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Diferentes concentracdes de etileno-glicol na organiza¢io da cromatina nuclear
de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano bovino (Bos indicus).

Different concentration of the ethylene glycol in nuclear chromatin organization of
the preantral ovarian follicles from bovine (Bos indicus).
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RESUMO

A criopreservagdo de foliculos ovarianos pré-
antrais pode ajudar na conservacdo de muitas
espécies domésticas, silvestres e selvagens. O
objetivo do presente estudo foi verificar o
efeito do etileno-glicol, em diferentes
concentragdes, na organizagdo morfoldgica da
cromatina nuclear de foliculos pré-antrais
inclusos em tecido ovariano bovino. Cinco
ovarios obtidos em abatedouro foram
utilizados e analisado um total de 523
foliculos. O teste de toxicidade foi realizado
com fragmentos ovarianos expostos ao etileno-
glicol, em concentra¢des de 10, 20 ou 40%,
diluido em solug@o de NaCl a 0,9%. O tecido
foi analisado por técnica histologica classica.
A andlise da organizacdo morfologica da
cromatina nuclear de foliculos primordiais
mostrou diferenga significativa (P < 0,05) entre
o grupo-controle (81,1%) versus grupos 10%
(60,5%), 20% (19,3%) e 40% (7,3%). Em
foliculos  primarios, foram observadas
diferengas significativas entre o grupo controle
(86,4%) e grupos 20% (18,7%) e 40% (9,5%)
(P < 0,05), mas ndo entre o grupo 10%
(65,5%). Estes resultados indicam que o
crioprotetor etileno-glicol leva a alteragdes
morfologicas na cromatina nuclear de foliculos
primordiais e primarios, inclusos em tecido
ovariano bovino.
Palavras-chave: bovino, etileno-glicol,
foliculos pré-antrais, histologia.

SUMMARY

The cryopreservation of the ovarian preantral
follicles could help the conservation of several
domestic and wild animal species. The
objective of this investigation was to verify the
effect of the ethylene glycol in different
concentrations in nuclear organization de
ovarian preantral follicles. Ovaries had been
gotten in slaughter house. A toxicity test was
conducted with strips of ovarian cortex using
ethylene glycol (10, 20 or 40%). Tissues
analysis were run using classic techniques of
histology. The analysis of the morphologic
organization of the nuclear chromatin of
primordial ~ follicles showed  significant
difference (P < 0.05) between the control
group (81,1%) and 10% (60,5%), 20% (19,3%)
and 40% (9,5%) groups. In primary foliculos,
significant differences between the control
group and 20% (18,7%) and 40% (9,5%)
groups (P < 0.05), but not between group 10%
(65,5%). These results indicate that the
cryoprotectant  ethylene-glycol takes the
morphologic  alterations in the nuclear
chromatin of primordial and primary follicles,
enclosed in bovine ovarian tissue.

Key Words: bovine, ethylene-glycol,
histology, preantral follicles.
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INTRODUCAO

A possibilidade de conservagao de
tecido ovariano, principalmente, em
humanos submetidos a tratamentos de
quimioterapia ou radioterapia e
acometidas por doengas auto-imunes e
artrites reumatoides, levou muitos
pesquisadores a desenvolverem
pesquisas na area de criopreservacao
de fragmentos ovarianos (DONNEZ e
BASSIL, 1998; OKTAY e
KARLIKAYA, 2000; AUBARD et al.,
2001; OKTAY, 2001; POSADA et al.,
2001).

Em animais, a criopreservagdo de
tecido ovariano objetiva  atingir
programas conservacionistas e de
melhoramento genético animal.
Entretanto, para o sucesso da
criopreservacdo, ¢ de fundamental
importancia o conhecimento dos
efeitos das substancias crioprotetoras.
E sabido que os crioprotetores
apresentam efeitos toxicos aos sistemas
biolégicos (SCHALKOFF et al., 1989;
VINCENT et al., 1990; FUKU et al.,
1995), além de causarem choques
osmoticos (AGCA et al., 2000). Com
relacio ao tecido ovariano, o0s
crioprotetores mais utilizados para
congelamento sdo o dimetil-sulféxido
(DMSO), o propileno-glicol, o glicerol
e o etileno-glicol (DEMIRCI et al.,,
2003).

Na busca de melhores metodologias de
criopreservacdo e de substancias
crioprotetoras  para  viabilizar a
conservagdao de foliculos pré-antrais,
estudos tém sido aplicados em varias
espécies, como bovinos (PAYNTER et
al., 1999; LUCCI et al, 2004),
caprinos (SILVA et al., 2000), ovinos
(AMORIM et al., 2003), gatos (LIMA
et al., 2006), suinos (GANDOLFI et
al., 2006), camundongos (CANDY et
al., 2000) e humanos (OKTAY e
KARLIKAYA, 2000). O objetivo com
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o presente estudo foi verificar o efeito
do etileno-glicol, em diferentes
concentracoes, na organizagao
morfoldgica da cromatina nuclear de
foliculos pré-antrais inclusos em tecido
ovariano bovino.

MATERIAL E METODOS

Para  manipulagdo  ovariana e
procedimento  histolégico  foram
utilizados cinco ovarios de diferentes
vacas  zebus  provenientes  de
abatedouro localizado no municipio de
Aquidauana-MS, tendo sido
transportados ao  laboratorio da
UFMS/CPAQ a temperatura ambiente
em um intervalo de 1 h. Os ovarios
foram lavados em dalcool 70% seguido
de solucdo de NaCl a 0,9%. Um total
de 40 fragmentos (3 mm x 3 mm x 3
mm) foi retirado da regido cortical dos
ovarios.
Em seguida, os fragmentos foram
transferidos para uma solu¢do de NaCl
0,9% em temperatura ambiente e
divididos em 4 grupos: controle (sem
exposicado e fixado em Carnoy,
imediatamente), 10, 20 e 40%. Cada
grupo foi exposto por 10 minutos ao
etileno-glicol nas concentragdes de 10;
20 e 40%, diluido em solu¢do de NaCl
a 09%. Os fragmentos foram
submetidos a exposi¢do, de forma
gradual, da menor concentrag¢do para a
maior, por periodo de 1 minuto em
cada concentragdo (grupo 20%
permanecia 1 minuto exposto na
solugdo de etileno-glicol a 10% e o
grupo 40% permanecia 1 minuto na
solucdo de 10% e 1 minuto na solugdo
de 20%). Em seguida, para retirada do
crioprotetor, procedeu-se inversamente
utilizando as mesmas concentragoes e
periodo de tempo. Apods a exposicdo,
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os fragmentos foram fixados em
Carnoy por 12 h. 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
optico em aumento de 400X.

Para a analise dos foliculos pré-antrais
ovarianos, = 0s  mesmos  foram
classificados de acordo com o estagio
de desenvolvimento em primordial
(uma camada de células da granulosa
de forma pavimentosa ou pavimentosa-
cubica ao redor do ovdcito), primarios
(uma camada de células da granulosa
de forma cubica ao redor do ovocito) e
pequenos secundarios (duas ou mais
camadas de células da granulosa de
forma cubica) (van WEZEL e
RODGERS, 1996; KACINSKIS et al.,
2005).

Apos classificacdo, os foliculos foram
analisados quanto a presenga ou
auséncia de nucleo. A cromatina
nuclear foi considerada organizada
quando  apresentava  distribui¢do
caracteristica da profase I da meiose.
Foliculos com  distribuicio da
cromatina condensada ou fragmentada
foram considerados nucleos com
cromatinas desorganizadas.

Os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA e o teste
de Tukey aplicado quando encontrada
varia¢do. Foram realizadas 5 repeti¢des
por tratamento (um ovario por
repeti¢do). Os  valores  foram
considerados significativos quando P <
0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados um total de 523
foliculos, inclusos em tecido ovariano
bovino, entre foliculos primordiais
(335) e primdrios (188). Os pequenos
foliculos secunddrios ndo foram
computados, em funcdo do reduzido
numero de estruturas encontradas. Os
resultados relativos a organizacdo
nuclear dos foliculos primordiais
encontram-se na Tabela 1.

Quanto a presenca de nucleos, nao
houve diferenca estatistica significativa
(P > 0,05). Com relacdo a organizagdo
morfoléogica da cromatina nuclear,
observou-se diferenca significativa (P
< 0,05) entre o grupo-controle e os
grupos: 10%, 20% e 40%. O grupo
10% mostrou diferenga significativa
quando comparado aos grupos 20 e
40%.

Tabela 1. Organizacdo da cromatina nuclear de foliculos primordiais tratados com

diferentes concentracdes de etileno-glicol.
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Grupos Foliculos Analisados Presenca de Nucleo (%) Nucleo Organizado (%)
Controle 157 106 (67,5) 86 (81,1)*

10% 49 38 (77,5) 23 (60,5)°

20% 53 31 (58,4) 6(19,3)°¢

40% 76 41 (53,9) 3(7,3)¢

Total 335 - -

*“Sobrescritos diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P < 0,05).

Na Tabela 2, encontram-se os resultados obtidos a partir das andlises dos foliculos
priméarios. Com relacdo a presenca de nucleos, o grupo-controle apresentou diferenca
significativa (P < 0,05) quando comparado ao grupo 40%, mas ndo, se considerados
os grupos 10 e 20% (P > 0,05). Em relagdo a organizacdo da cromatina nuclear, foram
observadas diferencas significativas entre o grupo-controle e os grupos 20% e 40% (P
< 0,05) mas ndo em relagao ao grupo 10%.

Tabela 2. Organizagdo da cromatina nuclear de foliculos primarios tratados com
diferentes concentracdes de etileno-glicol.

Grupos Foliculos Analisados Presenca de Nucleo (%) Nucleo Organizado (%)
Controle 46 37 (80,4) * 32 (86,4)*

10% 49 29 (59,1) ** 19 (65,5) *

20% 47 32 (68,1)*° 6(18,7)°

40% 46 21 (45,6)° 2(9,5)°

Total 188 - -

*PSobrescritos diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P < 0,05).

A analise morfoldgica de foliculos pré-
antrais inclusos em tecido ovariano

bloqueados na profase I da primeira
meiose (HIRSFIELD, 1991), sendo
tem sido realizada como controle de muito importante a manutengdo da
tecnologias de conservagdo, como configura¢do morfologica da cromatina
resfriamento (SILVA et al.,, 1999) e para o sucesso do desenvolvimento
criopreservacdo (DEMIRCI et al, folicular. Nesse sentido, Demirci et al.
2001). Os foliculos, de forma geral, (2002) testaram duas concentragdes de
sdo analisados, levando-se em conta a DMSO em protocolo de congelamento
organiza¢do e integridade das células lento, verificando-se alteragoes

da granulosa, densidade citoplasmatica
e morfologia da cromatina nuclear
(LUCCI et al., 2004; KACINSKIS et
al., 2005). Quanto a cromatina nuclear,
os foliculos pré-antrais encontram-se

morfoldgicas na cromatina nuclear, se
comparada ao tecido ovariano ndo
congelado.

No presente estudo, analisaram-se os
efeitos de diferentes concentracdes de
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etileno-glicol na organizagao
morfologica da cromatina nuclear.
Esse crioprotetor apresenta baixo peso
molecular e devido a  essa
caracteristica, possui maior
permeabilidade do que outros agentes
utilizados, como o dimetilsulfoxido, o
propanediol e o glicerol (NEWTON et
al., 1998). Relatos em camundongos
(CANDY et al. 1997) e humanos
(NEWTON et al. 1996) ndo mostraram
efeitos toxicos quando foi utiliza o
etileno-glicol para criopreservar o
tecido ovariano. Esse fendmeno sugere
que foliculos ovarianos de bovinos
podem ser mais sensiveis que os de
outras espécies, uma vez que o etileno-
glicol, no presente estudo, provocou
alteracdes na morfologia da cromatina
folicular. Em estudos com bovinos
também foram verificadas alteragoes
foliculares mais acentuadas com o uso
do etileno-glicol em relacdo a outros
crioprotetores (LUCCI et al., 2004).

Altas concentracdes de crioprotetores
sdo rotineiramente utilizadas em
protocolos de vitrificagdo (SANTOS et
al., 2007). No presente estudo,
verificou-se que concentragdes acima
de 10% de etileno-glicol para foliculos
primordiais e 20% para primarios
levaram as alteracOes na cromatina
folicular, observando-se efeitos
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progressivos nas concentracdes de 40%
(Tabelas 1 e 2). Estes resultados
mostram que cuidados devem ser
tomados quando se utiliza etileno-
glicol em protocolos de
criopreservacao em bovinos,
particularmente, em processos de
vitrificacdo. Uma das alternativas para
redu¢do da toxicidade do etileno-glicol
seria, a associagdo com outros agentes
crioprotetores (DEMIRCI et al., 2001;
dela PENA et al., 2002; DEMIRCI et
al., 2003; HASEGAWA et al., 2004).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo
permitem concluir que o crioprotetor
etileno-glicol induz a alteragdes
morfoldgicas na cromatina nuclear de
foliculos primordiais e primarios,
inclusos em tecido ovariano bovino,
principalmente em altas concentracdes
(20 e 40%).
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