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RESUMO

A criopreservacdo de foliculos ovarianos pré-antrais pode ajudar na conservagdo de muitas espécies domésticas e selvagens.
Neste trabalho, objetivou-se verificar o efeito do etileno glicol, em diferentes concentragdes, na morfometria e nimero de células da
granulosa de folicul os pré-antrais inclusos em tecido ovariano bovino. O teste de toxicidade foi realizado com fragmentos ovarianos
expostos a0 etileno glicol em concentragdes de 10, 20 ou 40%. O tecido foi analisado por técnica histoldgica cléssica. Osfoliculos
primordiais expostos a concentragéo de 40% apresentaram redugéo do didmetro folicular e ovocitério quando comparados ao grupo
controle (sem exposi¢do), 10% e 20% (P<0,05) e reducdo do nimero de células da granulosa quando comparados ao grupo controle
(P<0,05). Com relagéo aos foliculos primérios, nenhum efeito foi observado (P>0,05). Esses resultados sugerem que foliculos
primarios sdo mais resi stentes aos efeitos do etileno glicol quando comparados aos primordiais.

Termos para indexacao: Foliculos pré-antrais, histologia, bovino, crioprotetor.

ABSTRACT

The cryopreservation of the ovarian preantral follicles could help the conservation of several domestic and wild animal
species. The objective of this study wasto verify the effect of different concentrations of ethylene glycol on the morphometry and
number of granulosa cells of the preantral ovarian follicles. A toxicity test was conducted with strips of ovarian cortex using ethylene
glycol (10, 20 or 40%). Tissue analysis was done using classical histology techniques. The primordial follicles expose at a concentration
of 40% showed reduction of the follicular diameter and oocyte when compared to the control (non exposing), 10 and 20% groups
(P<0.05) and reduction in the number of granulosa cells compared to the control group (P<0.05). Regarding the primary follicles no
alteration could be observed (P>0.05). These results suggest that primary follicles are more resistant to the effect of ethylene glycol
when compared to primordial ones.

Idex terms: Preantra follicles, histology, bovine, cryoprotectant.

(Recebido em 10 de abril de 2007 e aprovado em 17 dejulho de 2009)

INTRODUCAO

A manipulagdo de tecido ovariano destaca-se
atualmente como uma das biotecnol ogias que apresentam
grande potencial para conservacdo de gametas femininos.
O estudo da conservac&o do tecido ovariano ganhou
impulso em fungéo de sua aplicabilidade na medicina

A criopreservacdo de tecido ovariano animal
mostra-Se como uma promissora técnica, aqual pode atingir
programas conservacionistas e de melhoramento genético
animal. Entretanto, para 0 sucesso da criopreservagdo, a
escolha correta e o conhecimento dos efeitos das
substancias crioprotetoras sdo de fundamental importancia.

humana para recuperacdo da possibilidade de reproducéo,
principalmente, em pacientes submetidos a tratamentos
de quimicterapia ou radioterapia. Essa tecnologia também
é frequentemente utilizada em pacientes com doencas
autoimunes e artrites reumatéides (Donnez & Bassil, 1998;
Oktay & Karlikaya, 2000; Aubard et al., 2001; Oktay, 2001)
ou mesmo cancer (Posada et al., 2001).

E sabido que os crioprotetores apresentam efeitos toxicos
aos sistemas biol dgicos (Schalkoff et a., 1989; Vincent et
a., 1990; Fuku et al., 1995), aém de, invariavelmente,
causarem choques osmaticos (Agca et al., 2000). Com
relacdo ao tecido ovariano, os crioprotetores mais utilizados
para congelamento sdo o dimetilsulféxido, o propileno
glicol, o gliceral e o etileno glicol (Demirci et a., 2003).
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Na busca de melhores metodologias de
criopreservacao e substancias crioprotetoras para viabilizar
a consarvagdo de foliculos pré-antrais, estudos tém sido
aplicados em vérias espécies, como bovinos (Paynter et al.,
1999; Lucci et al., 2004), caprinos (Silvaet al., 2000), ovinos
(Amorim et al., 2003), gatos (Limaet al., 2006), camundongos
(Candy et a., 2000) e humanos (Oktay & Karlikaya, 2000).
Conduziu-se este estudo, com o objetivo de verificar o efeito
do etileno glicol, em diferentes concentragdes, na morfometria
e niimero de células da granulosa de folicul os pré-antrais
inclusos em tecido ovariano bovino.

MATERIAL E METODOS

Ovérios de vacas zebus (cinco ovarios de diferentes
animais) foram col etados a eatoriamente em abatedouro e
transportados ao laboratério a temperatura ambiente no
intervalo de uma hora. Os ovérios foram lavados em & cool
70% seguido de solucdo de NaCl a 0,9%. Pequenos
fragmentos (3 mm x 3 mm x 3 mm) foram retirados da parte
cortical do ovério, transferidos para uma solugéo de NaCl
0,9% em temperatura ambiente e divididos em 4 grupos:
controle (sem exposi¢éo e fixado imediatamente), 10, 20 e
40%. Os fragmentos de cada grupo foram expostos por 10
minutos ao etileno glicol nas concentrages de 10, 20 e
40%, diluido em solucdo de NaCl a 0,9%. Os fragmentos
foram submetidos a exposic¢éo de forma gradual, da menor
concentracdo paraamaior, por periodo de um minuto em
cada concentracdo. Em seguida, para retirada do
crioprotetor, procedeu-se inversamente utilizando as
mesmas concentracfes e tempo. ApGs a exposi¢cdo ao
etileno glicol, os fragmentos foram fixados em Carnoy
(Reagentes da marca registrada Synth) por 12h. As amostras
foram desidratadas em etanol, clarificadas com xilol,
embebidas em parafina e seccionadas a 5 um. Os cortes
foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e examinados
em microscopio éptico em aumento de 400X.

Osfoliculos pré-antrais foram classificados de acordo
com o estagio de desenvolvimento em primordial (uma
camada de células da granul osa de forma pavimentosa ou
pavimentosa-clbica ao redor do ovdcito), primérios (uma
camada de células da granulosa de forma cdbica ao redor do
ovacito) e pequenos secundérios (duas ou mais camadas
de células da granulosa de forma cubica). As células da
granulosa foram contadas e a morfometria ovocitéria e
folicular foram mensuradas, utilizando-se ocular com escala
micrométrica (Wezel & Rodgers, 1996; Kacinskis et al., 2005).

Os dados foram analisados por ANOVA e o teste
de Tukey aplicado quando encontrado variagdo. Foram
realizadas cinco repeticdes por tratamento (cada repeticéo
correspondeu aum ov&rio). Os valores foram considerados
significativos quando P<0,05.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram analisados um total de 474 foliculosinclusos
em tecido ovariano bovino, entre foliculos primordiais
(n=287) e primérios (n=187). Os pequenos foliculos
secundérios ndo foram computados em funcgéo do reduzido
nimero de estruturas encontradas. Os resultados quanto
ao didmetro dos folicul os e dos ovdcitos e quanto ao niUmero
de células da granulosa de folicul os primordiais, encontram-
se na Tabela 1. Observou-se diferenga significativa (P<0,05)
entre o grupo 40% versus controle, 10% e 20% com relagdo
ao didmetro dos foliculos e ovdcitos. Com relacdo ao ndmero
de cd8ulas dagranulosa, ocorreu diferenga significativa entre
0 grupo controle versus grupo 40%. Os grupos controle,
10% e 20% foram iguais (P>0,05) entre si, assim como 0s
grupos 10%, 20% e 40% também foram iguais (P>0,05).

Na Tabela 2, apresentam-se os resultados obtidos
a partir das andlises dos foliculos primérios. Né&o foi
observada nenhuma diferenca estatistica entre os grupos
estudados (P>0,05).

Tabela1l - Média e desvio padréo do didmetro folicular e ovocitério em micrémetros e nimero de células da granulosa
defoliculos primordiais dos grupos: controle, 10, 20 e 40% de ovérios obtidos em abatedouro de vacas Bos taurus

indicus.
Foliculos n Diémetro do Foliculo Diémetro do Ovocito Células da Granulosa

Primordiais (variagdo) (variagdo) (variagdo)

Grupo Controle 112 37,5+ 5,0 (27,5-50) ? 25,7+ 4,1 (15-35) 72+28(1-14) 2
Grupo 10% 46 37,8+ 4,6 (30-57,5) 2 25,8+ 4,3 (17,5-42,5) 2 6,6 + 2,4 (1-12) 2"
Grupo 20% 53 37,4+ 3,8(30-47,5)? 24,57 + 3,6 (17,5-35) @ 6,6 + 1,7 (2-10) "
Grupo 40% 76 33,1+5,1(25-45)° 22,19+ 3.8(15-32,5)° 5,8+ 2,1 (3-11) P

Total 287 - - -

& Diferentes sobrescritos na mesma colunaindicam diferenca significativa (P<0,05).
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Tabela2 —Média e desvio padréo do didmetro folicular e ovocitario em micrémetros e nimero de células da granulosa de
foliculos primarios dos grupos controle, 10, 20 e 40% de ovérios obtidos em abatedouro de vacas Bos taurus indicus.

Diametro do Foliculo

Foliculos Primérios n

Diametro do Ovécito Células da Granulosa

(variagéo) (variagdo) (variagdo)
Grupo Controle 35 47,5+ 9,4 (35-70) 27,1+ 4,6 (17,5-40) 14,5+ 5,4 (7-29)
Grupo 10% 50 45,4 + 8,9 (35-80) 26,3+ 5,5 (17,5-55) 13,4+ 5,2 (6-29)
Grupo 20% 59 44,1+7,3 (32,5-67,5) 25,8 + 4,5 (17,5-40) 12,2+ 4,5 (6-30)
Grupo 40% 43 45,9 + 10,4 (32,5-75) 25,1+ 5,0 (13-42,5) 13,3+ 4,7 (7-27)
Total 187 - - -

E importante observar a propriedade dos
crioprotetores de penetrar as membranas celulares. Esse efeito
do crioprotetor deve-se a permeabilidade intra e extra celular.
No presente estudo, foi utilizado o etileno glicol, o qual
apresenta baixo peso molecular (massa molecular = 62,068) e,
decorrente desta caracteristica, possui maior permeabilidade
do que outros agentes utilizados, como o dimetilsulfoxido, o
propileno glicol e o glicerol (Newton et al., 1998).

Em relacdo ao efeito do etileno glicol no tecido
ovariano, estudos indicam efeitos dependentes da espécie.
Nesse sentido, Lucci et al. (2004) mostraram que o etileno
glical, em bovinos, é mais toxico quando comparado a
outros crioprotetores nessa espécie. Em roedores, Candy
et al. (1997), ndo verificaram efeitos toxicos para
criopreservar tecido ovariano, porém alertaram para
exposi¢cdo por periodos prolongados poder ocasionar
reducdo de viabilidade. Newton et al. (1996), em humanos,
obtiveram resultados satisfatorios utilizando-se etileno
glicol em protocolo de criopreservago.

Lucci et al. (2004) relataram que as fases de
desenvolvimento folicular (primordiais, primarios e
pequenos secundarios) ndo influenciaram, de maneirageral,
a resisténcia dos foliculos aos crioprotetores. Entretanto,
Gandolfi et a. (2006), em experimento com criopreservaco
de fragmentos ovarianos de bovinos e humanos, verificaram
maior sensibilidade de foliculos primordiais, quando
comparados aos primarios e secundrios, porém, essas
diferencas ndo foram observadas em suinos.

O fato de os folicul os priméarios ndo terem sofrido
nenhum tipo de efeito do etileno glicol pode sugerir que o
maior nimero de células da granulosa presente no foliculo
primério, comparado ao primordial, apresenta-se como uma
barreira protetora aos efeitos da ata permeabilidade do
etileno glicol no tecido ovariano bovino.

Estudos com folicul os pré-antrais, inclusos em tecido
ovariano bovino, submetidos a processos de
criopreservagdo devem ser sistematicamente desenvolvidos
com finalidade de identificar-se substancias que oferecam

menores riscos de citotoxicidade durante o processo de
criopreservagao aos sistemas biolégicos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem que foliculos
primordiais bovinos sdo mais sensiveis a altas
concentracfes de etileno glicol do que primérios com
relacdo a alteragdes no nimero de células da granulosa e
modificaces morfométricas.
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