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RESUMO
As biotecnologias reprodutivas tém progredido nos ultimos anos, porém, em comparacao a
outros campos da ciéncia, seu avanco ¢ lento. Estudos que visem a obtengdo de melhores
resultados dos protocolos de reproducdo contribuem para o avango dessa area de
conhecimento. Odcitos utilizados em pesquisa, em sua maioria, sdo provenientes de ovarios
obtidos em abatedouros ou fazendas, que muitas vezes estdo em areas geograficas distantes de
laboratérios especializados.  Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
viabilidade de foliculos ovarianos suinos em diferentes condi¢des de transporte para
identificar a que melhor se adeque ao sucesso do tratamento. Ovarios suinos (32) foram
obtidos em abatedouro local, sendo um par utilizado como grupo controle, fixado em formol
10% ainda no local. Os demais pares de ovarios foram imersos em solugdo salina 0,9% e
mantidos nas temperaturas de 4 e 35,5 °C pelos periodos de 2, 16 e 24 horas. Apds os
referidos tempos de armazenamento, os ovarios foram fixados em formol 10% por 24 horas e
submetidos a realizacdo de rotina histolégica com impregnacdo em parafina. As seccdes
foram analisadas com microscopia de luz a fim de avaliar a morfologia dos foliculos antrais
sendo analisados no maximo 30 foliculos por sec¢do. Apds a andlise pdde-se verificar que
foliculos antrais de tecidos ovarianos conservados a 4 e 35,5 °C pelo periodo de 2 horas nao
apresentaram diferenca significativa do grupo controle (p>0,05), bem como os tratamentos de
4 °C durante 16 e 24 horas. Porém, os tratamentos a 35,5 °C por 16 e 24 horas apresentaram
signicativa redu¢do da frequéncia de foliculos normais em compara¢do com os tratamentos de
mesmo periodo de conservagdo a 4 °C e com o grupo controle (p<0,05). Em conclusdo, o
armazenamento ideal de tecido ovariano suino para tornd-lo viavel para experimentos de

reproducdo pode ser realizado a 35,5 °C por 2 horas ou ainda a 4 °C por até 24 horas.

Palavras-chave: maturacao folicular, conservacao folicular, biotécnicas reprodutivas
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1. INTRODUCAO

Atualmente ¢ grande o interesse em desenvolver metodologias mais eficientes nos
protocolos de reproducdo assistida devido as suas técnicas ainda serem consideradas um ramo
deficiente em comparagdo a outros campos da ciéncia (VAJTA et al., 2010). Na maioria das
espécies analisadas por estas biotécnicas reprodutivas, os oocitos maturados in vitro possuem
taxas bem menores de desenvolvimento em comparacao aos odcitos maturados in vivo (YANG
et al., 2001). Devidos a estes resultados, desenvolver sistemas apropriados para melhores taxas

in vitro possibilitam uma eficacia maior no processo.

A preservagdo dos ovarios durante o transporte ao laboratorio ¢ um dos itens com
especial relevancia para estas biotécnicas, principalmente em casos de animais ameagados de
extingdo ou quando o doador do 6rgdo se encontra distante de laboratorios especializados,
como geralmente ¢ o caso de animais de fazendas ou abatedouros. Para estes casos, ¢
necessaria a realizagdo de protocolos de conservacdo visando melhorar as condigdes de
transporte, com o objetivo de manter a viabilidade celular até 0 momento de sua manipulagao.
Alguns estudos ja foram desenvolvidos em diferentes animais para avaliar qual a condi¢do
ideal para este transporte a curto prazo, visando, principalmente, a preservacdo de foliculos
pré-antrais (LUCCI et al., 2007). Porém, grande parte das técnicas reprodutivas utilizam
oocitos provenientes de foliculos antrais, ou seja, estudos que visem a melhoria dos protocolos
de preservacgdo destes foliculos possuem um valor especial em virtude de ja estarem proximos
a ovulagdo. Como a comunicacdo entre as células foliculares e o oocito ¢ bidirecional,
(BASSO & ESPER, 2002), uma melhor compreensdo dos processos deste conjunto, ao
contrario do estudo do gameta isolado, ird produzir maior conhecimento e consequentemente

promover a capacidade de desenvolvimento do odcito (SUTTON et al., 2003).

Para um melhor entendimento deste trabalho, serdo abordados temas como:
morfologia ovariana, oogénese, desenvolvimento folicular, onda folicular, ovulagdo, atresia

folicular e a preservagdo do ovario no transporte.



10

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ovarios de mamiferos

O aparelho reprodutor feminino ¢ composto de ovdrios, tuba uterina, titero, canal
vaginal e genitalia externa; o ovario ¢ um orgao que desempenha fungdes exocrinas — liberagao
de gametas — e enddcrinas —  esteroidogénese, que permite o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais femininas secundarias e o suporte da gestagdo (HAFEZ & HAFEZ,

2004a).

O ovario possui tamanho e formato variados de acordo com a espécie e ciclo estral,
sendo em suinos semelhante a um cacho de uvas em decorréncia dos foliculos salientes; ¢é
constituido por duas regides: cortical e medular; o cortex tem sua superficie composta por um
epitélio cubico simples, o epitélio germinativo, seguido internamente por uma camada de
tecido conjuntivo denso rico em fibras coldgenas, a tinica albuginea. Abaixo desta, encontram-
se os foliculos ovarianos primordiais. Os foliculos ovarianos em desenvolvimento se deslocam
para a regido mais profunda do cortex, o estroma, onde também podem ser encontrados os
corpos lateos, hemorragicos e os corpus albicans (Figura 1) (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2011). A medula ovariana ¢ constituida de tecido conjuntivo frouxo com fibroblastos
distribuidos irregularmente, composta por nervos extensos e rico leito vascular, onde esta
vascularizagdo sofre adaptacdo do suprimento sanguineo de acordo com o periodo ovulatdrio

(HAFEZ & HAFEZ, 2004a).
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Figura 1 - Ilustragio de ovario mamifero.
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2012.
2.2. Oogénese

A oogénese ¢ o processo de diferenciacdo e formacdo do gameta feminino onde
este possa ser capaz de sofrer fertilizagdo e suportar o desenvolvimento embrionario inicial; esta
gametogénese tém inicio e estaciona durante a vida embriondria, sendo finalizada apds a
fecundacdo (CARROLL et al., 1996). Nos mamiferos, os odcitos se desenvolvem a partir de
células germinativas primordiais (PGCs) (DRUMMOND, 2006). Em suinos, o processo de
oogénese se inicia aproximadamente no 13° dia de desenvolvimento embrionario, quando as
células germinativas sofrem grande atividade mitdtica, sendo: no 20° dia da vida fetal, estas
células encontram-se por volta de 5.000 em numero; no 33° dia ocorre a diferenciag¢do
morfologica do ovario; o processo meidtico das células germinativas inicia-se por volta do 40°
dia, ocorrendo redugdo do processo mitotico; no 44° ocorre a formagdo das cristas genitais no
ovario e migracao das PGCs para estas através de estimulos quimiotaticos produzidos pelo cume
genital, sendo as células partir desta migragdo, denominadas oogonias; aproximadamente no 50°
dia o processo mitotico finaliza, resultando por volta de 5.000.000 de células totais

(ANDERSON, 2004; LIU et al., 2006; PONTELO, 2015; SMITZ & CORTVRINDT, 2002).



12

Quando as divisdes mitdticas das oogonias cessam, esta populagdo de células entra
em profase meidtica (GARCIA & FERNANDEZ, 2012). A gestagdo suina tem duragio média
de 114 dias, porém proximo ao periodo do nascimento, devido a substancias inibidoras da
meiose secretadas pelas células foliculares, ocorre a primeira interrup¢do da divisdo meiotica,
em dipldteno I, onde a célula passa a ser denominada ovdcito primdrio - odcito I - e permanece
nesta fase até a fémea atingir a maturidade sexual, periodo em que o animal esta apto para
atividade reprodutiva (em suinos ocorre aproximadamente no 5° ou 6° més de vida)

(ALVARENGA, et al., 2011; SUH et al., 2002).

Na maturidade, a cada ciclo, picos de homonios estereidogénicos — luteinizante
(LH) e foliculo estimulante (FSH) — permitem a retomada da meiose (CANIPARI, 2000). Com
a progressdo da meiose, a célula se divide, originando duas células: o primeiro corpusculo
polar (CP1) e o odcito secundério — o6cito II (BUTTIONE et al., 1990). A formagao do CP1 ¢
fundamental no processo de maturacdo oocitaria, sendo sua visualizagdo um importante
indicativo de maturacdo (PICITNATO et al., 2008). Na ultima fase de maturacdo do gameta,
este oocito, induzido pelo aumento de gonadotrofinas pré-ovulatorias, progride até ao estagio
de metafase II, quando ocorre a segunda interrup¢do meidtica seguida de ovulagdo (SUTTON
et al., 2003). Neste periodo, os cromossomos sdo descondensados e o nicleo passa a ser
denominado vesicula germinal ou germinativa (VG) (SMITZ & CORTVRINDT, 2002). A
retomada e finalizagdo da meiose ocorre com a fertilizacdo, onde ocorre a extrusdo dos
granulos corticais (bloqueiam a poliespermia), expulsdo do segundo corpusculo polar (CP2) e
a formacdo do embrido (Figura 2) (FERNANDES et al, 2012; CARROLL, et al., 1996). Ao
contrario do oocito, os corpusculos polares sofrem atresia (JIAO & WOODRUFF, 2013).

Em suinos, o processo de oogénese se diferencia da maioria dos mamiferos por
apresentar sintese pré-meidtica de DNA e transformagdo de oogdnia em o6cito durante a vida
pos-natal, onde quase todas as células que iniciaram a meiose no 40° dia do desenvolvimento
embrionario e estacionaram no 50° dia, permanecem nesse estagio por volta do 20° dia apds o

nascimento (ANDERSON, 2004).
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Figura 2 - Esquematizagio do processo de oogénese em mamiferos.
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Fonte: Adaptado de MONTANARI, 2013.

Todo o processo de maturagdao do odcito € resultado de um periodo de crescimento
desta célula dentro do foliculo em desenvolvimento, a foliculogénese; ¢ através de uma
prolongada fase que o odcito, de uma forma altamente coordenada, adquire o aparato celular

necessario para suportar o desenvolvimento embriondrio (SUTTON et al., 2003).
2.3. Desenvolvimento folicular

A foliculogénese em espécies mamiferas ¢ um processo altamente seletivo, onde
uma pequena propor¢do de foliculos sobrevive a apoptose (morte celular programada)
(DRIANCOURT & THUEL, 1998). Inicia-se durante o desenvolvimento fetal (em suinos,
aproximadamente no 56° dia da gestagdo) tendo continuidade ao longo da vida adulta
(PONTELO, 2015). E resultado de um processo complexo e delicado de interagdes celulares
culminando em um foliculo maduro capaz de liberar um odcito fertilizavel (Figura 3) (KANG,
2003). O foliculo ovariano consiste de um o6cito envolvido por uma ou mais camadas de células
somaticas, denominadas células foliculares ou da granulosa e células tecais (MAGOFFIN,

2005).
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As células mesenquimais do ovério sofrem uma transicdo, segregando uma
membrana basal exterior, diferenciando-se em células da granulosa e germinativas primitivas
(BUKOVSKY et al., 2005; SMITZ & CORTVRINDT, 2002). As células da granulosa possuem
jungdes GAP comunicantes essenciais para o desenvolvimento do odcito (BUCCIONE, et
al.,1990). A granulosa ¢ responsavel por enviar, através das microvilosidades, sinais, fatores de
crescimento € nutrientes ao gameta para que este se desenvolva (AERT & BOLS, 2010).
Porém, esta comunicagdo entre o oocito e as células somaticas ¢ bidirecional, ao mesmo tempo
em que os odcitos recebem seus componentes, estes controlam a proliferagdo e diferenciacao das
células da granulosa, através de expansdes de suas membranas plasmaticas; sendo assim, ambos
possuem papeis importantes no desenvolvimento folicular ovariano, ou seja a medida que o
gameta cresce e se desenvolve, as células somaticas se diferenciam (LIU et al., 2006). Ja as
células da teca sdo células associadas aos foliculos, com funcdo endodcrina, desempenhando um
papel essencial na produgdo de androgenos para a biossintese de estrogeno ovariano

(MAGOFFIN, 2005).

Foliculos primordiais ddo origem a foliculos primarios, que se transformam em
foliculos secundarios (pré-antrais), em seguida, foliculos tercidrios (antrais) e, finalmente,
foliculos de Graaf (pré-ovulatérios), em uma série regulada por hormodnios e fatores de
crescimento locais (DRUMMOND, 2006). O periodo do desenvolvimento folicular varia entre
as espécies. Em roedores, por exemplo, a reserva folicular ¢ estabelecida no momento do
nascimento, enquanto que em primatas e espécies de animais domesticados, como suinos, o
estoque de foliculos primordiais se desenvolve durante a transi¢do da vida (AERT & BOLS,

2010; ANDERSON, 2004).

2.3.1 Foliculos primordiais: formados durante a vida embriondria, constituidos, cada um, por
um odcito primario envolto por uma unica camada de células foliculares achatadas, também
conhecidas como pré-granulosa (GRIFFIN, et al, 2006). Estes foliculos correspondem a 90%
dos foliculos totais presentes no ovario (SMITZ & CORTVRINDT, 2002). Apos o término da
multiplicagdo, as células entram em um periodo de quiescéncia em que o crescimento sera
retomado apenas na maturidade sexual, onde um pequeno grupo de foliculos inicia o

crescimento folicular (AERT & BOLS, 2010).

2.3.2. Foliculos em desenvolvimento
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2.3.2.1.Foliculo primario: O crescimento do foliculo representa uma série de transformacgdes
moleculares e subcelulares, onde ocorre o aumento do volume nuclear do oo6cito, o aumento do
nimero de mitocondrias, crescimento do reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, além da
transi¢do das células da granulosa formando uma camada tUnica de células cuboides
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011). A medida que se inicia este crescimento folicular, as
glicoproteinas que formam a zona pelucida comecam a ser sintetizadas; esta ¢ uma matriz
homogénea, acidofila e acelular, localizada entre o o6cito e as células foliculares (GARCIA &

FERNANDEZ, 2012).

2.3.2.2. Foliculo secunddrio: Devido aos estrogénios, em associacdo com as gonadotrofinas, as
células foliculares se dividem formando duas ou mais camadas que passam a constituir a
granulosa (DRUMMOND, 2006). Neste estagio, a zona pelucida € visivel ao redor do odcito. O
estroma ovariano ao redor do foliculo se diferencia em células tecais e ocorre a formagao de
uma membrana basal no pélo basal das células da granulosa e estas células tecais (PARROT &
SKINNER, 2000). As células foliculares aumentam a expressdo de receptor para o hormonio
foliculo estimulante (FSH), o qual ¢ essencial para dar continuidade ao desenvolvimento do
foliculo, estimulando o aumento da atividade mitotica da granulosa e a formacdo do fluido
folicular; o FSH também ¢ responsavel por promover o aumento de receptores para o hormdnio
luteinizante (LH), como por exemplo em porcas, esses novos receptores aumentam de 300 em

foliculos pré-antrais para 10.000 em foliculos pré-ovulatorios (HAFEZ & HAFEZ, 2004b).

2.3.2.3. Foliculo terciario: Durante o desenvolvimento folicular, devido ao aumento da
vasculariza¢do e intensa atividade mitdtica das células da granulosa, cavidades contendo fluido
folicular (transudato de soro sanguineo modificado pela atividade metabdlica da granulosa,
contendo esteroides e glicoproteinas), denominadas antro folicular, passam a ser identificadas
(VAN DER HURK & ZAO, 2005). A partir deste fato, os foliculos passam a ser nomeados
foliculos antrais. As células tecais se dividem em duas: a teca interna, responsavel pela sintese
de estrogénio, e a teca externa, semelhantes as células do estroma ovariano (GARCIA &
FERNANDEZ, 2012). Devido a presenga e aumento do antro folicular, maior parte das células

da granulosa se deslocam para a periferia.

2.3.2.4. Foliculo maduro ou de Graaf: Também denominado de pré-ovulatorio, este foliculo ¢
caracterizado por um oocito rodeado de algumas células foliculares, o cumulus oophorus,

também classificadas como células do cumulus (GARCIA & FERNANDEZ, 2012). Estas
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possuem algumas diferencas com o restante das células foliculares, dentre elas a reducdo na
quantidade de receptores para LH, capacidade reduzida na producdo de esteroides, maior
quantidade de mRNA que codifica a inibina (possui atividade supressora de FSH), maior
atividade proliferativa e menor sensibilidade a atresia (DRIANCOURT & THUEL, 1998). Neste
estagio pré-ovulatorio, as divisdes mitdticas das células da granulosa chegam ao maximo da
divisdo e o fluido folicular comega a conter concentragdes elevadas de substancias moduladoras
ou reguladoras, dentre elas o 17beta-estradiol e progesterona; o liquido antral também passa a
acumular e secretar uma série de compostos ndo-esterdéides como fator inibidor da maturagao

(OM), inibidor da luteinizagdo, relaxina e inibina (HAFEZ et al., 2004).

2.3.2.5. Corpo luteo: Originado ap6s a ovulacao pelas células do foliculo (células da granulosa
e tecais) que permaneceram no ovério (GARCIA & FERNANDEZ, 2012). E uma glandula
produtora de progesterona (hormonio cuja secrecdo continua ¢ essencial para o inicio e
manuten¢do da gestacdo); quando a fémea encontra-se gestante, a presenca do embrido no utero
ocasiona a manuten¢do do corpo luteo; caso contrario, ha regressao (lutedlise) da glandula sob
acdo da prostaglandina presente no endométrio (ARRUDA et al., 2001). Com a regressao, as
células degeneram e formam uma cicatriz, o corpo albicans; O periodo de atividade do corpo
luteo (classificado como fase luteinica) em suinos dura aproximadamente 16 a 17 dias (HAFEZ

& HAFEZ, 2004b; ANDERSON, 2004).

Figura 3 - Estigios de crescimento folicular: 1) foliculos primordiais; 2) foliculo primario; 3) foliculo
secundario; 4) foliculo terciario; 5) foliculo maduro ou de Graaf. AF = antro folicular; CG = células da
granulosa; CO = cumulus oophorus; CT = células da teca; MB = membrana basal; O = odcito;; ZP = zona

pelucida. B .
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Fonte: Adaptado de <http://www.escolademorfologia.uff.br>
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Todo esse processo de desenvolvimento folicular e sobrevivéncia depende de
sinalizacdes autdcrina e paracrina envolvendo fatores de crescimento da célula da granulosa,

células da teca, estroma, células intesticiais e oocitos (HUSSEIN, 2005).

2.4. Onda folicular e a ovulacio

Na maturidade sexual, o eixo hipotdlamo-hipofisario-gonadal promove a liberagao
pulsatil de FHS e LH pela hipofise, culminando no desenvolvimento ciclico de foliculos antrais
e inicio da ovulacdo (GOUGEON, 2003). Este desenvolvimento ¢ caracterizado pela onda
folicular, uma fase onde ocorre o crescimento, recrutamento, selecdo e dominancia de um grupo
de foliculos antrais sendo, esta formac¢ao de um foliculo pré-ovulatorio, um pré-requisito para a
ovulacdo e formacdo do corpo luteo (DRUMMOND, 2006). Estas fases foram detectadas em
bovinos, ovinos e equinos e durante o periodo pré-pubere de suinos (DRIANCOURT, 2001).

Durante um unico ciclo estral, que em porcas dura aproximadamente 21 dias
(variando entre 19 e 23 dias), ocorrem em média 3 a 4 ondas foliculares, sendo o foliculo pré-
ovulatorio derivado da ultima onda (GRADELA et al., 2000). O foliculo selecionado para o
crescimento (que se tornard o pré-ovulatorio) ¢ denominado dominante, enquanto os outros,
subordinados; ¢ no momento da selecdo que o perfil de crescimento do foliculo dominante
comeca a divergir (Grafico 1), continuando seu desenvolvimento, enquanto que os foliculos
subordinados entram em atresia (GINTHER et al., 1996). O foliculo dominante, ao atingir
aproximadamente 90% da divisdo méaxima da granulosa, passa a secretar inibina, suprimindo o
desenvolvimento dos demais foliculos (FORTUNE et al., 2001). A manuten¢do e regressao do
foliculo dominante estdo associadas a alteragdes nos niveis de progesterona e LH (HAFEZ &

HAFEZ, 2004b).
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Grifico 1 - Grafico demonstrando a relagcio do diAmetro folicular durante os dias de recrutamento.
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Fonte: Adaptado de GINTHER et al., 1996.

As células da granulosa de foliculos dominantes estacionam a mitose em resposta
ao aumento dos niveis de LH, iniciando assim o processo final de diferenciagdo folicular e
promovendo a ovulagdo; o foliculo dominante passa por trés modificagdes principais durante o
processo ovulatorio: maturagdo citoplasmatica e nuclear do oocito, separacdo das células do
cumulus do restante da granulosa e afinamento e ruptura da membrana celular externa (este
ultimo devido ao aumento dos niveis de LH); para que estes eventos ocorram ¢ necessaria a
acdo de prostaglandinas, que estimulam contragdes ovarianas e ativam os fibroblastos da teca
para liberarem enzimas proteoliticas, digerindo assim a parede folicular e a membrana basal
(estedides, principalmente progesterona, também estao envolvidos nesse processo) (HAFEZ &

HAFEZ, 2004b).

2.5. Atresia folicular

Os foliculos pré-antrais representam cerca de 90% da populacdo ovariana; porém
quase 100% destes sofrem processos degenerativos durante a vida reprodutiva (AARON et al.,
2008). Apesar de ocasionar a morte de muitas células, ¢ um processo essencial para a
homeostase da fun¢do ovariana em mamiferos, garantindo a sele¢do do foliculo dominante e
eliminando foliculos em excesso, minimizando assim a superovulacdo, além de assegurar o

desenvolvimento de poucas células, porém de boa qualidade; a atresia também ¢ responséavel
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pela degeneracdo do corpo luteo, essencial para regular a esteroidogénese ovariana

(AMSTERDAM et al., 2003).

Dentre os mecanismos moleculares responsaveis pela atresia folicular estdo a
apoptose (AARON et al., 2008), sendo também descrito a seguir formas de atresia folicular por

necrose.

2.5.1. Apoptose

Também definida como morte celular programada, a apoptose ¢ um processo
geneticamente determinado ocasionado pela parada de atividade bioquimica celular (ZEISS,
2003). Na célula apoptdtica ocorre um desencadeamento de eventos: desidratacido
citoplasmatica, condensa¢ao do material genético, protedlise da membrana nuclear (ocasionando
desintegracdo da carioteca e fragmentacdo nuclear); os fragmentos nucleares derivados da
apoptose sdo envolvidos pela membrana plasmadtica, dando origem aos corpos apoptoticos, onde
sdo fagocitados, porém sem aparecimento de processo inflamatério (Figura 4) (OLIVEIRA et
al, 2012). Este evento ocorre quando ha um dano irreparavel onde o DNA ou proteinas celulares
sdo lesadas (ocasionando um “suicidio celular”) e ¢ ativado ou suprimido por uma variedade de
vias de sinalizagdo e por proteinas celulares anti-apoptoticas expressas em foliculos pré-
ovulatérios (ROBBINS & COTRAN, 2010; JOHNSON, 2003). As caracteristicas histologicas
apoptoticas incluem: citoplasma vacuolizado, cromatina condensada, irregularidade da
membrana nuclear e presenca de corpos apoptdticos, além de células eosinofilicas; este evento ¢
observado nos foliculos ovarianos durante toda a vida da fémea. Durante a vida fetal, este
processo ocorre em od6citos (ocasionando retracdo da cromatina nuclear e fragmentacdo
oocitaria, desencadeando assim eliminagdo irreversivel destes foliculos), porém na vida adulta
as células foliculares da granulosa e da teca de foliculos secundérios e antrais ¢ que sofrem a
morte programada, pois ainda ndo estdo diferenciadas, ao contrario do odcito; estresse oxidativo,
danos no DNA, citocinas, deficiéncia de fatores de sobrevivéncia celular e proteinas virais sao

fatores que podem desencadear a apoptose (HUSSEIN, 2005; MORITA & TILLY, 1999).

Uma das principais proteinas responsaveis pelo inicio do processo apoptotico sdo
as caspases (enzimas de proteases de cisteina), sendo geralmente as enzimas ativadas para inicio
do evento, as caspases 8 ou 9; uma vez ativadas, clivam proteinas essenciais para a viabilidade
celular (HUSSEIN, 2005; ZEISS, 2003). Existem dois padrdes moleculares que podem ativar as

caspases: a primeira via se da através dos receptores de morte que sdo receptores na membrana
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celular que transmitem sinais apoptoticos quando recebem ligantes especificos, como o fator de
necrose tumoral (TNF) ou ligante para o receptor do fator de necrose tumoral (Fas) (KAIPIA &
HSUEH, 1997). Ja a segunda via ¢ mediada pelas mitocondrias, através de estresse intrinseco,
onde esta libera o citocromo ¢ para o citosol que impede a formacgao de trifosfato de adenosina

(ATP) (OLIVEIRA et al., 2012).

Figura 4 - Ilustracao dos estigios da morte celular programada.
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Fonte: Adaptado de KERR, 1993.

2.5.2. Necrose

Quando ocorre um dano na membrana celular de maneira acentuada, as enzimas
lisossdmicas extravasam para o citoplasma digerindo a célula, assim o contetdo celular ¢
desintegrado; ao contrario da apoptose (que auxilia fun¢des normais do organismo), a necrose ¢
sempre um processo patologico; quando ocorre uma falha na bomba de ions dependente de
energia da membrana plasmadtica, a célula perde a capacidade de manter a homeostasia ionica e
liquida, sendo esse tipo de lesdo, também denominado alteragdo hidropica ou degeneracdo
vacuolar, reversivel; porém, quando a célula perde a capacidade de manter a integridade da
membrana, acaba sofrendo necrose (Figura 5); este processo desencadeia reagdo inflamatdria

(ROBBINS & COTRAN, 2010).

Assim como a apoptose, a necrose também possui mecanismo dependente das
caspases, sendo também um dos mecanismos de acdo a deficiéncia de ATP (liberagdo de
citocromo c¢ pelas mitocondrias, ocasionando uma perturbagdo no transporte de elétrons)

(ZEISS, 2003). Gragas a perda de RNA citoplasmatico e as proteinas citoplasmaticas
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desnaturadas, a célula necrotica apresenta eosinofilia aumentada; as alteragdes no nucleo
apresentam trés padrdes: a cariolise (degradacdo enzimatica do DNA), picnose (retracdo nuclear
e aumento de basofilia — também presente na apoptose) e cariorrexe (fragmentagdo nuclear)

(ROBBINS & COTRAN, 2010).

A compartimentalizagdo de célcio intracelular pela mitocondria é essencial para
manter a homeostase, porém quando o tecido encontra-se anoxico, esse evento ¢ interrompido,
causando assim a morte celular (GLEVA et al, 1990), ou seja, a isquemia pode ser uma das

principais causas da degeneracado folicular.

Figura 5 - Ilustracao dos estagios celular por necrose.

Desintegragdo
enzimatica

Normal Tumefagdo celular
Fonte: Adaptado de KERR, 1993.

2.6. Preservacio de ovarios no transporte

A preservacdo das gonadas durante o transporte possui larga importancia,
principalmente quando o doador de ovario estd distante de laboratorios especializados (LUCCI
et al., 2007). Por este motivo, um protocolo adequado deve ser adotado de forma a minimizar os
danos celulares e teciduais. Alguns fatores essenciais para a sobrevivéncia celular devem ser
levados em consideragdo, como a escolha do meio de transporte, a temperatura e o tempo de
preservagdo. O transporte e o periodo de armazenamento dos ovéarios estdo entre os fatores que
afetam a maturacdo oocitaria (SUTTON et al., 2003). Em laboratérios que possuem maior
distancia do ponto de coleta, o ideal seria o resfriamento, pois a reducdo da temperatura tecidual
proporciona uma diminui¢do do metabolismo folicular, consequentemente atrasando o processo

denerativo (ROY & TREACY, 1993).
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Oocitos de porca possuem alto teor de lipideos (HAFEZ & HAFEZ, 2004b), por
este motivo, possuem alta sensibilidade ao arrefecimento, especialmente abaixo de 15°C (Didion
et al, 1990). Porém, Lucci e colaboradores (2007) utilizaram, para o transporte de ovarios
suinos, solug¢do salina a 4 ou 20° C em diferentes periodos de tempo (6, 12 e 18 horas) e
verificaram que as temperaturas de 4° C durante 18 horas, ou 20° C durante 6 horas, ndo afetam
a morfologia dos foliculos em crescimento (LUCCI et al., 2007). Em outro estudo foi visto que
a temperatura fisioldgica, aproximadamente 39°C, associados a anoxia em estudos in vitro, leva
a degeneracdo folicular (CELESTINO et al.,, 2007). A privagdo de oxigénio resulta em uma
mudanca do metabolismo aerdbico para anaerdbico, liberando assim acido lactico e
acumuluando-o no citosol, consequentemente, ocasionando reducdo do pH citoplasmatico

(WONGSRIKEAO et al., 2005).
2.7. Analise histologica da morfologia folicular

Alguns trabalhos, dentre eles Carvalho e colaboradores (2001), Lucci e
colaboradores (2007) e Celestino e colaboradores (2007), utilizaram formas semelhantes de
analise histoldgica da morfologia folicular, considerando como foliculo em crescimento normal
aquele que apresentava oocitos saudaveis e intactos (Figuras 6A e 6B), com ntcleo redondo,
rodeado por células da granulosa bem organizadas sem nucleos picnoticos. Ja os foliculos
degenerados (Figuras 6C, 6D e 6E) foram classificados por estes autores de acordo com a
presenca de qualquer um desses aspectos: nlicleo oocitdrio condensado, odcito encolhido,
ooplasma ndo homogéneo, corpos picnoticos, células foliculares desorganizadas ou em baixa

densidade (CARVALHO et al., 2001; LUCCI et al., 2007; CELESTINO et al., 2007).
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Figura 6 - Exemplos de foliculos em crescimento anteriormente classificados como normais ou degenerados.
(A e B) Foliculos morfologicamente normais (observar goticulas de lipideos no ooplasma em B). (C, D ¢ E)
Foliculos em crescimento degenerativo. C) Odcito deformado com citoplasma coagulado. D) Ooplasma coagulado
e presenga de corpos picndticos na granulosa E) Células da granulosa desorganizadas com nucleos picnéticos (A, B
e C=400x; D e E = 225x).

A partir das consideragdes acima, percebe-se que a manutengdo da viabilidade dos
foliculos préoximos do processo ovulatdrio, depende de condi¢cdes ambientais favordveis que

preservem sua morfofisiologia e portanto, o processo de fecundagao possa ser assegurado.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

- Este estudo teve por objetivo avaliar a viabilidade dos foliculos ovarianos de
suinos sob diferentes temperaturas e tempos de conservacdo visando obter melhorias nas

condig¢des de transporte.
3.2. Objetivos especificos
- Descrever os foliculos ovarianos com énfase nos foliculos antrais

- Relacionar diferentes temperaturas (4 e 35,5 °C) e tempos de acondicionamento

(2, 16 e 24 horas) a viabilidade dos foliculos antrais.

- Identificar a condi¢do histolégica em que os foliculos se tornariam vidveis para

biotécnicas reprodutivas.

4. METODOLOGIA
4.1. Origem, coleta e transporte dos ovarios

Ovdérios suinos da raca Large White foram coletados em abatedouro local. Destes
foram retirados os tecidos circundantes e posteriormente lavados com solugdo salina 0,9%.
Ainda no abatedouro, com o auxilio de um paquimetro, as gonadas foram medidas em largura e

comprimento.

Para o grupo controle, os ovarios de uma das fémeas foram imediatamente fixados
em formaldeido tamponado a 10% por 24 horas. J4 no grupo experimental, cada fémea tinha seu
par de ovarios imerso em solugio salina 0,9% suplementada com pentabiotico (Zoetis, 2.4 x 10
Ul) armazenadas em botijoes térmicos e conservadas em duas diferentes temperaturas: um a
35,5 °C e outro a 4 °C. No laboratorio, os 6rgaos foram mantidos frescos contendo o mesmo
meio citado anteriormente com temperaturas conservadas em banho-maria a 35,5 °C e geladeira
a 4 °C. Ainda no grupo experimental, trés periodos de conservacdo foram testados: 2, 16 e 24

horas, sendo 5 para cada tratamento, resultando em seis grupos experimentais (Figura 7). Apos



25

a retirada das solucdes aquecidas e resfriadas, os ovarios foram imersos em formol 10% também

por 24 horas para posterior realiza¢do de rotina histologica citada a seguir.

Figura 7 - Fluxograma do protocolo experimental de conservacio dos ovarios suinos.
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Fonte: autoral.

4.2. Procedimentos histologicos

Ap0s a fixagcdo em formol 10%, todas as gonadas foram lavadas em agua destilada

e imersas em alcool 70% onde permaneceram, no minimo, durante uma hora. Para a bateria de

desidratagdo os ovarios foram transferidos para alcool 80% durante duas horas (com troca de

alcool a cada hora), posteriormente 95% e 99,5% também pelo periodo de duas horas cada (com

o mesmo procedimento citado anteriormente). Ap6s a desidratagdo, os tecidos foram imersos em

alcool-Xilol (1:1) durante uma hora para dar inicio ao processo de diafanizagdo, seguido por

Xilol 1 e Xilol 2 com duas horas cada e troca de meio a cada hora. Para a impregnagao, os

ovarios foram mantidos em parafina a 60 °C durante quatro horas, sendo trocados de parafina a

cada hora para uma melhor infiltracdo tecidual. Posteriormente as gonadas foram emblocadas

em parafina para realizagdo de cortes histologicos (Figura 8).
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Figura 8 - Esquematizacio dos protocolos histologicos de desidratacio, diafanizacio e impregnacio dos
ovarios.
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Fonte: autoral.

Com o auxilio de um micrétomo (Leica RM 2235) cada bloco contendo o
fragmento ovariano foi seccionado em série com espessuras de Sum, sendo as sec¢des coradas
com Hematoxilina por 6 minutos, lavadas em 4agua mineral e posteriormente coradas com

Tricdmico de Gomori.

4.3. Analise da morfologia de foliculos antrais

As seccdes foram examinadas com microscopia de luz (Leica DM 1000 LED)
com aumento de 40x, 100x e 200x. Em cada seccao foi realizada a contagem maxima de 30
foliculos antrais, avaliando a organizagdo das células da granulosa (presenca ou auséncia de
picnose, bem como integridade da membrana basal) e, quando possivel, do odcito (presenca ou
auséncia de picnose nuclear ou retracdo citoplasmatica). Foram classificados como foliculos
normais aqueles com oocitos saudaveis (auséncia de retragdo citoplasmatica ou ntcleo
picnotico) e/ou células da granulosa bem organizadas (aderidas & membrana/lamina basal, com

células tecais bem organizadas, com auséncia de picnose nuclear).

4.4. Analises estatisticas

Para se verificar diferengas entre os tratamentos, foi utilizada a frequéncia de
foliculos normais observados em cada ovario. Os dados foram testados para normalidade com
o teste de Kolmogorov-Smirnov. Uma vez que os dados ndo eram normais, utilizou-se o teste
de Kruskal Wallis para a comparacdo entre os tratamentos, com nivel de significancia (p

<0,05)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Um total de 32 ovarios suinos foram obtidos, sendo a variagdo de tamanho entre
1,2cm e 2,97cm de comprimento, onde a partir destes, 974 foliculos antrais foram analisados
(média de 27,82 + 7,02 de foliculos analisados por sec¢do). A porcentagem maxima de
foliculos normais encontrados em uma secc¢ao foi de 90%, sendo em algumas sec¢des nao
encontrados foliculos normais. O teste de Kruskal Wallis mostrou que os nimeros de foliculos
normais apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos (p <0,05; gl = 6) A figura 9
mostra o exemplo de foliculos antrais classificados como morfologicamente normais (Figuras

9A e 9B) ou degenerados (Figuras 9C e 9D).

Figura 9 - Exemplos de classificacio da morfologia folicular. (A e B) foliculos normais - células da granulosa
(CG) em grande quantidade, aderidas a lamina basal (LB), com células da teca interna (TI) e externa (TE)
organizadas, sem presenca de nucleos (Nu) picnéticos. (C e D) foliculos degenerados — células da granulosa
reduzidas em niimero e dispersas no antro folicular (AF) apresentando retragdo a lamina basal, com presenca de
picnose e/ou odcito (Ooc) degenerado apresentando retragdo e/ou com citoplasma difuso e poucas células do
cumulus oophorus (Cco) aderidas a zona pelucida (ZP). CO = cortex; VS = vaso sanguineo.

Fonte: autoral.
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A andlise histologica mostrou que o armazenamento de pecas ovarianas a 4 ou
35,5 °C por 2 horas (Figura 11) ndo afetou a frequéncia de foliculos normais em comparagado
com o controle (Figura 10), estando grande parte dos olcitos nestas temperaturas com

morfologia normais, sem apresentarem, em sua maioria, retracao citoplasmatica.

Figura 10 - Fotomicrografia de tecido ovariano de suinos do grupo controle. Células da granulosa (CG)
aderidas a lamina basal (LB). Possivel diferenciagdo das células da teca interna (TI) e externa (TE), bem como
visualizagdo do epitélio germinativo (EG), foliculos primarios (FP) e secundario (FS). AF = antro folicular; Co =
cortex.

Fonte: autoral.

Na figura 10 pode-se visualizar células da granulosa bem organizadas, aderidas a
lamina basal, visualizacdo das tecas internas e externas, oocitos com morfologia e citoplasmas
normais. E possivel também a visualizacdo de foliculos primordiais, primarios, secundarios e

do epitélio germinativo.
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Figura 11 - Fotomicrografias de tecido ovariano de suinos armazenado em diferentes temperaturas por 2
horas. (A ¢ B) armazenamento a 4 °C. (C e D) armazenamento a 35,5 °C. Ambos os casos apresentando foliculos
normais, com células da granulosa (CG) organizadas, com varias camadas, aderidas a lamina basal (LB) e odcitos
(Ooc) normais com citoplasma regular e sem retragdo. Possivel diferenciacdo das tecas internas (TI) e externa
(TE) e visualizagdo da zona pelucida (ZP). AF = antro folicular; Co = cortex; CL = corpo luteo; VS = vaso
sanguineo.

Fonte: autoral.

Por outro lado, o armazenamento dos ovarios a 35,5 °C durante 16 ou 24 horas
reduziu estatisticamente a frequéncia de foliculos morfologicamente normais (Figura 12). A
frequéncia destes foliculos ovarianos armazenados em ambos tratamentos também foi
significativamente inferior ao tecido armazenado & mesma temperatura durante 2 horas. Estes
resultados podem ser explicados devido ao fato de que foliculos em crescimento apresentam
alta atividade mitotica nas células da granulosa (HAFEZ & HAFEZ, 2004b), portanto
necessitam de maior quantidade de oxigénio e nutrientes. Longos periodos de armazenamento
ocasionam a privagdo deste oxigénio, consequentemente, com o metabolismo anaerdbico, ha o
acimulo de 4cido latico no citosol ocasionando a redu¢do do pH, ou seja, acidificagdo do meio

(WONGSRIKEAO et al., 2005). No entanto, o resfriamento tecidual ocasiona uma redugdo da
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atividade metabdlica celular reduzindo o consumo de oxigé€nio, limitando assim o risco de

necrose (FRANCECHINI & FULAN, 2012).

Além disso, a taxa de foliculos normais preservados a temperatura de 4 °C
(Figura 13) evidenciou ser superior a temperatura de 35,5 °C quando os ovarios foram
armazenados por 16 e 24 horas (Grafico 2), pois esta diminui¢ao da temperatura proporciona a
reducdo do metabolismo folicular (ROY & TREACY, 1993). Estudos sugerem, também, que a
hipoxia provoca alteragdes na permeabilidade da membrana celular, prejudicando os niveis de
Na+ e Cl- intracelulares que, sendo os principais reguladores da osmolaridade, podem levar ao
aumento dos niveis de agua, consequentemente, o aumento do volume celular ocasionando sua
degeneracdo (EVORA et al,. 1999) fato que pode ter ocorrido nos tratamentos de 16 e 24 horas
a 35,5 °C. Estudos em microscopia eletronica poderiam evidenciar as modificagdes das

organelas em fun¢do do acumulo de agua intracelulares.

Apesar da frequéncia de foliculos normais ser maior nos tratamentos de 16 e 24
horas a 4 °C, grande parte dos foliculos que se encontravam degenerados apresentavam o6citos
retraidos (Figura 13A, seta), fato que ocorreu com menor visualizagdo nos tratamentos a 35,5
°C dos mesmos periodos, que apesar de apresentar grande numero de foliculos danificados,
com cé¢lulas da granulosa extremamente retraidas da ldmina basal e células do cumulus
oophrus escassas, os 06citos em si apresentavam, em sua maioria, morfologia normal. Este
fato pode ser explicado devido a grande presenga de goticulas de lipideos associadas ao
citoesqueleto nos oocitos suinos (HAFEZ & HAFEZ, 2004b) ocasionando alta sensibilidade ao
arrefecimento (Didion et al/, 1990), pois a redu¢do da temperatura ocasiona a alteragdo da
morfologia, estrutura e distribuicdo celular destas goticulas, consequetemente ocasionando a
rupture do citoesqueleto (KIM et al., 2001). Também existe a circunstancia de que a eficacia
do resfriamento do oocito depende da sua fase de desenvolvimento (FERREIRA, et al., 2001).
A preservacdo resfriada de oocitos imaturos tende a obter maior sucesso, pois em 00citos
maduros esta temperatura resulta na despolimerizacdo da tubulina, principal proteina
responsavel pela organizagdo dos microtiibulos dos eixos meidticos (MOOR & CROSBY,

1985).
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Figura 12 - Fotomicrografias de tecido ovariano de suinos armazenado em diferentes tempos a 35,5 ° C. (A
e B) armazenamento por 16 horas. (C e D) armazenamento por 24 horas. Grande presenca de foliculos
danificados com células da granulosa (CG) retraidas da lamina basal (LB) com nucleos picndticos, dificil
diferenciacdo das tecas interna (TI) e externa (TE), odcitos (Ooc) ndo envolvidos pelas células do cumulus
oophorus (Cco), porém ndo apresentando retragdo citoplasmatica. AF = antro folicular; Co = cértex; ZP = zona
peltcida.

Fonte: autoral.
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Figura 13 - Fotomicrografias de tecido ovariano de suinos armazenado por diferentes tempos 44 °C. (A e
B) armazenamento por 16 horas. (C e D) armazenamento por 24 horas. Tecido apresentando em sua maioria de
foliculos normais, com células da granulosa (CG) organizadas, odcitos (Ooc) com nucleos (Nu) normais,, tecas
interna (TI) e externa (TE) diferenciadas, porém presenga em parte de foliculos danificados, com CG retraidas da
lamina basal (LB) e alguns Ooc com retragdo citoplasmatica (seta). AF = antro folicular; Cco = células do
cumulus oophorus; Co = cortex; EG = epitélio germinativo; FS = foliculos secundério.

Fonte: autoral.
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Grifico 2 - Frequéncia de foliculos morfologicamente normais (FFN) em cada tratamento de conservacio e
controle, analisados em seccdes histologicas. Os dados sdo apresentados como média = DP calculada a partir de
cinco réplicas. * Diferem do controle (p <0,05). A, b Diferentes letras acima das barras indicam diferenga
significativa entre tratamentos dentro da mesma temperatura (p <0,05). A, B Diferentes letras acima das barras
indicam diferenca significativa entre tratamentos dentro do mesmo periodo de conservagdo (p <0,05).
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Fonte: autoral.

O periodo de armazenamento dos ovarios estd entre os fatores que afetam a
maturacdo oocitaria (SUTTON et al., 2003). Este armazenamento sem o devido fornecimento
de sangue pode afetar a qualidade do odcito, j4 que o ambiente em torno deste torna-se
prejudicado (WONGSRIKEEAO et al., 2005). Odécitos de foliculos em crescimento, embora
quiescentes, sintetizam ativamente proteinas, além de ter suas organelas em desenvolvimento
(LISBOA, et al., 2011), ou seja, a conservacao folicular neste periodo ¢ de importancia vital. A
analise histologica de foliculos conservados por 2 horas em ambas temperaturas revelou a
integridade morfologica de uma maior quantidade de odcitos, obtendo resultados satisfatorios

quando comparado com o controle.

Como os odcitos utilizados como fonte para a cultura in vitro sdo provenientes
de ovarios obtidos em abatedouros, a conservacao destes 6rgdos ¢ uma condi¢do primordial

para as biotécninas reprodutivas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo sugere, através de andlises histologicas, que o armazenamento ideal
de tecido ovariano suino para fins de biotécnicas reprodutivas possa ser realizado nas

temperaturas de 35,5 © C por 2 horas ou ainda a 4 ° C por até 24 horas.

O uso deste protocolo de preservagdo facilitard o transporte para laboratorios

especializados e sera util para otimizar o uso de o6citos na reproducdo animal.

Sugere-se a andlise ultraestrutural e o cultivo in vitro de odcitos provenientes

destes tratamentos.
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