comparada de acordo com o
perfil celular apresentado: ocorréncia de células parabasais, intermedidrias, superficiais
nucleadas e superficiais anucleadas, neutréfilos e hemdcias. A partir desta avaliacdo, foi
interpretado o perfil de cada animal durante o periodo referente ao experimento e se houve
alteracdes que pudessem representar alteracdes hormonais do ciclo estral.

As avaliagdes por ultrassom foram realizadas semanalmente com o intuito de
acompanhar a localizacio e o desenvolvimento dos transplantes e possivel desenvolvimento
de foliculos antrais. Os tipos de imagens observadas durante as avalia¢des ultrassonograficas

de cada fragmento durante o exame foram:
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- ecogenicidade mista (EM): fragmentos em que a imagem revelava &reas de
caracteristica mista, com pontos tanto hipoecdicos quanto hiperecdicos;

- possivel foliculo (PF): classificagdo dada aos fragmentos em que foram identificados
circulos hipoecdicos, sugestivos de cavidades repletas com liquido que poderiam
corresponder a foliculos antrais;

- fragmento encapsulado (FE): fragmentos que apresentavam uma cédpsula de tecido
conjuntivo ao redor do fragmento implantado, visualizado facilmente pelo ultrassom como
uma fina camada hiperecéica circundando uma 4rea mais hipoecdica;

- processo inflamatério (IN): caracterizado por hiper-ecogenicidade, com
espessamento das bordas;

- vascularizacdo (VS): caracterizada por ausé€ncia do espessamento das bordas do

fragmento, o que caracteriza boa adesdo e, consequentemente, vascularizagao.

5.2.5 Avaliacao por histologia classica

Com o objetivo de avaliar o sucesso do transplante pela sua revascularizagdo e
desenvolvimento folicular um dos fragmentos de tecido ovariano transplantados foi retirado
apds 7, 14, 28, 49 e 63 dias de transplante. Para as biopsias, os animais encontravam-se
sedados e sob analgesia (quetamina 5 mg/kg e xilazina 0,5 mg/kg). O material obtido foi
processado para avaliagdo por histologia cldssica, conforme ja descrito para a Etapa 1 do
trabalho. A andlise por microscopia de luz consistiu na avaliacdo das estruturas foliculares, do
estroma ovariano bem como da presenca de vasos sanguineos.

As laminas obtidas do processamento histoldgico foram avaliadas como descrito para
a Etapa 1 do experimento. Os foliculos eram contados e considerados normais quando

apresentaram ntcleo do ovécito ndo picnético e células da granulosa organizadas. Em
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algumas amostras, devido a grande alteracdo morfoldgica, as estruturas foram descritas de

acordo com a forma que apresentaram.
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6 Resultados

6.1 Etapa 1 - Teste de criopreservacao de tecido ovariano felino

6.1.1 Microscopia de luz

Devido a baixa quantidade de foliculos encontrados nos estigios primdrio e
secundario, ambos foram classificados como foliculos em crescimento. No total, 4582
foliculos foram avaliados por microscopia de luz: 3893 foliculos primordiais e 689 em
crescimento. A partir da avaliagio do tecido fixado na microscopia de luz, foram calculadas
as porcentagens médias de FPA morfologicamente normais. Tais resultados encontram-se na
Tabela 1. A andlise estatistica revelou uma porcentagem de FPA morfologicamente normais
significativamente menor (P<0,05) em todos os tratamentos de criopreservagdo quando
comparados ao grupo controle. Os testes de toxicidade com os diferentes crioprotetores nio
apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao controle ou ao congelamento. Entre os
defeitos encontrados nos foliculos primordiais analisados, os mais freqiientes foram os
nudcleos de ovdcitos picnéticos, que caracterizam-se pela extrema condensacio da cromatina
que proporciona uma coloracdo mais acidéfila ao nicleo. Ja entre os foliculos em
crescimento, houve descolamento da estrutura folicular do estroma ovariano, com espaco
vazio entre foliculo e células do estroma e também presenca de vactiolos no citoplasma do
ovdcito, que consistiam de grandes circulos claros que foram sugestivos de gotas lipidicas. O

estroma ovariano apresentou-se frouxo nos tecidos observados. (Figura 8).
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Tabela 1. Porcentagem de foliculos morfologicamente normais encontrados nos diferentes tratamentos de
criopreservagdo na avaliag@o pela microscopia de luz.

Tratamento % Fol. Morf. % Primordiais % Em Crescimento
Normais Normais Normais
Controle 94,45 + 4,80° 95,12 + 4,47° 82,02 +21,33"
EG 80,56 + 8,57° 80,06 + 10,19 74,24 + 21,75
DMSO 78,70 + 11,36 78,91 + 12,57 76,47 + 25,65
EG+DMSO 75,87 + 13,89° 78,85 13,17 70,27 + 26,63
TT EG 90,79 + 3,50°° 90,34 +2,55% 87,55 + 18,20°
TT DMSO 88,80 + 9,69° 88,91 £9,21® 86,32 + 17,45°
TT EG+DMSO 83,11 £10,38" 82,88 +8,61" 79,48 29,12°

& Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05). TT EG: teste de toxicidade com etilenoglicol; TT

DMSO: teste de toxicidade com DMSO; TT EG+DMSO: teste de toxicidade com EG + DMSO

Figura 8. Foliculos pré-antrais de gata doméstica corados com HE. A) Pool de foliculos primordiais normais; B)
foliculo secunddrio com descolamento de estroma; C) foliculo primdrio com vaciolo no citoplasma do
ovdcito (seta); D) foliculo primordial com nticleo picnético (seta).
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6.1.2 Microscopia eletronica de transmissao
Durante a avaliagdo pela microscopia eletronica de transmissao, os foliculos (n=4) das
amostras frescas (controle, Figura 9) apresentaram ovdcito aderido as células da granulosa ou
inicio de formacdo de zona peldcida com prolongamentos da membrana plasmadtica. As
organelas estavam bem distribuidas no citoplasma, com abundincia de mitocOndrias
arredondadas e cisternas de reticulo endoplasmatico (Figuras 9A e B). Além disso, os
foliculos analisados apresentaram gotas lipidicas de tamanho médio com eletrondensidades

diferentes (Figuras 9C e D).

Figura 9. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de foliculos pré-antrais em tecido ovariano de gata
fresco (controle). A) inicio de formagdo da zona pelicida (ZP), adesdo entre ovécito e célula da
granulosa (CG). Barra = 5 um; B) microvilosidades entre ovécito e células da granulosa (seta
amarela); C) gota lipidica (Li) apresentando cisternas de reticulo endoplasmadtico liso associadas; D)
presenca de reticulo endoplasmadtico liso (REL) anexo a gota lipidica (Li). CG: célula da granulosa, O:
ovécito, Nu: nucleo do ovdcito, ZP: zona pelicida, REL: reticulo endoplasmdtico liso, (*)
mitocondrias. Barras = 2 um.
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No tecido congelado com DMSO (Figura 10), os foliculos (n=12) apresentaram grande
similaridade com o grupo controle. As mitocdndrias estavam com eletrondensidade normal e
bem distribuidas (Figuras 10A e B). Algumas mitocondrias foram classificadas como
pleomorfas e continham muitas cristas. Foi observado material de zona pelicida em alguns
foliculos, entre o ovocito e as células da granulosa, onde eram vistas microvilosidades se

projetando. As goticulas de lipideo apresentavam tamanho normal (Figura 10A).

Figura 10. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de foliculos pré-antrais em tecido ovariano
criopreservado com DMSO. A) mitocondrias (*) com eletrondensidade normal bem distribuidas pelo
citoplasma do ovdcito e gota lipidica (Li) com reticulo endoplasmético liso ao redor, microvilosidades
na regido de deposicdo de zona pelicida (setas amarelas); B) boa adesdo entre o ovécito (O) e a célula
da granulosa (CG), Mitocondrias (*). Barras = 1 um.

Ja a avaliacdo dos foliculos (N=8) do grupo criopreservado com EG (Figura 11)
evidenciou algumas caracteristicas indesejaveis. Foi possivel observar descolamento do
ovocito das células da granulosa, que foi a principal alteracdo encontrada (Figura 11A). O
citoplasma apresentou granulagdo, cisternas de reticulo endoplasmatico dilatadas e vesiculas

claras, e muitas vezes apresentava areas vazias na regido perinuclear (Figura 11A e B).
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Alguns foliculos apresentavam grandes gotas lipidicas podendo ocupar até % do citoplasma

(Figura 11B).

Figura 11. Imagens de microscopia eletrOnica de transmissdo de foliculos pré-antrais em tecido ovariano
criopreservado com EG. A) descolamento do ovédcito (O) das células da granulosa (CG) sem
microvilosidades (setas amarelas) e vesiculas claras (setas branca e preta). Barra = 2 um; B) grande
gota lipidica (Li) pressionando o ntcleo (Nu), espaco entre ovdcito e célula da granulosa (seta
amarela). Barra = 10 um.

Os foliculos (n=4) no tecido ovariano criopreservado com EG+DMSO (Figura 12)
apresentaram sinais claros de degeneracdo com descolamento entre o ovécito e as células da
granulosa, vesiculas e grumos no citoplasma do ovécito (Figura 12A e B). Além disso, pdde-
se observar, neste tratamento, o rompimento da membrana plasmdtica em varios pontos

(Figura 12C) e separacdo das camadas interna e externa da membrana nuclear (Figura 12D).
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Figura 12. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de foliculos pré-antrais no tecido ovariano
criopreservado com EG+DMSO. A e B) foliculos degenerados apresentando destacamento (*) da zona
pelicida (ZP) e tanto do ovdcito (O) quanto das células da granulosa (CG); Notar os grumos no
citoplasma do ovdcito. C) rompimento de membrana plasmatica (seta vermelha); D) separacdo entre as
camadas interna e externa da membrana nuclear (seta amarela) e desorganizagdo das cisternas de
reticulo endoplasmatico liso (REL). Barrsa = 2 um.

O presente experimento teve como um de seus objetivos determinar o melhor método
de criopreservacdo para o tecido ovariano felino.De acordo com a avaliacdo histoldgica, os
trés protocolos utilizados apresentaram resultados semelhantes. Entretanto, a microscopia
eletronica de transmissao revelou maior eficiéncia do DMSO para criopreservacao do tecido

ovariano felino.
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6.2 Etapa 2 — Transplantes de tecido ovariano

Durante o periodo do experimento, os animais apresentaram-se clinicamente bem e
ganharam peso. Ndo houve problemas que pudessem causar perdas nos resultados do
experimento. Um animal demonstrou problemas gastrointestinais durante o periodo de
adaptacdo a nova racdo, foi prontamente atendido e medicado até sua completa recuperagao.
Nos dias seguintes a cirurgia de castracdo, alguns animais apresentaram processo inflamatério
da ferida cirtirgica. Estes animais foram tratados com antibioticoterapia (enrofloxacina 5
mg/kg) durante sete dias apds a cirurgia. Ao final do experimento, todos os animais foram
doados.

Durante todo o periodo pés-transplante do experimento, os fragmentos eram palpaveis
e facilmente identificaveis sob a pele dos animais, devido a localizacdo escolhida para as

aplicagdes (regido dorsal do pescogo) ndo sofrer grande deposi¢do de tecido adiposo.

6.2.1 Avaliacoes ultrassonograficas
Alguns fragmentos ndo foram encontrados em algumas andlises ultrassonograficas
devido a sua localizagdo sobre o osso da escdpula. Em alguns transplantes, foi possivel
constatar a presenga de vascularizacio, processo inflamatério e identificacdo de “estruturas
circulares hipoecdicas”, que poderiam corresponder a foliculos antrais.

Os resultados de tais avaliagdes para cada animal em cada dia encontram-se no Anexo

Imagens obtidas por ultrassom (Figura 13) mostraram as caracteristicas de enxertos
bem vascularizados, com ecogenicidade mista, cdpsula de tecido conjuntivo, inflamagdo e

revelaram foliculos antrais encontrados nos animais 3 € 4.
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Figura 13. Imagens ultrassonogréficas tipicas das caracteristicas encontradas nos implante subcutineo de tecido
ovariano de gata. A) amostra encapsulada (seta); B) fragmento com ecogenicidade mista: areas
hipoecdicas (setas amarelas) e dreas hiperecdicas (setas vermelhas); C) fragmento com processo
inflamatdrio, ecogénico e com espessamento das bordas (seta); D) fragmento bem vascularizado, com
auséncia de cdpsula e bem aderido; E e F) identificagdo de possivel foliculo antral (setas) aos 56 dias
pos-transplante no animal 3.

A escolha do fragmento a ser retirado foi realizada de acordo com a caracteristica do
implante ao ultrassom. Quando o implante era identificado como “ecogenicidade mista”,
“vasculariza¢do” ou como “possivel foliculo”, 0 mesmo era mantido no animal, viabilizando

possivel desenvolvimento folicular em periodos mais avangados de transplante.
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6.2.2 Avaliacao histolégica do tecido ovariano transplantado

A porcentagem de implantes recuperados foi de 100%. A média de foliculos
analisados por biopsia foi de 181,36+24,78.

A avaliag@o histoldgica dos fragmentos fixados imediatamente apds a ovariectomia
(controle) possibilitou verificar a presenca de foliculos primordiais, primdrios, secunddrios e
até mesmo antrais. Foliculos poliovulares (com mais de um ovécito) foram identificados em
algumas amostras, mas nao foram quantificados. A porcentagem média de foliculos normais
encontrados nos fragmentos controle (ovario fresco) foi de 94,79+3,23%. Dos foliculos
primordiais analisados, 91,54+7,18% eram morfologicamente normais e dos foliculos em
crescimento 76,49+31,17% eram morfologicamente normais.

Os fragmentos de biopsias apresentaram uma capsula de tecido conjuntivo ao redor do
tecido ovariano transplantado (Figura 14A). Além disso, algumas biopsias também
apresentaram tecido adiposo anexo a cdpsula de tecido conjuntivo (Figura 14B). Muitos vasos

sanguineos foram identificados em meio ao tecido ovariano e a cédpsula de conjuntivo

(Figuras 14C e D).
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Figura 14. Tecido ovariano biopsiado em diversos periodos pos-transplante. A) Cdpsula de tecido conjuntivo
aderida ao tecido ovariano apds 42 dias de transplante (seta). B) Tecido adiposo aderido a capsula de
conjuntivo apds 28 dias de transplante. C) Vasos sanguineos (setas) presentes no tecido ovariano
proximo a um foliculo antral apds 63 dias de transplante. D) Vaso sanguineo (seta) presente na
cépsula de tecido conjuntivo ap6s 28 dias de transplante.

Foi possivel observar todas as classes foliculares (primordiais, primarios, secundarios
e antrais, Figura 15), apés o transplante de tecido ovariano fresco. Houve grande diferenca
individual entre as biopsias coletadas no mesmo dia para os diferentes animais. Pode-se
observar que a maioria dos foliculos pertencentes ao grupo dos primordiais foi classificada
como normal ao longo de todo o periodo do estudo (89,61+£12,35). As médias de foliculos
morfologicamente normais bem como a de foliculos degenerados encontrados nas biopsias
dos dias 7, 14, 28, 49 e 63 encontram-se na Tabela 2. Dentre os foliculos morfologicamente

normais, a distribuicio nas classes de primordial e em crescimento encontra-se na Tabela 3.
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Figura 15. Foliculos ovarianos morfologicamente normais observados nas biopsias. A) Foliculos primordiais
ap0s 7 dias de transplante. B) Foliculos primarios apds 63 dias de transplante. C) Foliculo secundario
apds 42 dias de transplante. D) Foliculo antral apés 28 dias de transplante.

Tabela 2. Porcentagens médias de foliculos ovarianos morfologicamente normais e degenerados encontrados nas

biopsias.

Dias  Primordiais cresgﬁemo Totais Deg;;ﬁrilgﬁo Deg;;ﬁrggﬁo Outros
0dias  97,68+0,66  83,56+9,91  94,79+3,23 0 0 5,21+3,23
7 dias  68,66+28,83 7,158,773  44,36+30,56 39,98+23,51 8,13+7,19 7,50£0,14
14 dias  81,65+24,57  2,78%2,14  46,95+13,97  8,29+11,72 42,2840,47  2,46x2,72
28 dias  99,47+0,74 5,935,775 51,22+14,12 0 48,46£14,54  0,3+0,42
49 dias  99,49+0,72  15,55%18,4  54,80+36,47 0 44,81£37,00  0,37+0,52
63 dias 90,74+11,29 23,96+34,36 21,13+17,03 0 73,98+23,92 4,866,838

44



Tabela 3. Distribui¢do dos foliculos morfologicamente normais nas classes de desenvolvimento (primordial e
em crescimento).

Foliculos morfologicamente

Dias normais
Primordiais Em crescimento
7 dias 95,75+2,70 4,24+2.70
14 dias 96,88+3,04 3,12+3,04
28 dias 94,47+2,00 5,52+2,00
49 dias 92,17+2,02 7,82+2,03

63 dias  78.66+16.97 21.33£16.97

Os fragmentos de tecido ovariano transplantados e biopsiados apresentaram foliculos
com caracteristicas peculiares, que foram classificadas como defeitos. Dentre os foliculos em
desenvolvimento, nas biopsias dos dias 7 e 14 houve um tipo de degeneracdo folicular
caracterizada por ovdcito com citoplasma acidéfilo e auséncia de nicleo (Degeneracdo tipo 1,
Figuras 16A e B). Outra alteracdo bastante comum foi caracterizada como estruturas
foliculares com células da granulosa justapostas que cobriam a regido do ovdcito
(Degeneracao tipo 2, Figura 16C e D). Outros defeitos observados foram semelhantes aqueles

ja descritos na Etapa 1 do experimento: nticleo picnético e descolamento do estroma ovariano.
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Figura 16. Foliculos com degeneracdes encontrados nas biopsias de tecido ovariano. A) Foliculos com
degeneracdo do tipo 1 (setas vermelhas) préximos a foliculos normais (setas pretas) apds sete dias de
transplante. B) Foliculos com degeneracdo tipo 1 (setas vermelhas) apds 14 dias de transplante. C)
Foliculos com degenerag@o tipo 2 apds 49 dias de transplante. D) Foliculos com degeneragdo tipo 2
(setas vermelhas) proximo a foliculos primordiais normais (setas pretas) apds 14 dias de transplante.

Os animais 3, 4 e 5 apresentaram desenvolvimento de foliculo antral apds
autotransplante de tecido ovariano fresco. No animal 3, houve desenvolvimento de um
foliculo antral (1,8 mm de didmetro) apds 63 dias de transplante (Figura 17A). J4 o animal 4
teve foliculos antrais em trés biopsias (Figura 17B a D): dias 28 (1 foliculo — 0,6 mm), 49 (1
foliculo — 0,6 mm) e 63 pds-transplante (dois foliculos — 1,0 e 0,8 mm). O animal 5
apresentou foliculos luteinizados nos dias 28 e 49, e 1 foliculo antral (1,1 mm) no dia 63

(Figura 17E e F).
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Figura 17. Estruturas foliculares encontradas em tecido ovariano biopsiado: A) Foliculo antral presente na
biopsia de tecido ovariano do animal 3 apds 63 dias de transplante; B-D) Foliculos antrais presentes
nas biopsias de tecido ovariano do animal 4 apéds 28 (B), 49 (C) e 63 (D) dias de transplante; E-F)
foliculos presentes nas biopsias de tecido ovariano do animal 5: E) Foliculo luteinizado com ovécito
(seta amarela) apds 49 dias de transplante; F) foliculo antral apés 63 dias de transplante.

6.2.3 Comportamento e citologia vaginal
Alteracdes comportamentais foram verificadas apenas no animal 4 do nos dias 14, 47 e
63 ap6s o transplante. O animal apresentou lordose associada a tremor do trem posterior.
Ap6s a apresentagdo do comportamento de cio nos dias 14, 47 e 63, foram realizadas anélises
ultrassonograficas, que revelaram a presenca de um circulo hipoecdico. As biopsias

comprovaram a presenca de, pelo menos, um foliculo antral nos dias 49 e 63. No dia 14, o
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fragmento transplantado que apresentou circulo hipoecéico na andlise ultrassonografica ndo
foi biopsiada neste dia. A avaliacdio do comportamento das demais gatas ndo revelou
alteragdes durante o periodo pds-transplante.

A citologia vaginal ndo revelou diferengas expressivas no periodo avaliado em
nenhuma das gatas. A maior concentracido celular encontrada foi dos tipos parabasais e
superficiais nucleadas. Em menor quantidade, também foram encontradas células
intermedidrias, superficiais anucleadas, neutréfilos e hemécias. Apesar disso, ndo foi possivel
estabelecer uma ciclicidade a partir da observacdo semanal das laminas de acordo com as

concentragdes e tipos celulares observados.
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7 Discussao

O presente estudo teve como um de seus objetivos (primeira etapa) comparar o efeito
de trés solucdes crioprotetoras, 0 EG, DMSO e EG associado a DMSO, na criopreservagado de
tecido ovariano felino. Os resultados da microscopia de luz ndo revelaram diferenga
significativa entre as trés solugdes crioprotetoras (contendo EG, DMSO ou EG+DMSO)
testadas no protocolo de congelamento lento. Lima et al. (2006) compararam o etilenoglicol
com glicerol também no congelamento lento de ovdrio de gatas domésticas, ambos na
concentracdo de 1,5 M. Os resultados obtidos levaram os autores a conclusio de que
etilenoglicol promove melhor preservacio da morfologia dos foliculos apdés o
descongelamento. Os autores obtiveram 58% de foliculos morfologicamente normais quando
criopreservados com EG, menor do que o observado no presente trabalho (~80%). Esta
diferenca entre os resultados pode ser explicada pelo fato da retirada de crioprotetor ap6s o
descongelamento ndo ter sido gradativa, o que pode ter causado choque osmoético e
consequente morte dos foliculos (Santos, 2000). Além disso, também deve-se citar a variacio
encontrada entre diferentes animais.

Apesar de existirem poucos trabalhos com congelamento de tecido ovariano de gata,
ha vérios ja realizados em outras espécies. No experimento de Borges et al. (2009), no qual
foi feita a comparacdo entre diferentes crioprotetores (DMSO, EG, propanodiol e glicerol) em
tecido ovariano suino, os melhores resultados foram obtidos com DMSO a 1,5Me EGa 1,5
M, com 67% e 81% de foliculos morfologicamente normais, respectivamente. Tais valores
estdo proximos aos encontrados com DMSO (78%) e EG (80%) em nosso experimento.
Assim como no presente experimento, Borges et al. (2009) também niao encontraram
diferenca significativa na porcentagem de foliculos morfologicamente normais entre os
tratamentos. Também Lucci et al. (2004), ao compararem os resultados de diferentes

crioprotetores em diferentes concentragdes para criopreservacio de tecido ovariano da vaca,
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puderam concluir que 0 DMSO mostrou-se mais eficaz (74-88%) quando comparado com EG
(32-52%). O DMSO tem se mostrado eficaz na criopreservacdo de tecido ovariano em varias
espécies, como ja comprovado em diversos experimentos (Celestino et al., 2007 — bovinos,
Hovatta et al., 1996 — humanos, Gunasena et al., 1997 — camundongos, Salle et al., 1998 —
ovinos).

As porcentagens de foliculos morfologicamente normais observadas nos testes de
toxicidade (TT EG, TT DMSO e TT EG+DMSO) nao apresentaram diferenca estatistica
significativa em relagdo aos valores referentes ao tecido ovariano fresco (controle) e nem com
aqueles referentes ao tecido ovariano criopreservado em qualquer tratamento (EG, DMSO ou
EG+DMSO). O teste de toxicidade € uma ferramenta importante para constatar possiveis
danos ocasionados ao tecido ovariano unicamente pelos agentes crioprotetores. Estes testes
também ja foram realizados em outros experimentos com tecido ovariano mamifero
(Rodrigues et al., 2004; Lucci et al., 2004; Cecconi et al., 2004), algumas vezes apontando
agentes crioprotetores inadequados antes mesmo da criopreservacdo. No presente trabalho, os
crioprotetores testados nao foram téxicos ao tecido ovariano felino nas condi¢des utilizadas.

A caracterizagdo ultraestrutural dos foliculos pré-antrais em ovdrios de gatas que nao
foram criopreservados mostrou espacos entre o ovocito e as células da granulosa com
prolongamentos da membrana citoplasmatica e com deposicdo de zona peldcida, desde a
classe de primordial. Carrijo Jr. et al.(2010), ao realizarem a caracterizacdo ultraestrutural de
foliculos ovariano felinos, também identificaram a formacdo destes prolongamentos em
dire¢do a zona peldcida. Outra caracteristica encontrada nestes foliculos durante a andlise
ultraestrutural foi a presenca de gotas lipidicas. Muitas vezes, estas gotas apresentaram
cisternas de reticulo endoplasmatico associadas. Estes achados ja foram apresentados por
Isachenko et al. (2001) em suinos. Estes autores ressaltam que as goticulas lipidicas podem

ter eletrondensidades diferentes, como observado no presente experimento. No caso dos
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felinos, a presenca de gotas lipidicas é uma caracteristica normal ji relatada em outros
trabalhos (Guraya et al., 1965; Carrijo Jr. et al., 2010).

A andlise ultraestrutural dos foliculos criopreservados apontou o método com DMSO
como o mais eficaz, mostrando foliculos com caracteristicas semelhantes aquelas encontradas
em fragmentos de ovdrio fresco. Borges er al. (2009), ao avaliarem a ultraestrutura de
foliculos ovarianos suinos, relataram que as caracteristicas encontradas pds-descongelamento
com EG ou DMSO foram semelhantes aquelas visualizadas nos fragmentos controle. Em
foliculos bovinos criopreservados com DMSO, também pdde-se observar a normalidade da
ultraestrutura do ovdcito com apenas algumas alteracdes nas células da granulosa (Lucci et al.
2004). Ja os foliculos criopreservados com EG ou EG+DMSO, no presente experimento,
apresentaram algumas alteragdes ultraestruturais, como descolamento entre ovécito e células
da granulosa, rompimento da membrana plasmadtica e at¢ mesmo separagdo da bicamada
lipidica da membrana nuclear. Também puderam ser evidenciadas dreas vazias e vesiculas no
citoplasma, caracteristicas j4 mencionadas por outros autores apds criopreservacdao de tecido
ovariano de outras espécies (Rodrigues et al., 2004; Borges et al., 2009).

Segundo Shaw et al. (2000), as associagdes de crioprotetores tém se mostrado mais
eficientes. Entretanto, ao contrdrio do que se podia esperar, os resultados observados no
presente experimento mostraram que a associacio de EG e DMSO ndo foi efetiva.
Normalmente, assume-se que, usando uma associa¢do de crioprotetores se terd a soma dos
efeitos benéficos. No presente trabalho, na avaliacdo ultraestrutural, o que ocorreu foi a soma
dos efeitos deletérios, provavelmente pela baixa concentragdo de crioprotetores utilizada (0,75
M de cada), em especial de DMSO, uma vez que que o EG ji havia se mostrado menos
eficiente.

Outro objetivo do nosso experimento foi estabelecer uma técnica para avaliar a

eficicia de métodos de criopreservacdo de ovdrio felino. Para tanto, o autotransplante
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heterot6pico, como ja descrito em outras espécies, foi escolhido por possibilitar a retomada da
funcdo ovariana com menores chances de se desenvolver reacdes imunolégicas.

Nossos resultados revelaram que o autotransplante heterotdpico de tecido ovariano
para o subcutaneo de gatas possibilita a retomada da atividade ovariana, sendo, portanto, uma
técnica vidvel para avaliar a eficicia de métodos de criopreservacdo. Aubard et al. (1999)
realizaram autotransplante subcutaneo de ovario em ovelhas e puderam concluir que a técnica
foi eficaz no restabelecimento da atividade ovariana. Entretanto, em gatas, Crestana et al.
(2006) chegaram a conclusio de que o autotransplante heterotépico de ovario realizado para o
subcutaneo da parede abdominal é pouco eficaz, uma vez que grande parte dos fragmentos
ndo foi recuperada. Segundo os autores, o desaparecimento dos enxertos pode ter sido
ocasionado pela reabsor¢io ou deposicdo de gordura no local apds a ovariectomia, que
impossibilitou a localizacdo dos fragmentos transplantados. No presente experimento foi
estabelecido outro local para o implante (regido dorsal do pescoco), onde ndo ocorresse
grande deposi¢do de tecido adiposo apds a castragdo, e 98% dos transplantes puderam ser
recuperados. Transplantes aplicados em regides periféricas t€ém a vantagem de serem
acessados sob anestesia local e de serem facilmente puncionados para FIV (Terazono et al.,
2012a).

Nossos resultados provam que a reanastomose vascular realizada no momento do
transplante por alguns autores (Jeremias et al, 2002; Martinez-Madrid et al, 2004) é
dispensdvel para felinos domésticos, uma vez que, mesmo com as injurias sofridas até a
completa reperfusao sanguinea, ainda houve desenvolvimento folicular até o estdgio antral, o
que prova a manutencdo da atividade folicular. De maneira semelhante, Imhof er al. (2006)
puderam concluir em seu experimento apds autotrasplante ortotdpico de ovarios ovinos que a

reanastomose vascular € um procedimento dispensdvel, uma vez que ndo apresentou melhor
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viabilidade folicular quando comparado ao transplante de fragmentos de tecido ovariano sem
reanastomose.

As andlises realizadas pelo ultrassom auxiliaram o acompanhamento e localizagdo dos
enxertos. E um método ndo invasivo e mostrou-se vantajoso em nosso experimento, uma vez
que possibilitou a escolha dos fragmentos a serem biopsiados. A avaliagdo semanal nos
possibilitou constatar o desenvolvimento dos foliculos antrais, que ocorreu em trés dos cinco
animais, totalizando seis foliculos. Fassbender et al. (2007) avaliaram xenotransplante de
ovario felino para ratos por ultrassom. Além da presenca de foliculos antrais, outra
caracteristica avaliada pelos autores através do ultrasson foi a viabilidade do enxerto, que foi
determinada pelo tamanho e desenvolvimento semanal de cada implante.

As alteragdes comportamentais correspondentes a cio, registradas nos dias 14, 47 e 63
no animal 4, foram concomitantes com a presenca de foliculos antrais observados na
ultrassonografia e posteriormente comprovada pela histologia. Os animais 3 e 5, mesmo com
desenvolvimento folicular comprovado, ndo apresentaram comportamento de estro
caracteristico como o animal 4, cujo comportamento foi facilmente identificado. Tal fato pode
ser atribuido a possibilidade dos animais terem diferentes niveis de liberacdo de estradiol na
corrente sanguinea, como proposto por Wildt et al. (1981). Tais niveis de estradiol foram,
ainda, insuficientes para determinar alteracdes a nivel de epitélio vaginal das gatas do
experimento. No caso do animal 4, é possivel que a producdo de estradiol tenha sido
suficiente para provocar comportamento de cio, ao contrario do que ocorreu nos animais 3 e
5, apesar de ndo ter sido suficiente para promover o pico de LH, como observado no animal 5.
Em geral, gatas domésticas possuem uma fase folicular com vdrios foliculos se
desenvolvendo em conjunto (Shille et al, 1979). Entretanto, nas gatas do presente
experimento que apresentaram foliculos antrais, houve a presenga de apenas um foliculo de

cada vez, sendo que o animal 3 desenvolveu apenas um foliculo antral durante todo o periodo
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do experimento. Resultados semelhantes foram reportados por Terazono et al. (2012b) apods
autotransplante de ovario em cadela. Entretanto, Fassbender er al. (2007), apds
xenotransplante de ovério de gata, puderam observar a presenca de vérios foliculos antrais nos
enxertos transplantados para a cédpsula renal de ratos imunossuprimidos. A alta taxa de
desenvolvimento folicular neste caso pode ser atribuida ao local escolhido para implante dos
fragmentos, a cdpsula renal, que possui maior vascularizagdo e, provavelmente, promove a
revasculariza¢do mais rdpida dos fragmentos.

No presente experimento, de modo geral, os foliculos primordiais mantiveram sua
morfologia normal ao longo do periodo avaliado apds os transplantes. Ao contrario, 0s
foliculos em crescimento sofreram queda na porcentagem de foliculos morfologicamente
normais a partir da primeira semana de transplante, e um aumento a partir do dia 49 pds-
transplante. Este padrdo observado nos permitiu concluir que os foliculos que, no momento
do transplante ja se encontravam em crescimento, foram mais suscetiveis as injurias causadas
pela auséncia de perfusdo sanguinea. Segundo Shaw er al. (2000), o ovdcito incluso em
foliculos primordiais possui menor taxa metabdlica e, portanto, apresenta menor demanda
nutricional, sendo portanto mais resistentes a condi¢des sub-Otimas. A manutencdo da
morfologia dos foliculos primordiais, associada a grande reducdo dos foliculos em
crescimento normais nos dias 7, 14 e 28 pos-transplante seguida de um aumento nos dias 49 e
63, sugere que os foliculos primordiais podem manter sua viabilidade, serem ativados e
desenvolverem-se apds a revascularizacao do transplante.

Dentre os foliculos avaliados nas cinco biopsias realizadas, um padrio foi observado:
nas biopsias dos dias 7 e 14 houve um tipo especifico de degeneracido — Degeneracdo tipo 1 —
que acometeu apenas foliculos em crescimento. A partir do dia 28 pds-transplante, este tipo
de degeneracdo esteve ausente, e um outro tipo foi frequentemente observado - Degeneracio

tipo 2. A maioria dos trabalhos de transplante ndo faz referéncia a morfologia dos foliculos
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encontrados (Ernst ef al., 2010; Meirow et al., 2005; Bosch et al., 2004). A énfase dada aos
bons resultados obtidos a partir de transplantes ovarianos, como o nascimento de individuos
vivos (Sanchez-Serrano et al., 2010), altos niveis de estradiol sérico (Khoram et al., 2010) ou
o desenvolvimento de foliculos antrais (Denschlag et al., 2005) € de grande relevancia, pois
confirma o sucesso da técnica. Entretanto, a avaliacdo e caracterizacdo dos foliculos
primordiais e em crescimento presentes no tecido ovariano transplantado, como realizado no
presente experimento, também ¢é de extrema importincia, uma vez que auxilia no
esclarecimento dos processos fisioldgicos reprodutivos femininos.

Foliculos luteinizados foram identificados no presente experimento nas amostras dos
dias 28 e 49 poés-transplante do animal 5. Tais estruturas ja foram descritas em ovarios
bovinos apds protocolos de superovulagdo (Monniaux et al., 1983). Segundo estes autores,
morfologicamente, estes foliculos podem ser diferenciados de um corpo liteo ou de um corpo
hemorragico pela presenca do ovécito em meio as células luteinicas. Fisiologicamente, estas
estruturas podem surgir devido a liberagdo espontinea de LH em momentos erréneos, que é
ocasionada pela administracio de gonadotropinas como PMSG (gonadotropina coridnica
equina), como demonstrado em caprinos por Armstrong et al. (1982). No presente
experimento, € provavel que o animal 5 tenha apresentado um pico de LH, ocasionado pelo
aumento na secre¢do de estradiol pelo foliculo, levando a luteinizagdo do foliculo antral
presente nas biopsias dos dias 28 e 49. Como ja descrito por Shille ef al. (1979), as gatas
domésticas sdo animais de ovulacdo induzida. Com a cépula, o pico de LH ocorre, levando a
ovulacdo e inicio do desenvolvimento de corpo liteo. Entretanto, algumas podem ovular
espontaneamente sem o estimulo mecéanico da copula, como comprovado pelo padrio

hormonal de gatas na auséncia de machos descrito por Lawler et al. (1993).
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8. Conclusao e consideracoes finais

A partir dos resultados observados na Etapa 1 do presente experimento, pdde-se
concluir que a utilizacdo de M-199 contendo DMSO a 1,5 M suplementado com 10% de SFB
e 0,4% de sacarose ¢ eficaz na manutencdo das caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais
de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano de gatas domésticas apds congelamento
lento.

A técnica de autotransplante heterotpico de tecido ovariano para o subcutidneo da
regido do pescoco de gatas mostrou-se eficaz na manutencdo da capacidade de
desenvolvimento folicular pelo tecido transplantado. Apesar das injdrias causadas aos
foliculos em desenvolvimento até a completa reperfusio sanguinea, os foliculos primordiais
mantiveram sua viabilidade e capacidade de ativacdo. Com isso, o desenvolvimento de
foliculos antrais ocorreu em trés dos cinco animais em que o transplante de ovario fresco foi
realizado, comprovando a manutencio da viabilidade folicular e capacidade de
desenvolvimento pés-transplante.

Novos experimentos estdo sendo desenvolvidos com o autotransplante heterotépico de
tecido ovariano criopreservado em gatas domésticas. Caso seja possivel comprovar a
possibilidade de desenvolvimento folicular in vivo pds-transplante de tecido ovariano
criopreservado, o fornecimento de ovdcitos fertilizdveis poderd promover nascimentos em
gatos domésticos. Com isso, a técnica poderd ser testada em felinos em risco de extingao,
auxiliando, de fato, a manutencdo da variabilidade genética destas espécies através de técnicas
como o alotransplante ou o xenotransplante.

Ja estdo previstas andlises hormonais a partir de metabdlitos de estradiol presentes nas

fezes dos animais, que foram coletadas diariamente. A partir dos resultados observados,
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poderdo ser determinadas variacdes na secrecio de estradiol sérica presente nos animais que

desenvolveram foliculos antrais durante o experimento.
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10. Anexos

Anexo 1. Resultados das avaliagdes por ultrassonografia dos transplantes realizados nos animais

Animal

Fragmento 7 dias 14dias 2l1dias 28dias 35dias 42 dias

F1 FE FR FR FR FR FR

F2 EM EM FR FR FR FR

1- Mingau F3 NE EM VS NA FR FR

F4 FE EM VS NA PF EM

F5 NE NE NE NA NE NE

F6 EM EM EM NA EM EM

F1 FE HE VS NA PF PF

F2 FE/IN EM FR FR FR FR

2 _ Tutu F3 IN FR FR FR FR FR

F4 IN EM VS NA FR FR

F5 FE HE NE NA HE NE

F6 FE IN \'S NA PF NE

F1 IN FR FR FR FR FR

F2 FE IN EM NA FR FR

G1 3 _ Suzi F3 IN EM EM/PF NA PF EM

F4 NE NE NE NA EM/PF PF

F5 IN EM FR FR FR FR

F6 NE NE NE NA EM EM

F1 NE NE NA NE NA NA

F2 NE NE NA NE FR FR

4 — Chantili F3 EM EM FR FR FR FR

F4 NE NE NA NE FR FR

F5 EM PF NA EM NA NE

Fé6 EM/PF FR FR FR FR FR

F1 NE NE NA NE NA NA

F2 NE NE NA NE NA NA

5 - Margarida F3 EM EM FR FR FR NA

F4 NE EM NA HE NA NA

F5 EM/PF NE NA PF FR FR

F6 NE FR FR FR FR FR

11. Legenda: NA nido avaliado; EM ecogenicidade mista; NE fragmento ndo encontrado; PF possivel foliculo; FE fragmento
encapsulado; IN processo inflamatério; FR fragmento retirado; HE hipoecéico; VS vascularizagido
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