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RESUMO

O objetivo, no presente estudo, foi avaliar o
efeito do glicerol (GLI), dimetilsulféxido
(DMSO) e propilenoglicol (PROH) sobre o
diametro do foliculo, do ovdcito e do nimero de
células da granulosa de foliculos pré-antrais
bovinos. Fragmentos  ovarianos  foram
imediatamente fixados em Carnoy (controle) ou
expostos aos crioprotetores nas concentracdes
de 20 e 40%, por 10min. ApGs o periodo de
exposi¢do, o tecido ovariano também foi fixado
em Carnoy e processado para inclusdo em
parafina. Cinco seccfes de tecido ovariano
foram coradas em hematoxilina e eosina e
analisadas ao microscépio de luz com ocular em
escala micrométrica. Os dados foram analisados
por ANOVA e teste Tukey. Em relacdo ao
didmetro do foliculo primordial, nenhuma
diferenca foi encontrada entre o controle e os
grupos expostos aos crioprotetores. Entretanto,
em relacdo ao diametro do ovocito, na
concentracdo de 40%, para todos o0s
crioprotetores testados, os ovocitos primordiais
apresentaram reducdo significativa do diametro,
0 que incluiu o PROH a 20%. Nas estruturas
primarias, ocorreu redugdo dos ovocitos e
foliculos somente com o glicerol a 40%. Com
relacdo ao numero de células da granulosa das
estruturas primordiais, o DMSO a 40% e o
PROH a 20 e 40% levaram a reducéo
significativa do diametro dos ovécitos e
foliculos em comparacéo ao grupo controle. Os

foliculos primarios, para todos os crioprotetores
testados, ndo apresentaram alteracdes quanto ao
ndmero de células da granulosa. Em concluséo,
os foliculos primarios mostraram-se resistentes
aos efeitos dos crioprotetores. Em relacdo aos
foliculos primordiais, o] glicerol,
dimetilsulféxido e propilenoglicol levaram a
reducdo do didametro do ovocito e do nimero de
células da granulosa, mas ndo do diametro
folicular.

Palavras-chave biotecnologia, criopreservacéo,
ovario

SUMMARY

This study evaluated the effect of glycerol
(GLY), dimethyl sulfoxide (DMSO) and
propylene glycol (PROH) in diameter of
follicle, of oocyte and of granulosa cells number
of preantral follicles cattle. Ovarian fragments
were exposed to cryoprotectants  at
concentrations of 20 and 40% for 10 min. Then,
the tissue was fixed in Carnoy and processed by
traditional technique of histology. Slides were
stained by hematoxylin and eosin and evaluated
under optical microscope equipped with eyes
wide with morphometric. Data were analyzed
by ANOVA and Tukey test. Regarding diameter
of the follicle, no difference was found among
the control and the groups exposed to the
cryoprotectants. However, in relation to the
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diameter of the oocyte, 40% concentration in all
tested cryoprotectants the primary follicles
showed reduction in diameter, including 20% of
propylene glycol. For primary follicles, only
40% of glycerol presented difference from
control group. For the granulosa cells 40% of
DMSO and 20 and 40% of PROH showed
significant reduction compared to control group,
in primary follicles. In conclusion primary
follicles were resistant to cryoprotectants
effects. For the primary structures, glycerol,
dimethyl sulfoxide and propylene glycol led to
reduction of diameter of oocyte and number of
granulosa cells but not of follicular diameter.

Keywords: biotecnology, cryopreservation,
ovary

INTRODUCAO

A criopreservacao de tecido ovariano é
uma importante biotecnologia para
formacdo de bancos de germoplasma
animal. Existem relatos de
criopreservacdo de tecido ovariano em
diferentes espécies de animais, a
exemplo de camundongos (CANDY et
al., 1997), marmotas (CANDY et al.,
1995), gatos (LIMA et al., 2006),
ovinos (SANTOS et al., 2006), caprinos
(SANTOS et al.,, 2007), suinos e
bovinos (GANDOLFI et al.,, 2006).
Entre os foliculos ovarianos, os preé-
antrais, que sdo a maioria no ovario,
apresentam caracteristicas que 0s
tornam menos sensiveis ao processo de
criopreservacao, como tamanho
reduzido, baixa taxa metabdlica,
auséncia de zona pellucida e granulos
corticais periféricos (LUCCI et al.,
2004).

Varios crioprotetores séo utilizados para
a congelacao de tecido ovariano bovino,
em que se destacam o dimetilsulfoxido
(DMSO), o etilenoglicol (EG),
propilenoglicol (PROH) e (dlicerol
(GLI). Entretanto, existem diferencas
inerentes a cada crioprotetor, quanto a
eficiéncia na preservacdo tecidual
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(LUCCI et al., 2004), além de possiveis
variabilidades nas respostas entre as
diferentes espécies e protocolos de
congelacdo (GANDOLFI et al., 2006).
Estudos sobre o efeito do processo de
criopreservacdo na morfologia de
foliculos pré-antrais de bovinos tém
sido realizados (PAYNTER et al., 1999;
LUCCI et al., 2004), entretanto,
trabalhos relacionados ao diametro do
foliculo e ao numero de células da
granulosa sao escassos (LUNA &
MUNHOZ, 2008). Esses parametros
podem indicar efeitos deletérios dos
crioprotetores e contribuir na busca de
protocolos mais eficientes na
criopreservacdo tecidual. Alteracdes
desses parametros tém sido relatadas em
foliculos isolados de tecido ovariano
criopreservados de  camundongos
(NEWTON & ILLINGWORTH, 2001;
SEGINO et al.,, 2003), mas ndo em
bovinos. O objetivo, no presente estudo,
foi avaliar o efeito do GLI, DMSO e
propilenoglicol (PROH) sobre o
didametro do foliculo e do ovécito, assim
como do numero de células da
granulosa de foliculos pré-antrais
inclusos em tecido ovariano bovino.

MATERIAL E METODOS

Dois ovarios bovinos Bos indicu¥
oriundos de diferentes animais foram
obtidos em abatedouro e transportados
ao laboratorio em bolsa plastica com
solucéo salina (NaCl a 0,9%), dentro de
um periodo de 50-60 min a temperatura
ambiente (28-30C). Os ovarios foram
lavados em alcool 70% e, logo em
seqguida, com solucao salina.
Fragmentos de 5 x 3 mm (n=35) foram
retirados da parte cortical do ovério e
distribuidos, aleatoriamente, entre
grupos controle (sem crioprotetor e
fixado imediatamente em Carnoy) e
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tratamentos, e foram expostos por 10
min em glicerol (GLI), dimetilsulfoxido
(DMSO) ou propilenoglicol (PROH)
nas concentragcdes de 20 e 40% em
solucéo salina na temperatura de°G0

A exposicdo foi realizada de forma
gradual, da menor concentragao (10%)
para as maiores concentracbes (20 e
40%), por periodo de 1 minuto em cada
concentragdo. Posteriormente, para a
retirada do crioprotetor, procedeu-se
inversamente, com as mesmas
concentracbes e o mesmo periodo de
tempo. ApOs a exposicao, os fragmentos
foram fixados em Carnoy por 12h. As
amostras foram submetidas a rotina
histologica para inclusdo em parafina e
seccionadas a pm. Os cortes foram
corados com hematoxilina e eosina e
examinados em microscopio de luz em
aumento de 400X.

Os foliculos foram classificados, de
acordo com 0 estagio de
desenvolvimento, em primordiais (uma
camada de células da granulosa
pavimentosa ou pavimentosa-cubica ao
redor do ovOcito) e priméarios (uma
camada de células da granulosa cubica
ao redor do ovécito). Apos a
classificacao folicular, os diametros do
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foliculo e do ovocito foram mensurados
com wuso de ocular com escala
micrométrica (KACINSKIS et al.,
2005). Em todas as classes foliculares,
foi contado o numero de células da
granulosa. Os dados foram analisados
por ANOVA e pelo teste de Tukey. Os
valores foram considerados
significativos quando P<0,05. @nalise
estatisticafoi realizada pelosoftware
BIOESTAT 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o estudo de poucos ovarios é
possivel a avaliagdo de centenas de
foliculos pré-antrais para analises
morfolégicas, em diferentes espécies
animais (LUCCI et al., 2004; LUCCI et

al., 2007). No presente estudo, foram
observados 633 foliculos pré-antrais,
dos quais 550 eram primordiais e 83
primarios, distribuidos nos diferentes
grupos. Em relagdo ao diametro dos
foliculos, nenhuma diferenca foi

encontrada entre os grupos controle e
aqueles expostos aos crioprotetores
(P>0,05; Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrdo do diametro deulni$ primordiais e primarios dos
grupos controle, glicerol (GLI), dimetilsulfoxidddMSO) e propilenoglicol

(PROH)
Grupos Primordiais Primarios
Controle 35,5+5,8 (25-50) 52,3:8,3 (37,5-62,5)
20% GLI 36,0t6,6 (25-52) 45,96,6 (30-75)
40% GLI 33,35,6 (25-52,5) 43,26,5 (35-60)
20% DMSO 37,6t5,6 (27,5-55) 49.£9,7 (35-70)
40% DMSO 35,8t5,6 (27,5-52,5) 51:0,3 (37,5-62,5)
20% PROH 33,3t4,8 (25-47,5) 4989,1 (35-67,5)
40% PROH 35,0t3,9 (25-42,5) 50,68,3 (40-65)

"N&o houve diferenca significativa entre os grupmgrole e testados (P>0,05).
'Dados entre parénteses correspondem aos valorgsasia maximos em micrometros (um).
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Em relacdo ao diametro dos ovacitos
primordiais, todos crioprotetores na
concentracdo de 40% levaram a reducéo
do diametro, quando comparados ao
grupo controle (P<0,05). Na concentracdo
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Em relacdo ao numero de células da
granulosa, o dimetilsulféxido a 40% e o
propilenoglicol a 20% e a 40%

apresentaram reducdo significativa
(P<0,05) quando comparados ao grupo

de 20% apenas o propilenoglicol induziu
a reducdo do diametro dos ovacitos. Em
relacdo aos ovocitos primarios, somente o
glicerol a 40% diferiu do grupo controle
(P<0,05; Tabela 2).

controle, o qual n&o diferiu do glicerol
(P>0,05), nos foliculos primordiais. Os
foliculos primérios ndo sofreram
alteracbes quanto ao nuamero de células
da granulosa (P>0,05; Tabela 3).

Tabela 2. Média e desvio padrdo do diametro ouieitde foliculos primordiais e
primarios dos grupos controle e expostos ao glid&hl), dimetilsulfoxido
(DMSO) e propilenoglicol (PROH)

Grupos Primordiais Primarios
Controle 26,8+4,8 (15-38) 31,7+4 (27,5-37,5)
20% GLI 25,2+4,7 (15-38) 28,8+6,9 (20-37,5)
40% GLI 23,9+3,2 (17,5-32) 24+5 (17,5-35)
20% DMSO 27,5+4,7 (15-40) 30+3,6 (25-37,5)
40% DMSO 24,1+4,2 (15-42) 35,5+3,2 (30-37,5)
20% PROH 24,2+3,9 (17,5-35) 30,9+7,1 (27,5-37,5)
40% PROH 24,6+ 3,7 (15-32%) 31,8+5,3 (25-42,5)

2 Diferentes sobrescritos na mesma coluna indicaenatita significativa (P<0,05).
'Dados entre parénteses correspondem aos valorgsasia maximos em micrometros (im).

Tabela 3. Média e desvio padrdo do numero de aldh granulosa de foliculos
primordiais e primarios dos grupos controle e etgmos0o glicerol (GLI),
dimetilsulféxido (DMSO) e propilenoglicol (PROH)

Grupos Primordiais Primarios
Controle 8,0+2,6 (3-18) 19,7 (14-31)
20% GLI 8,0+2,9 (2-13) 17,3 (14-26)
40% GLI 7,0+2,7 (3-13) 16,5 (14-23)
20% DMSO 8,2+2,7 (2-13) 19,0 (14-29)
40% DMSO 6,5+2,4 (2-12) 18,1 (14-27)
20% PROH 6,6+2,9 (2-13) 18,2 (14-28)
40% PROH 6,5+2,8 (1-13) 16,9 (14-24)

aMiferentes sobrescritos na mesma coluna indicaenadita significativa (P<0,05).
'Dados entre parénteses correspondem aos valorgsasie maximos em micrémetros (pm).
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Altas concentracbes de crioprotetores
sdo usadas para a técnica de vitrificagédo
que, por sua vez, apresenta como
vantagens rapidez na execugao,
praticidade e baixo custo quando
comparada a execugcdo da técnica de
congelacéo lenta para a preservacao de
tecido ovariano bovino. Porém, a
vitrificagcdo ainda apresenta resultados
limitados (GANDOLFI et al., 2006).
Comumente, elevadas concentracdes de
crioprotetores podem levar a efeitos
toxicos ou choque osmotico nos
sistemas celulares (YAVIN & ARAV,
2007). Nesse sentido, o presente estudo
comparou diferentes crioprotetores em
concentracdes de 20 e 40% sobre a
morfologia de foliculos pré-antrais. Para
isso, foi analisado o diametro do
foliculo e do ovécito, assim como o
namero de células da granulosa
(primordiais e  primarios) antes
(controle) e ap0s exposicdo aos
crioprotetores. Esses parametros tém
sido relatados enBos tauruse Bos
indicus para caracterizagdo de classes
foliculares, resultados que mostram
similaridades entre as subespécies
bovinas (VAN WEZEL & RODGERS,
1996; HYTTEL et al, 1997;
KACINSKIS et al., 2005).

Os foliculos pré-antrais podem ser
estudados no tecido ovariano em fungao
de sua fase de desenvolvimento. Relatos
mostram que as classes foliculares
podem influenciar na resisténcia aos
processos de criopreservagdo, e esse
aspecto é discutido na literatura. Santos
et al. (2007) mostraram que foliculos
primordiais de cabras sdo mais
resistentes que os foliculos primarios.
Porém, Gandolfi et al. (2006) indicam
que foliculos primordiais de bovinos
Sad0 mais susceptiveis ao processo de
criopreservacéo, e Lucci et al. (2004)
nao encontraram diferenca entre as
classes foliculares criopreservadas de
bovinos. Thomaz et al. (2005), em

http://www.rbspa.ufba.br

estudo com coelhos, consideraram o0s
primordiais mais resistentes. De acordo
com o0s resultados encontrados no
presente estudo, os foliculos primarios
mostraram-se mais resistentes aos
efeitos dos crioprotetores ao considerar
o diametro folicular e o numero de
células da granulosa, com excec¢do do
glicerol na concentracdo de 40%, que
levou a reducdo do tamanho do ovdcito.
Em relacdo a esse efeito, estudos em
diferentes espécies mostram que altas
concentracbes de (glicerol podem
promover elevado grau de desidratacéo
e choque osmotico nos foliculos pré-
antrais, caracterizada por severa
alteracdo morfologica folicular e
separagdo do estroma ovariano
(CANDY et al.,, 1997; LUCCI et al.,
2004).

Na analise morfométrica do foliculo,
ndao foram observadas diferencas
significativas, tanto nos primordiais
como nos primarios, para 0s trés
crioprotetores testados, em comparagéo
ao grupo controle (P>0,05). Entretanto,
observaram-se diferengas no diametro
do ovocito, quando utilizada a
concentragdo de 40% em todos
crioprotetores e no caso do PROH
mesmo a 20%. Esses resultados
mostram gque 0S ovOcitos sdo sensiveis
aos efeitos osmoticos dos
crioprotetores. O tempo de exposicao
usado no presente estudo foi de 10 min,
periodo suficiente para causar reducdo
no didmetro dos ovacitos, fenébmeno
gue indica necessidade de reducdo no
tempo de exposi¢do aos crioprotetores.
Porém, o0 periodo tempo para
reidratacdo pode ter sido pouco, 0 que
sugere reducao de volume nas estruturas
analisadas.

Quanto ao numero de células da
granulosa, somente os foliculos
primordiais expostos ao DMSO a 40% e
ao PROH a 20 e 40% mostraram
reducdo na comparagcdo com O grupo
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controle. Esse fato pode ser explicado
pela baixa permeabilidade celular do
glicerol, o que o torna pouco toxico,
porém pouco eficaz na preservacdo de
tecido ovariano (NEWTON et al.,
1998). Esse crioprotetor tem sido
considerado o0 menos eficiente na
preservacao celular apos
criopreservacdo embrionaria, conforme
alteragbes ultraestruturais (COCERO et
al., 2002).

A reducdo do numero de células da
granulosa pelos crioprotetores estudados
confrma os achados de Lucci et al.
(2004), que, pela analise de microscopia
eletrbnica do complexo células da
granulosa-ovocito, em tecido ovariano
bovino, constatou perdas de citoplasma
das células da granulosa ap0s uso de
altas concentracdes de DMSO e PROH.
Esses autores sugerem que os danos em
poucas células ndo sao graves, uma vez
que essas células podem se proliferar
durante o desenvolvimento folicular e
recuperar a perda de uma ou duas
células. Entretanto, caso a populacédo de
células da granulosa ndo se recomponha,
o desenvolvimento folicular pode ser
prejudicado, especialmente em foliculos
obtidos de tecido ovariano
criopreservado (CHOI et al., 2008).

Fair et al. (1997) afirma ainda que o
desenvolvimento e a reestruturacdo das
células da granulosa sdo as primeiras
caracteristicas morfolégicas observadas
na ativacao do foliculo primordial.

O PROH foi o crioprotetor mais téxico,
pois afetou o diametro ovocitario e o
namero de células da granulosa nas duas
concentracbes usadas (20% e 40%).
Nesse sentido, Lim et al. (1999) relatam
que o propilenoglicol apresenta acéo
citotéxica elevada quando usada em
concentracbes acima de 1,5 M. Em
relacGo ao DMSO, as estruturas
primordiais expostas a concentracao de
40% reduziram o didmetro do ovocito e
0 numero de células da granulosa.
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Paynter et al. (1999), ao utilizarem
concentragbes menores de DMSO (cerca
de 10%) relativas ao presente trabalho,
para criopreservagdo de fragmentos de
tecido ovariano bovino, observaram
significativa redugéo da normalidade
morfolégica dos foliculos pré-antrais.
Entretanto, apés cultivo dos fragmentos,
notou-se, tanto No grupo apenas exposto
ao crioprotetor como no criopreservado,
reducdo do indice de anormalidades, o
gue demonstra capacidade folicular de
reabilitacdo das lesbes adquiridas
durante o processo de criopreservagao. A
escolha de crioprotetores adequados aos
protocolos de criopreservacdo €
fundamental para o0 sucesso do
desenvolvimento folicularin vitro e
consequente obtencdo de ovocibpsos

a fecundacgéo.

Em conclusdo, as estruturas primarias
mostraram-se resistentes aos efeitos dos
crioprotetores. O glicerol, o]
dimetilsulféxido e o propilenoglicol
levaram a reducbes dos diametros dos
ovocitos e do numero de células da
granulosa das estruturas primordiais, mas
nao do diametro folicular.
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