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RESUMO

O tecido ovariano quando coletado por procedimentos de biopsia permite a
realizacdo de diversos estudos com aplicacfes clinicas no campo da preservacao da
fertilidade feminina. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da idade da
doadora e dos sitios de transplante intramuscular (IM) e subvulvar (SVU) sobre a
qualidade, ativacdo e densidade folicular em fragmentos de tecido ovariano equino
autotransplantados apos 3 e 7 dias. Fragmentos de tecido ovariano foram obtidos (n
= 8) por meio de biépsia e, em seguida, autotransplantados aleatoriamente nos sitios
IM e SVU e recuperados apos 3 e 7 dias. Os principais achados foram: (i) a
viabilidade e ativagédo folicular foram menores nos fragmentos transplantados no
sitio SVU; (i) a deplecdo folicular pés-transplante variou entre animais e nao foi
influenciada pela idade e; (iii) a presenca de estruturas ovarianas (foliculos antrais e
corpo liteo) no momento da bidpsia tem associacdo com a densidade folicular nos
fragmentos obtidos.

Palavras-Chave: Biopsia ovariana, Densidade folicular, Tecido ovariano,

Transplante
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ABSTRACT

Ovarian tissue samples collected by biopsy pick-up method can be used to perform
several studies related to fertility preservation. The aim of this study was to evaluate
the effects of donor age and intramuscular (IM) and subvulvar (SVU) sites on the
follicular viability, activation, and density in ovarian fragments autotransplanted.
Biopsy pick-up was performed in mares (n = 7) and ovarian tissue samples were
autotransplanted at IM and SVU sites by 3 or 7 days. In summary, our findings
indicate that: (i) follicular viability and activation were lower in the ovarian fragments
grafted at SVU site; (ii) the follicular depletion post-graft differed among animals and
was not influenced by donor age; and (iii) the area of ovarian structures (antral
follicles and corpus luteum) presents in the ovary at biopsy procedure had a positive
effect on follicular density.

Keywords: Ovarian biopsy, Follicular density, Ovarian tissue, Transplant
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Biopsia ovariana

A coleta de tecido ovariano possibilita 0 acesso a populacao de foliculos pré-
antrais seja para estudos avaliativos ou para preservacao da fertilidade feminina
sem comprometer a funcdo ovariana [1]. O procedimento de biopsia é minimamente
invasivo e, portanto, pode ser realizado repetidas vezes nos mesmos animais [2,3].
Animais que foram submetidos a técnica de bidpsia ovariana continuaram ciclando,
sem trauma significativo no parénquima ovariano apés a avaliacao ultrassonografica
[1].

A realizacdo de pesquisas com fragmentos ovarianos provenientes de bidpsia
tem possibilitado aos pesquisadores estimar o potencial reprodutivo das espécies,
assim como definir estratégias para o controle da fertilidade ou melhoria das
biotécnicas de reproducao assistida. Por exemplo, a densidade folicular e celular em
fragmentos de bidpsia sdo fundamentais para o sucesso de técnicas de transplante

de tecido ovariano [3,4].

1.2 Transplante de tecido ovariano

O transplante de tecido ovariano tem como principal objetivo a restauracéo da
fertilidade e sua funcao endocrina. Mulheres portadoras de cancer e submetidas aos
procedimentos de quimioterapia e/ou radioterapia podem criopreservar fragmentos
de tecido ovariano que, posteriormente, podem ser transplantados com objetivo de
restabelecer ou preservar a fertilidade [5,6].

Fatores angiogénicos encontrados no ovario favorecem o processo de
neovascularizacdo, por essas caracteristicas, a regiao do ovario € considerada o
local adequado para o transplante. O tipo de transplante pode ser classificado de
acordo com o local em: ortotopico, quando o enxerto é aplicado em posi¢do
anatbmica proxima a origem do ovario; e heterotopica, quando o tecido é
transplantado distante da posicdo anatdomica original [7,8]. Ainda ha a uma outra
classificacdo que esta relacionada com a relacdo filogenética entre doador e

receptor, como exemplo: autotransplante, alotransplante e xenotransplante [9].
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Um dos fatores mais importantes para o sucesso no transplante de tecido
ovariano € o rapido estabelecimento da revascularizacdo, que € crucial para a
sobrevivéncia dos foliculos ovarianos. A revascularizacdo ocorre em torno de 48
horas pos-enxerto [10], portanto durante este periodo os fragmentos estao
vulneraveis a isquemia [11]. Fatores angiogénicos como fator de crescimento de
fibroblastos, fator de transformacé&o de crescimento, gonadotrofinas e esteroides
ovarianos influenciam a revascularizacao do tecido ovariano [10].

Em humanos, a manutencédo da fertilidade foi mantida por dois anos em
pacientes que tiveram o ovario fresco autoransplantado [12]. Pesquisas realizadas
em animais tém demonstrado que progénies podem ser obtidas a partir de odécitos
de ovérios transplantados em diferentes locais, tanto ortotdpicos quanto
heterotopicos. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos que elucidem o

efeito do sitio de transplante sobre a qualidade dos odcitos produzidos [13].

1.2.1 Autotransplante

O autotransplante se caracteriza quando o tecido ovariano € transplantado
para o mesmo individuo. E considerado uma das op¢bes mais promissoras para
restabelecer a funcdo ovariana em mulheres que se tornaram inférteis por
tratamentos quimioterapicos [14,15]. Atualmente, por meio do enxerto de fragmentos
ovarianos criopreservados, ja nasceram mais de 130 criancas. O autotransplante
pode ser tanto ortotopico como heterotépico, o transplante ortotépico tem como

vantagem o restabelecimento da funcéo reprodutiva e também a concepcao natural

[6].

Um fator muito importante é levar em consideracdo o local a ser
transplantado, pois pode influenciar em varios aspectos, como por exemplo, 0
namero e a qualidade dos ovdcitos viaveis, 0 periodo de isquemia e também a
neovascularizagdo do local [6]. Alguns locais j& foram testados para utilizacdo de
transplantes heterotopicos os quais incluem: o peritdnio [16], a capsula renal [17] e 0

tecido subcutéaneo [13].

1.2.2 Alotransplante
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E o transplante realizado entre individuos da mesma espécie. O
alotransplante de ovario em humanos permitiu a retomada da fertilidade de uma
mulher submetida ao tratamento quimioterapico [18]. A grande vantagem dos
alotransplantes e o reestabelecimento das funcfes endocrinas do ovario, evitando
assim a necessidade de hormonios de substituicdo [10]. O principal desafio na
aplicacé@o de alotransplantes € a rejeicdo do enxerto. Dessa forma, ha a necessidade
de uso continuo de imunossupressores, e, apesar do extenso desenvolvimento de
novas terapias imunossupressoras, o alto custo das drogas e, principalmente, seus

efeitos colaterais, ainda sao um grande problema a ser superado [19].

1.2.3 Xenotransplante

E o transplante de 6rgéos e tecidos entre animais de espécies diferentes. Os
principais desafios da técnica sdo: a necessidade de receptoras imunodeficientes;
ambiente adequado para a manutencdo das receptoras; acompanhamento
constante dos animais transplantados, além de uma equipe especializada para fazer
o transplante [20].

O primeiro xenotransplante de tecido ovariano (ovelhas para gatas) foi
realizado por Gosden et al. [21], com 0 objetivo de entender o desenvolvimento
folicular [21]. Outros modelos animais também foram utilizados como primatas [22],

vacas [23] e porcas [24].

1.3 Biotecnologia da manipulacdo de ovaocitos inclusos em foliculos ovarianos pré-
antrais (MOIFOPA)

A biotécnica de MOIFOPA tem como objetivo resgatar e isolar dos ovarios
foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) antes que eles sofram atresia, visando a
conservacdo por um curto periodo (resfriamento) ou longo (congelamento) e/ou
cultivo folicular in vitro para o crescimento, maturagéo e fertilizagdo dos ovocitos [25].
Sendo assim, a biotécnica permite diversas aplicacdes nas seguintes areas: (i)
formacdo de bancos de germoplasma animal; (i) na pesquisa fundamental ou
basica, possibilita o estudo in vitro de diferentes farmacos sobre os FOPA, visando
elucidar os mecanismos envolvidos na regulacdo da foliculogénese inicial; (iii)

biologia molecular, permite identificar e quantificar nos diferentes compartimentos
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foliculares a expressdo de genes responsaveis pelo controle do crescimento
folicular; (iv) nanotecnologia, modelo para testar a inocuidade de nanoparticulas
utilizadas no carreamento de drogas de interesse médico e; (v) reproducao assistida,
ferramenta para o aprimoramento de meios de cultura visando a maturacéo

ovocitaria e a producéo de embrides in vitro.

1.4 Ovogénese

A ovogénese € caracterizada pela diferenciacdo das células germinativas
primordiais (GGP) até a formacao do ovdcito haploide [26]. Apds a primeira divisdo
meidtica, os foliculos primordiais surgem da porc¢éao final do corddo distal formando
um ovocito cercado por uma camada de células somaticas escamosas, essas
células sdo agora denominadas de células da granulosa. O corddo de células
somaticas pode ter duas origens: as células epiteliais superficiais que séo
descendentes do ovario, e células derivadas do mesonéfron que se migram atraves
do ovério [27].

As células da granulosa sdo indispensaveis para a diferenciacdo, meiose,
crescimento e maturacdo citoplasméatica e controle da atividade transcricional do
ovocito. Ao atingir uma determinada fase do desenvolvimento, o ovécito produz
fatores que inibem a capacidade das células da granulosa de promover seu
crescimento, isso indica que o ovdécito ndo determina somente o crescimento do

foliculo, mas indiretamente o seu proprio desenvolvimento [28].

1.5 Foliculogénese

O processo da foliculogénese envolve uma série de eventos como a formacgao
dos foliculos durante a fase fetal, seguido da ativacdo na fase da puberdade até o
seu desenvolvimento final, tornando o ovocito apto para a fertilizacdo. Portanto, a
foliculogénese pode ser dividida em duas fases: a pré-antral e antral [3,29].

Os foliculos pré-antrais compreendem o0s primordiais, primarios e
secundarios, e o foliculos antrais, sdo caracterizados pela presenca de uma area
preenchida por fluido folicular, os quais passam a ser subclassificados como
terciarios e pré-ovulatoérios [30]. Os foliculos pré-antrais representam cerca de ~90%
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de toda a populacdo folicular e estdo localizados na regido periférica do cortex
ovariano, constituindo o pool de reserva de foliculos quiescentes.

Os foliculos primordiais representam a unidade de desenvolvimento
fundamental do ovario de mamiferos. S&o caracterizados pela presenca de um
ovOcito imaturo circundado por uma Unica camada de células da pré-granulosa de
forma pavimentosa [28]. Quando estes foliculos sdo ativados as células da
granulosa mudam de formato pavimentoso para cubodide, sendo denominados como
foliculos de transicdo. Os foliculos primarios sédo circundados por uma Unica camada
de células da granulosa totalmente cubodides, enquanto os foliculos secundéarios
possuem mais de duas camadas de células cubdides [3].

Os foliculos antrais possuem uma area preenchida com fluido folicular (antro),
e sdo denominados de foliculos terciarios e pré-ovulatorios. O fluido folicular € uma
importante fonte de substancias reguladoras ou moduladoras derivadas do sangue
ou das secrecdes das células foliculares, como por exemplo, os esteréides,
gonadotrofinas, fatores de crescimento, proteoglicanos, lipoproteinas e enzimas [8].
A producdo de fluido € intensificada durante o desenvolvimento folicular pelo

aumento da vascularizagéo e permeabilidade dos vasos sanguineos [31,27].

1.6 Justificativa

Em mulheres, o sitio de eleicdo para o transplante de tecido ovariano é o
ortotépico. No entanto, sitios heterotopicos apresentam algumas vantagens como: (i)
menos invasivo e de facil acesso, (ii) utilizacdo de moderada sedacao e/ou anestesia
local e (iii) possibilidade de transplante de uma grande quantidade de tecido
ovariano o0 que permite a rapida restauracdo da funcédo enddcrina do paciente. No
entanto, Nno momento nao existe um consenso na literatura sobre qual sitio
heterotopico seria o ideal. Além disso, diversos estudos tém demonstrado que
fragmentos ovarianos possuem uma alta heterogeneidade folicular e que a
gualidade e a densidade folicular podem ser também diretamente influenciadas pela
idade, independente da espécie avaliada. Dessa forma, estudos que avaliem os
efeitos da idade, qualidade do tecido transplantado e do tipo de sitio utilizado sobre
o desempenho de fragmentos de tecido ovariano autotransplantados séao

necessarios.
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1.7 Objetivo

Avaliar a influéncia da idade da doadora e dos sitios de transplante
intramuscular (IM) e subvulvar (SVU) sobre: (i) a qualidade, (ii) ativacdo e (i)
densidade folicular em fragmentos de tecido ovariano equino autotransplantados
apos 3 e 7 dias.
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CAPITULO 2 - AUTOTRANSPLANTE HETEROTOPICO DE TECIDO OVARIANO
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ABSTRACT

Ovarian tissue samples collected by biopsy pick-up method can be used to perform
several studies related to fertility preservation. The aim of this study was to evaluate
the effects of donor age and intramuscular (IM) and subvulvar (SVU) sites on the
follicular viability, activation, and density in ovarian fragments autotransplanted.
Biopsy pick-up was performed in mares (n = 7) and ovarian tissue samples were
autotransplanted at IM and SVU sites by 3 or 7 days. In summary, our findings
indicate that: (i) follicular viability and activation were lower in the ovarian fragments
grafted at SVU site; (ii) the follicular depletion post-graft differed among animals and
was not influenced by donor age; and (iii) the area of ovarian structures (antral
follicles and corpus luteum) presents in the ovary at biopsy procedure had a positive
effect on follicular density.

Keywords: Ovarian biopsy, Follicular density, Ovarian tissue, Transplant
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1. Introducéao

Em humanos, tecnologias de reproducdo assistida como o transplante de
tecido ovariano tem sido amplamente utilizado. Além disso, a criopreservacdo de
tecido ovariano seguida de transplante € a Unica abordagem disponivel para
criancas, adolescentes e mulheres submetidas aos procedimentos clinicos de
radioterapia e/ou quimioterapia [1].

Apesar dos trabalhos promissores, fragmentos de tecido ovariano possuem
uma alta heterogeneidade quanto a populacdo, qualidade, distribuicdo folicular e
densidade celular. Além disso, alteracées no tecido transplantado devido a apoptose
e fibrose tecidual, ativacdo folicular, “burn out”, isquemia tecidual, interagdes
hormonais e moleculares e tipo de sitio utilizado ainda ndo foram bem elucidados [2-
4]. Em mulheres, o sitio de eleicdo para o transplante de tecido ovariano é o
ortotépico. No entanto, sitios heterotopicos apresentam algumas vantagens como: (i)
menos invasivo e de facil acesso, (i) utilizacdo de moderada sedacéo e/ou anestesia
local e (iii) possibilidade de transplante de uma grande quantidade de tecido
ovariano, o que permite a rapida restauracao da funcdo enddécrina do paciente [5].
No entanto, no momento ndo existe um consenso na literatura sobre qual sitio
heterotopico seria o ideal.

Diversos estudos tém demonstrado que fragmentos de tecido ovariano
possuem uma alta heterogeneidade folicular [6-8]. Além disso, a qualidade e a
densidade folicular podem ser também diretamente influenciados pela idade,
independente da espécia avaliada [9]. Dessa forma, estudos que avaliem os efeitos
da idade, qualidade do tecido transplantado e do tipo de sitio utilizado sobre o
desempenho de fragmentos de tecido ovariano autotransplantados sdo necessarios.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da idade da doadora e
dos sitios de transplante intramuscular (IM) e subvulvar (SVU) sobre: (i) a qualidade,
(i) ativacdo e (iii) densidade folicular em fragmentos de tecido ovariano equino

autotransplantados apos 3 e 7 dias.

2. Material e métodos
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2.1 Animais

O experimento foi realizado na Universidade Estadual do Ceara (UECE).
Foram utilizadas éguas mesticas (n = 7) com peso médio de 500 kg e idade entre 4
e 17 anos, provenientes do Regimento de Policia Montada (Cavalaria) da Policia
Militar do Ceara. O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE) registrado com o
protocolo n°® 6520796/205. Durante o experimento, os animais foram mantidos em

piquetes sombreados e alimentados com racéo, feno e dgua ad libitum.

2.2 Desenho experimental

No laboratério, os fragmentos ovarianos (n = 12) de cada égua foram
lavados em meio a-MEM suplementado com 1,25 mg/mL de soro albumina bovina
(BSA), 100 mg/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, 0,047 mM de
piruvato de sodio e 2,5 mM HEPES. Em seguida, os fragmentos foram
aleatoriamente direcionados para 0s seguintes tratamentos (Figura 1):

1) Controle, fragmentos ovarianos imediatamente fixados em 4% de

paraformaldeido;

2) Autotransplantados no sitio intramuscular (IM) no pescocgo, e

recuperados apoés 3 (IM-3) e 7 (IM-7) dias;

3) Autotransplantados na mucosa da vulva, sitio subvulvar (SVU) e

recuperados apoés 3 (SVU-3) e 7 (SVU-7) dias.

Os antimeros direito (3 dias) e esquerdo (7 dias) de cada animal foram
utilizados como referéncia de periodo pés-transplante para a remocao dos
fragmentos. Neste estudo oito réplicas foram realizadas (cada égua foi considerada

uma réplica).
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Figura 1. llustracdo dos procedimentos experimentais utilizados para avaliar o efeito
dos sitios de transplante intramuscular (IM) e subvulvar (SVU) sobre a viabilidade,
ativacdo e densidade folicular. (A) Fragmentos de tecido ovariano equino foram
coletados por (B) biopsia e, posteriormente, autotransplantados nos sitios (C) IM e
(D) SVU por 3 e 7 dias.

2.3 Biopsia ovariana

Fragmentos ovarianos foram obtidos pelo procedimento de bidpsia ovariana
desenvolvido para equinos [10]. Resumidamente, antes de cada procedimento os
animais foram submetidos a analgesia (flunixin meglumine; 1,1 mg/kg, iv),
relaxamento da mucosa retal (brometo de n-butil hioscina; Buscopan, 0,2 mg/kg iv) e
sedacéo (xilazina, 1 mg/kg; tartarato de butorfanol, 0,5 mg/kg iv). Antibioticoterapia
foi realizada no dia da biopsia (penicilina, 6500 U/kg im) e durante 48 horas pos-
procedimento.

O dispositivo de bidpsia utilizado foi automatico com 48 cm de comprimento e
com um trocarte interno contendo uma calha de 15 x 16 mm circundado por uma

agulha de 16 Gauges (US Biopsy, Franklin, IN, USA). O dispositivo foi introduzido na
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vagina com auxilio de uma guia de biépsia acoplada com um transdutor
microconvexo (5 a 10 MHz) e ultrassom (Honda HCV-3710MV). O ovario foi
manipulado transretalmente e posicionado contra a parede vaginal, de forma que a
posicdo da agulha de bidpsia possa ser visualizada. Quando a agulha foi
posicionada corretamente no ovario, o estilete interno foi disparado, em seguida, a
agulha foi retirada e a amostra de tecido ovariano avaliada no laboratério. Todos os

procedimentos de biopsia foram realizados pelo mesmo operador.

2.4 Autotransplante e recuperacao do tecido ovariano

Fragmentos ovarianos foram transplantados nos sitios IM (n = 6) e SVU (n =
6) de cada animal. Para o procedimento de transplante, foi realizada uma sedacéo
(xilazina, 1 mg/kg; tartarato de butorfanol, 0,5 mg/kg iv) e anestesia local (lidocaina,
10 mg/kg sc). Em seguida, uma inciséo (~3 cm) foi realizada para o transplante do
fragmento ovariano. Antes da insercéo, os fragmentos (3 fragmentos por sitio) foram
envoltos por um fio de sutura ndo absorvivel (6/0 Prolene; Ethicon, Diegem,
Belgium). Ap6s 3 ou 7 dias, os animais foram submetidos novamente ao
procedimento para a retirada dos fragmentos. Todos os procedimentos cirlrgicos
(transplante e recuperacao dos fragmentos) foram realizados pelo mesmo operador.

2.5 Avaliacdo macroscépica dos fragmentos ovarianos

ApoOs o transplante de tecido ovariano (3 ou 7 dias), os fragmentos foram
classificados macroscopicamente quanto a: (i) morfologia, 1 = necrético (totalmente
escuro) a 5 = intacto e targido com aumento de volume; (ii) adesao, 1 = pobre (facil
remocao) a 5 = intensa (dificil remocao); e (iii) hemorragia, 1 = ausente a 5 =
presente em todo fragmento. Todas as classificacdes foram realizadas pelo mesmo

operador.
2.6 Processamento histolégico
Os fragmentos ovarianos retirados ap6s o transplante foram fixados em

solucéo de 4% de paraformaldeido por 2 horas e mantidos em alcool 70% até a

preparacao histologica. Em seguida, foram embebidos em parafina e cortados em
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secgOes seriais de 7 um [6]. Cada secc¢do histolégica foi montada e corada com
acido periédico de Schiff (PAS) e hematoxilina. As laminas foram analisadas em

microscopio optico com objetiva de 40x (Nikon E200; Toyo, Japao).

2.7 Classificacdo morfolégica e viabilidade dos foliculos pré-antrais

Os foliculos pré-antrais foram classificados de acordo com o0 seu grau de
desenvolvimento em primordial (foliculos circundados por apenas uma camada de
células da granulosa de formato pavimentoso), transicdo (foliculos com uma camada
de células da granulosa pavimentosas e cubdides), primario (foliculos com uma
camada de células da granulosa cubdides) e, secundario (foliculos com duas ou
mais camadas de células da granulosa cubdides) [6]. Quanto a viabilidade os
foliculos foram classificados em: normal, quando apresentavam o nucleo do oécito
com auséncia de picnose e células da granulosa bem organizadas; e anormal,
guando possuiam o6cito com ndcleo picnético, citoplasma retraido e camadas de
células da granulosa desorganizadas [9]. Todas as classificacfes foram realizadas

pelo mesmo operador.

2.8 Densidade folicular

A densidade folicular foi determinada de acordo com o procedimento descrito
por Alves et al., 2015 [6]. Resumidamente, o perimetro de cada seccao histolégica
foi delimitado por meio de um software de edicdo de imagens (Image J, versao 1.45,
National Institutes of Health, EUA) e a &rea foi mensurada em cm?. Portanto, a
densidade folicular foi calculada pela seguinte férmula: densidade folicular = nimero

de foliculos observados/area da secc¢éao histologica.

2.9 Anélise estatistica

Todas as analises foram realizadas por meio do software estatistico Sigma
Plot versdo 11.0 (Systat Software, Inc., EUA). Os dados foram submetidos aos
testes de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (Levene). A
comparacao de médias entre os tratamentos e dias pds-transplante foi avaliada pelo

teste t ou por ANOVA seguida do teste de Fisher (LSD). Variaveis apresentadas na
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forma de porcentagem foram avaliadas pelo teste do qui-quadrado. Os resultados
foram apresentados na forma de média (+ erro padrdo da média) e porcentagem e

considerados significativos quando P < 0,05.

3. Resultados

3.1 Avaliacdo macroscopica dos fragmentos

Neste estudo, a porcentagem de suturas intactas nao diferiu (P > 0,05) entre
0os sitios e dias pbés-transplante (Figura 2AB). Em relacdo aos parametros
macroscopicos (Tabela 1), a aderéncia e hemorragia foram maiores (P < 0,05) no
sitio IM ap6s 3 dias em comparacdao ao SVU. No entanto, apds 7 dias a aderéncia,
hemorragia e morfologia foram similares (P > 0,05) entres os sitios. Dentro do
mesmo sitio avaliado e entre os dias, todos os parametros aumentaram no sitio SVU
apos 7 dias de transplante, enquanto no sitio IM permaneceram (P > 0,05)
constantes. A analise de correlacdo demonstrou associa¢des positivas (P < 0,05) da
morfologia com a aderéncia (Figura 3A) e hemorragia (Figura 3B) e entre aderéncia
e hemorragia (Figura 3C).
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Figura 2. Porcentagem de suturas intactas registradas durante a recuperacédo de
fragmentos de tecido ovariano equino autotransplantados nos sitios intramuscular
(IM) e subvulvar (SVU) apos 3 e 7 dias. Efeito sitio do transplante (P > 0,05). Efeito
dia pos-transplante (P > 0,05).
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Tabela 1. Média (+ epm) da aderéncia, hemorragia e morfologia de fragmentos de

tecido ovariano equino autotransplantados nos sitios intramuscular (IM) e subvulvar

(SVU) apés 3 e 7 dias.

Fragmentos ovarianos transplantados (n = 84)

Dia 3 Dia 7
Parametros IM Svu IM SvuU
Aderéncia 3,2 +0,5 1,8 +0,4° 4,3 +0,4° 4,2 +0,3
(1-5)
Hemorragia 2,5+ 0,4° 1,6 +0,1° 2,2+0,2%® 2,6 +0,2°
(1-5)
Morfologia 3,6 + 0,42 3,2+0,4° 4,0+0,3%® 48+0,1°
(1-5)
2P Na linha, letras diferentes indicam significancia (P < 0,05).
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Figura 3. Analise de correlacdo entre os parametros macroscopicos (A, aderéncia

vs. morfologia; B, hemorragia vs. morfologia; C, hemorragia vs. aderéncia) avaliados

durante a recuperacao de fragmentos de tecido ovariano equino autotransplantados

nos sitios intramuscular (IM) e subvulvar (SVU) ap6s 3 e 7 dias combinados. Cada

circulo no grafico representa um grupo de fragmentos ovarianos enxertados dentro

do mesmo sitio (n = 27).

3.2 Viabilidade e ativacao folicular

A porcentagem de foliculos morfologicamente normais (Tabela 2) foi

semelhante (P > 0,05) entre os dias 3 e 7 pos-transplante para ambos os sitios IM e

SVU. Apoés 7 dias de transplante, a viabilidade folicular foi superior (P < 0,05) no sitio
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IM. Em adicéo, o sitio SVU apresentou menor (P < 0,05) viabilidade folicular em
relacdo ao controle apds 7 dias. A ativacao folicular (Tabela 3) né&o diferiu (P < 0,05)
dentro do mesmo sitio avaliado e entres os dias poés-transplante (D3 vs. D7). No
entanto, ativacao folicular foi maior (P < 0,05) no sitio IM apos 7 dias em
comparacado ao SVU. Em relacdo ao grupo controle fresco, a ativagao folicular foi
superior (P < 0,05) em todos os sitios e dias pos-transplante avaliados.

Tabela 2. Média (x epm) percentual de foliculos pré-antrais morfologicamente
normais avaliados em fragmentos de tecido ovariano equino autotransplantados nos

sitios intramuscular (IM) e subvulvar (SVU) ap6s 3 e 7 dias.

Foliculos normais (%)

Controle fresco: 97,3 £ 1,0 Pos-transplante

Sitio do transplante Dia 3 Dia 7

IM 100,0 £ 0,0" 95,3 +2,8"
SVU 91,6 + 6,1° 81,8 + 4,3%

Entre os dias dentro do mesmo sitio de transplante (P > 0,05). *® Na coluna, letras
diferentes sobrescritas indicam significancia (P < 0,05). *Difere do grupo controle (P
< 0,05).

Tabela 3. Média (+ epm) percentual de ativacdo folicular (foliculos de transicao,
primario e secundario) observada em fragmentos de tecido ovariano equino

autotransplantados nos sitios intramuscular (IM) e subvulvar (SVU) apés 3 e 7 dias.

Controle fresco Primordial: 91,0+ 1,5 Ativados: 9,0+ 1,5

Pos-transplante

Dia 3 Dia 7
Sitio do transplante  Primordial Ativados Primordial Ativados
IM 70,0+ 10,5+ 30,0+105™ 57,3+6,8*  42,7+6,8™
SV 70,6 +11,3* 29,4+11,3"™ 69,7+53*  30,3+53%

AB Entre os sitios de transplante dentro do mesmo dia e categoria folicular (P <
0,05). Entre os dias dentro do mesmo sitio de transplante e categoria folicular (P >

0,05). *Diferem do grupo controle dentro da mesma categoria folicular (P < 0,05).



27

3.3 Densidade folicular

A densidade folicular variou entre 0,1 e 49 foliculos por cm? e diferiu (P <
0.05) entre as éguas, independente do dia e sitio de transplante utilizado (Tabela 4).
Apés 7 dias de transplante, duas éguas (#4 e #6) apresentaram fragmentos
ovarianos em ambos os sitios IM e SVU com densidade folicular semelhante (P >
0.05) ao grupo controle. A taxa de deplecéo folicular variou entre 0 e 96%. No geral,
a densidade folicular ndo diferiu (P > 0,05) entre os dias e sitios de transplante
avaliados (Tabela 5). No entanto, a densidade folicular foi menor (P < 0,05) em
todos os dias e sitios em relagédo ao grupo controle.

A densidade folicular foi avaliada de acordo com o grupo de idade antes e
apos o transplante (Tabela 6). As éguas entre 15-17 anos apresentaram densidade
folicular superior (P < 0,05) em relagdo ao grupo de 4-8 anos. No entanto, apés o
transplante (dados dos sitios IM e SVU combinados) a densidade folicular foi similar
(P > 0,05) entre os grupos de idade. Dentro do mesmo grupo avaliado, a densidade
folicular decresceu (P < 0,05) apés o transplante.

A &rea das estruturas ovarianas (mm?) identificadas no momento da biépsia e
sua associacdo com a densidade folicular foi avaliada (Figura 4AB). No geral, a
area das estruturas ovarianas foi maior (P < 0,05) nas éguas entre 15-17 anos de
idade em comparacdo com o grupo de 4-8 anos (Figura 4A). Em adicdo, a
regressao linear verificou uma associacdo positiva entre a densidade folicular e a

area das estruturas ovarianas (Figura 4B).
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Tabela 4. Média (x epm) da densidade folicular e porcentagem de deplecao folicular avaliada em fragmentos de tecido ovariano

equino autotransplantados nos sitios intramuscular (IM) e subvulvar (SVU) apés 3 e 7 dias.

Densidade folicular/cm?

Deplecéao apos 7 dias (%)

Animal Controle IM - Dia 3 IM - Dia 7 SVU - Dia 3 SVU -Dia 7 IM SvuU
#1 49,0+82® 25+1,1% - - - - -

#2 6,3+1,5"  0,3+0,2""° 0,9 +0,17° 0,8 +0,4"° 0,8 +0,4"° 85,7 87,3
#3 9,7 +1,9%2 0,1+0,17° 0,3+0,2"" 0,1+0,17° 1,5+ 0,8"8° 96,9 84,5
#4 6,0+1,7%  05+0,3" 44+21%%°  22+16°  40+15% 26,6 33,3
#6 2,4 +0,5% 0,1+0,17° 21+1,3% 10405  28+0,7°® 12,5 0,0
#7 74+13%  06+0,3"®  0,7+02" 1,0 +0,6™° 0,4 +0,17° 90,5 94,5
#8 79+1,7% . 0,4 +0,2"° 0,7 +0,4"° 1,6 +0,5"° 94,9 79,7

ABC Na coluna, letras diferentes sobrescritas maitisculas indicam significancia (P < 0,05). *® Na linha, letras diferentes sobrescritas

mindsculas indicam significancia (P < 0,05). Animal #1: ndo contribuiu no restante do desenho experimental. Animal #8: fragmentos

ovarianos néo foram recuperados no sitio IM apés 3 dias de transplante.
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Tabela 5. Média (+x epm) da densidade folicular avaliada em fragmentos de tecido
ovariano equino autotransplantados nos sitios intramuscular (IM) e subvulvar (SVU)

apos 3 e 7 dias.

Densidade folicular/cm?

Controle fresco: 11,5+ 1,2 Dias pos-transplante

Sitio do transplante Dia 3 Dia 7

IM 0,9 +0,4* 1,1+£0,3*
SvU 0,8 +0,2* 1,8 +£0,4*

Na linha, entre os dias dentro do mesmo sitio de transplante (P > 0,05). Na coluna,
entre os sitios de transplante dentro do mesmo dia (P > 0,05). *Diferem do grupo
controle (P < 0,05).

Tabela 6. Média (+ epm) da densidade folicular avaliada em fragmentos de tecido

ovariano equino autotransplantados em éguas de diferentes idades.

Densidade folicular/cm?

Categoria de idade (anos) Controle TPés-transplante
4-8 7,6 £0,9" 1,1 £0,2"°
15 - 17 17,6 + 2,752 1,3+0,2"°

T Dados dos sitios IM e SVU combinados. “F Na coluna, letras diferentes
sobrescritas maiGsculas indicam significancia (P < 0,05). *° Na linha, letras

diferentes sobrescritas minusculas indicam significancia (P < 0,05).
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Figura 4. (A) Média (+ epm) da area das estruturas ovarianas (foliculos antrais e
corpo luteo) identificadas durante o procedimento de bidpsia para obtencdo de
fragmentos de tecido ovariano. (B) Associacdo positiva entre densidade folicular/cm?
e area das estruturas ovarianas (mm?). A regressdo linear esta representada pela
reta linear (preta) e equacao [(Log10 Densidade folicular = -2,459 + (0,739 % Log10

area das estruturas); r = 0,22; R*=0,05; P < 0,05].
4. Discusséao

Este € o primeiro estudo na espécie equina que avaliou o desenvolvimento de
foliculos pré-antrais apos o autotransplante heterotépico (IM e SVU) de tecido
ovariano. Os principais achados foram: (i) a viabilidade e ativacéo folicular foram
menores nos fragmentos transplantados no sitio SVU; (ii) a deplecao folicular pés-
transplante varia entre animais e néo foi influenciada pela idade; (iii) e a presenca de
estruturas ovarianas (foliculos antrais e corpo luteo) no momento da bidpsia tem
associacao com a densidade folicular dos fragmentos obtidos.

No presente estudo, parametros macroscépicos foram avaliados pés-
transplante. No geral, a hemorragia, adesdo e morfologia ndo diferiram entre os
sitios (IM e SVU) apoés 7 dias. No sitio SVU, todos os parametros aumentaram
durante o transplante. Em adicéo, associa¢cfes positivas entre morfologia, adesao e

hemorragia foram observadas. A partir da insercdo do fragmento ovariano, é
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necessario um periodo de 4 a 5 dias para se estabelecer uma revascularizagdo
local, com suporte de oxigénio e nutrientes [11]. ApOs este periodo, oxigénio e
nutrientes nutrem o tecido circundante, difundindo-se para o fragmento
transplantado até que a revascularizacédo seja restabelecida. Independente do sitio
de transplante utilizado, eventos desfavoraveis como isquemia e atresia folicular
foram observados previamente a revascularizacao tecidual [12]. Os escores visuais
aqui elaborados para a avaliacdo do tecido ovariano, podem ser utilizados como
uma ferramenta para pré-selecdo de fragmentos pés-transplantados que poderao
ser direcionados para outras biotécnicas de reproducdo assistida como
criopreservacao ou cultivo in vitro.

O percentual de foliculos morfologicamente normais nao diferiu entre os dias
avaliados, independente do sitio (IM e SVU). No entanto, ao final do transplante a
viabilidade folicular foi superior no sitio IM. Em camundongos [13], maior viabilidade
folicular foi observada no sitio IM em relacdo ao subcutaneo (SC), sugerindo que o
suprimento vascular e a perfusdo tecidual fornecidas pela musculatura podem
contribuir para a neovascularizacdo do tecido transplantado, minimizando os danos
relacionados a isquemia. O sitio de transplante pode interferir diretamente sobre o
desenvolvimento e a qualidade folicular [14]. Além disso, algumas variaveis devem
ser consideradas previamente a sua escolha como a acessibilidade ao local do
transplante, temperatura, pressao e vascularizacao.

A ativacao folicular nos fragmentos ovarianos transplantados foi no minimo 3
vezes superior em relacdo ao controle fresco, independente do dia e sitios
avaliados. Em adicéo, o sitio IM apresentou maior propor¢cao de foliculos ativados
apos 7 dias de transplante. A ativacdo de foliculos primordiais € um processo
irreversivel e pode ser ocasionada por fatores como auséncia de mecanismos
inibitorios reguladores da foliculogénese e deficiéncia na vascularizacdo do tecido
apos o transplante [15]. O conjunto destes fatores pode induzir o consumo precoce
(“burnout”) da reserva folicular inclusa em fragmentos de tecido ovariano
transplantados. Apesar disso, nossos achados sugerem que ambos os sitios IM e
SVU foram capazes de estimular o desenvolvimento folicular inicial em equinos apés
0 autotransplante de tecido ovariano.

Neste estudo, a densidade folicular decresceu apos 3 e 7 dias em ambos o0s
sitios IM e SVU e a taxa de deplecao folicular variou de 0 a 96%. O efeito idade

sobre a densidade folicular foi avaliado e, curiosamente, as éguas entre 15-17 anos
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apresentaram densidade superior no pré-transplante. Entretanto, o efeito idade ndo
foi observado no pés-transplante. Em adicdo, verificamos uma associacdo positiva
entre a densidade folicular e a area das estruturas ovarianas no momento da
bidpsia. O potencial de fertilidade de uma fémea pode ser mensurado pela
quantidade e qualidade dos foliculos pré-antrais presentes em um determinado
fragmento de tecido ovariano [9]. No entanto, em fragmentos ovarianos provenientes
de biopsia, uma alta variabilidade da densidade folicular foi reportada entre espécies
(camundongos [16]; mulheres [17]; caprinos [7]), dentro da mesma espécie (equino
[6,10,18]), entre ovarios do mesmo animal (equino) [9], e entre sec¢des histoldgicas
dentro do mesmo fragmento ovariano (caprinos) [7]. Além disso, a densidade
folicular pode ser influenciada pela idade (humanos [19]; macaco [20]; égua [21];
vaca [22]) e presenca de estruturas ovarianas como foliculos terciarios, preé-
ovulatérios e corpo lateo [9]. A heterogeneidade folicular no estroma ovariano
associada ao efeito idade deve ser considerada quando fragmentos ovarianos Sao
utilizados em biotecnologias de reproducédo assistida como criopreservacédo, cultivo
e/ou transplante. Curiosamente, a densidade folicular foi superior nas éguas de 15-
17 anos, e tal achado, pode ser explicado pela presenca de estruturas ovarianas
presentes durante a bidpsia. Recente estudo em equinos [9], demonstrou o efeito
fisico destas estruturas ovarianas sobre o parénquima ovariano resultando em maior
densidade folicular e celular e melhor qualidade dos foliculos.

Concluindo, o sitio IM pode ser utilizado como opcédo para o transplante de
tecido ovariano na espécie equina, uma vez que cirurgias minimamente invasivas
sdo necessarias. Além disso, apos 7 dias de transplante a viabilidade e ativacao
folicular foram superiores no sitio IM. Embora exista uma associacdo benéfica entre
a presenca de estruturas ovarianas e a densidade folicular, este efeito n&do foi
observado sobre a qualidade, ativacdo e manutencéo da populagéo folicular no pos-

transplante de tecido ovariano.
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