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RESUMO

Os foliculos pré-antrais constituem a principal reserva reprodutiva em fémeas e sédo
classificados em primordiais, de transicdo, primarios e secundarios. A
criopreservacdo tem sido uma ferramenta promissora para a preservacdo da
fertilidade feminina, principalmente em mulheres submetidas a tratamentos contra o
cancer ou com problemas reprodutivos. Nesse tipo de abordagem, € de extrema
importancia a preservacao da reserva folicular assim como a funcionalidade tecidual,
pois posteriormente a reserva folicular podera ser submetida a biotécnicas de
reproducdo assistida como cultivo in vitro e transplante. Diversos protocolos e
substancias sdo rotineiramente avaliados para o desenvolvimento do processo de
criopreservagdo para posterior transplante. Dentre eles, o resveratrol possui agao
antioxidante minimizando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
durante a vitrificacdo e cultivo in vitro. Os recentes avancos em nanotecnologia
expandiram suas possiveis aplicagbes na biomedicina, assim as nanoparticulas vem
sendo utilizadas em tratamentos oncolégicos como um carreador de farmacos.
Outros estudos reportaram o0 desenvolvimento de diversas formulagdes de
nanoparticulas com potencial antioxidante, anti-inflammatério e antibiético. Dessa
forma, as nanoparticulas tém demonstrado resultados promissores na

criopreservacdo de sémen e cultivo de foliculos pré-antrais.

Palavras chave: vitrificacdo; tecido ovariano; nanoparticulas; foliculos pré-antrais



ABSTRACT

The preantral follicles constitute the female reproductive reserve and are classified
as primordial, transitional, primary, and secondary. Cryopreservation has been a
promising tool for the preservation of female fertility, especially in women undergoing
cancer treatment or with reproductive problems. In this type of approach, it is
extremely important to preserve the follicular reserve, as well as the functionality of
the tissue, since the follicular reserve will be subjected to assisted reproductive
techniques such as in vitro culture and transplantation. Several protocols and
substances are routinely evaluated for the development of the cryopreservation
process. Among them, resveratrol has antioxidant action, minimizing the production
of ROS during vitrification and in vitro culture. Recent advances in nanotechnology
have expanded its possible applications in biomedicine, therefore nanoparticles have
been used in cancer treatments as a drug carrier. Other studies have reported the
development of several nanoparticle formulations with antioxidant, anti-inflammatory
and antibiotic potential. Thus, nanoparticles have shown promising results in

cryopreservation of semen and in vitro culture of preantral follicles.

Keywords: vitrification; ovarian tissue, nanopatrticles; preantral follicles
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Atualmente h4 uma demanda por solugbes relacionados a preservacao de
foliculos pré-antrais com aplicagdo na clinica reprodutiva para mulheres que
apresentam comprometimento prematuro da atividade ovariana devido ao
tratamento com quimioterapicos. Os foliculos pré-antrais apresentam a vantagem de
poderem ser coletados e preservados em qualquer idade da vida reprodutiva da
fémea sem que haja a necessidade de tratamento hormonal (DONFACK et al.,
2017).

A criopreservacdo € um método de congelamento para a preservacao de
tecidos biolégicos, podendo ser realizado de forma lenta ou répida (vitrificacéo),
sendo o ultimo o método de preferéncia por causar menor injdria celular (LUNARDI,
2015). Para a criopreservacao do tecido ovariano, diversos compostos e métodos
vem sendo estudados com o objetivo de minimizar os danos celulares durante o
processo de congelamento e aquecimento (LEAL et al., 2018; SILVA et al., 2018).
Entre eles, podemos destacar o resveratrol (ROCHA et al., 2018), um polifenol
sintetizado por diversas plantas que possui propriedades biolégicas com aplicacao
terapéutica como: anticarcinogénico, antioxidante, anti-inflamatério, protecdo do
sistema cardiovascular e antiobesidade.

Recentes avancos em nanotecnologia, tém revolucionado a aplicacao
terapéutica de compostos em diversas areas da medicina incluindo a reproducéo
(FEUGANG et al, 2015). Devido as propriedades fisicas e quimicas, as
nanoparticulas possibilitam maior estabilidade, solubilidade e efeito bioldgico aos
compostos carreados (FALCHI et al., 2018). Portanto, a proposta deste projeto foi
avaliar o uso do resveratrol, um potente agente antioxidante e anti-inflamatorio, em
associacdo ou ndo com nanoparticulas de silica. Devido a biocompatibilidade com
diferentes fluidos biol6gicos, as nanoparticulas podem ser utilizadas como
dispositivos carreadores de substancias para potente interacdes celulares. Portanto,
0 projeto tem como destaque a inovacdo, uma vez que ainda né&o foi testado a
associacdo entre resveratrol e as nanoparticulas de silica para a vitrificacdo de
tecido ovariano bovino. Além disso, o bovino pode ser considerado um modelo
animal para realizacdo de experimentos translacionais para posterior aplicacdo na

clinica reprodutiva feminina.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Foliculos Preé-antrais

Os foliculos ovarianos sao classificados em pré-antrais (primordiais e
ativados: primarios, transicdo e secundarios) e antrais caracterizados pela formacéo
do antro (van den HURK and ZHAO, 2005). Os foliculos pré-antrais representam
cerca de 90-95% da populacao folicular, ou seja, armazenam a maioria dos ovocitos
presentes no ovario (KIM, 2012). Esses foliculos s@o considerados a unidade basica
do ovario dos mamiferos, sendo essa reserva estabelecida durante o
desenvolvimento neonatal, e progressivamente utilizada apdés a puberdade,
esgotando-se durante a vida reprodutiva (EDSON et al., 2009).

A composicao dos foliculos primordiais se da pelas células da pré-granulosa e
células adjacentes, sendo a sua participacdo na ativacao folicular ndo totalmente
compreendida. Sabe-se que a ativacdo depende de fatores especificos (REN et al.,
2015) relacionados ao odcito e células da granulosa (UDA et al., 2004). A interacao
entre as células da granulosa e o0 06cito sdo essenciais para o crescimento folicular
(MATZUK et al., 2002) e a ativacao de alguns foliculos, enquanto que a maioria
permanecem em repouso, sugere que a inibicdo local € a causa mais provavel
(MONGET et al., 2012).

2.2 Criopreservacao de Tecido Ovariano

A criopreservacdo consiste em um meétodo de preservacdo de material
biolégico em temperaturas baixas por tempo indeterminado, esse processo pode ser
realizado através do congelamento convencional (método lento) ou vitrificacédo
(método rapido). No congelamento convencional ocorre a diminuicdo gradual da
temperatura, sendo comum a formacédo de gelo intracelular levando a danos na
célula. Ao contrario, na vitrificagdo a curva de resfriamento ocorre com uma reducao
brusca da temperatura, fazendo com que a agua passe do seu estado liquido para
um estado vitreo amorfo, reduzindo a formagéo de cristais de gelo (LUNARDI,
2015).

Os foliculos pré-antrais podem ser armazenados ou criopreservados em
qualquer estagio da vida reprodutiva, sem que se fagca necessario a utilizacdo de
tratamento hormonal. Apesar de alguns estudos apontarem taxas de viabilidade
ainda baixas ap0s a criopreservacao de foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA), o

namero absoluto de FOPA remanescentes viaveis apos o]



congelamento/descongelamento representam uma importante populacdo de células
que podem ser cultivadas in vitro ou transplantadas, visando a restauracdo da
funcéo enddcrina e da fertilidade feminina (DONFACK et al., 2017).

Durante o processo de vitrificacdo pode ocorrer a formagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) por diferentes mecanismos tais como aumento do
metabolismo oxidativo, o stress osmoético, ou mesmo por alteracbes nos
mecanismos de defesa celular. O aumento de EROS esta mais relacionado a fase
de descongelamento, uma vez que 0 oxigénio serd reintroduzido na célula
criopreservada e causara reacdes de oxidacdo e reducdo que levam a sua producao
e a danos na células (ROCHA et al., 2018).

Os radicais livres como os EROS interagem com os o4citos e reduzem a taxa
de desenvolvimento, sendo importante reduzir a formacdo desses compostos
durante a criopreservacao e descongelamento de ovarios e foliculos para aumentar

a eficacia desse tipo de procedimento (RANJBAR et al. 2019).

2.3 Resveratrol

O resveratrol € uma fitoalexina produzida por diversas plantas (eucalipto,
amora, uva). Na uva o resveratrol € sintetizado na casca como resposta ao stress
causado por fungos, danos mecanicos ou por irradiacdo ultravioleta. O composto &
sintetizado de duas formas: trans-resveratrol e cis-resveratrol sendo esta ultima a
forma mais estavel (SAUTTER et al., 2005) e utilizada. O resveratrol possui diversas
propriedades bioldégicas com aplicacBes terapéuticas, a saber: anti-carcinogénico,
antioxidante, antiobesidade, anti-inflamatoério, protege o sistema cardiovascular, e
tem acdo contra disturbios reprodutivos (infertilidade associada a idade e sindrome
do ovario policistico). Dessa forma, diversos estudos tém sido conduzidos, dentre
eles a utilizacdo do resveratrol como alternativa para a criopreservacao de foliculos
pré-antrais. Recente estudo, demonstrou o efeito positivo do resveratrol contra a
degeneracéo folicular apds o processo de vitrificacdo do tecido ovariano (ROCHA et
al., 2018). Esse componente protege a funcdo mitocondrial pela ativacdo do gene
sirtuina-1 que esta presente nas células da granulosa, olcitos e blastocistos
(MORITA et al., 2012).

Rocha et al. (2018) demonstraram em seu estudo que foliculos
criopreservados com resveratrol apresentaram diametros foliculares menores

comparados aos criopreservados sem a adicdo do antioxidante. A integridade da



membrana mitocondrial € essencial para que se mantenha a viabilidade celular, uma
vez que alteracbes em sua permeabilidade pode levar ao aumento de agua
intracelular aumentando o volume da célula e levando a presenca de vacuolos
intracelulares e degeneracdo celular. A hipotese levantada pelos autores € que o
resveratrol atua no equilibrio osmoético durante a vitrificacdo, evitando a entrada de
agua e solutos na célula durante o processo de descongelamento, quando o
metabolismo € reestabelecido, além de preservar proteinas trasmembrana

(aquaporinas) responsaveis por transportar 0s agentes crioprotetores.

2.4 Nanoparticulas de Silica

Diversas linhas de pesquisa podem ser beneficiadas com o uso da
nanotecnologia, um campo emergente da biotecnologia. Na aplicacdo terapéutica,
as nanoparticulas constituem um promissor sistema carreador de drogas, pois
propiciam estabilidade, absorcdo e transferéncia tissulares com excelente
capacidade farmacodinamica (FEUGANG et al., 2015). No tratamento do céancer, as
nanoparticulas podem estar associadas com diferentes combinacdes de drogas
revestidas por polimeros que possibilitam o aumento da interagcdo com as células
alvo, direcionando a distribuicdo do agente terapéutico (ASLA et al., 2013).

A silica é um composto eletricamente neutro cuja as unidades estruturais sao
tetraedros de SiOa. E 0 segundo elemento mais abundante na atmosfera, perdendo
apenas para o oxigénio. Se encontra em varios tecidos (animais e vegetais) e pode
se apresentar na forma de Oxido cristalino ou néo cristalino e em associacdo com
outros elementos como sédio, potassio e magnésio (BELINI, 2012). A preparacado de
nanoparticulas de silica tem se mostrado interessante devido a propriedade de
confinamento quéantico e particulas esféricas monodispersas de silica podem ser
produzidas por hidrélise de tetraetilortossilicato (TEOS) em meio etandlico na
presenca de amonia (ARANTES et al., 2012). Na medicina reprodutiva, desenhos
experimentais com diferentes aplicacbes de nanoparticulas tém demonstrado
resultados promissores na criopreservacdo de sémen (ISAAC et al.,, 2017),
marcacao espermatica (FEUGANG et al., 2017) e cultivo de in vitro de foliculos pré-
antrais (ANTONINO et al., 2018).



2.5 Considerac0es finais
Considerando os beneficios expostos, a criopreservacao de tecido ovariano
utilizando o resveratrol e as nanoparticulas de silica pode ser mais uma alternativa

para a preservacao da reserva de foliculos pré-antrais inclusa em tecido ovariano.
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RESUMO

A vitrificacdo do tecido ovariano pode induzir danos teciduais e comprometer a
funcionalidade celular. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do
resveratrol e das nanoparticulas de silica sobre a vitrificagdo de tecido ovariano
seguida de cultivo in vitro em modelo animal bovino. Ovarios (n = 10) foram
coletados em abatedouro local e fragmentos do cortex ovariano foram distribuidos
nos seguintes tratamentos: (1) Controle fresco, fixado imediatamente apds a
fragmentacao; (2) VIT, fragmentos ovarianos vitrificados; (3) RES, fragmentos
ovarianos vitrificados com resveratrol; (4) SINPs, fragmentos ovarianos vitrificados
com SiNPs e; (5) RES/SINPs, fragmentos ovarianos vitrificados com resveratrol
associado a SiNPs. Apos a vitrificagdo/aquecimento e cultivo in vitro as amostras
foram avaliadas quanto a morfologia, ativagcéo folicular, densidade folicular e celular.
Os principais achados foram: (1) fragmentos ovarianos vitrificados com RES/SINPs
possuem mais chances (5,9 vezes; P < 0,05) de conter foliculos normais ao final do
cultivo em comparagdo com o tratamento VIT; (2) a probabilidade de ativagéo
folicular foi maior (12,8 vezes; P < 0.05) no tratamento SiNPs em relacdo ao VIT eg;
(3) os tratamentos RES e RES/SiNPs apresentaram superior (P < 0.05) densidade

folicular e celular em comparagdo ao tratamento VIT. Em sintese, o efeito



crioprotetor do resveratrol combinado com as SiNPs foi observado in vitro pela
manutencdo da viabilidade folicular e densidade das células do estroma ovariano.
Além disso, a ativagao folicular gradual de foliculos primordiais observada possibilita
o desenvolvimento de outros estudos com longos periodos de cultivo in vitro,
suprimindo a deplecao folicular que ocorre naturalmente quando fragmentos de

tecido ovariano sao submetidos a vitrificacéo.

Palavras chave: vitrificacdo; tecido ovariano; nanoparticulas; foliculos pré-antrais

ABSTRACT

The vitrification process can induce tissue ovarian damage and impair the cell
functionality. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of resveratrol and
silica nanoparticles on vitrification followed in vitro culture of bovine ovarian tissue.
Ovaries (n = 10) were collected at slaughterhouse, divided into fragments, and
randomly distributed to the following treatments: (1) Control, fresh ovarian fragments
immediately fixed; (2) VIT, ovarian fragments vitrified, (3) RES, ovarian fragments
vitrified with resveratrol; (4) SiNPs, ovarian fragments vitrified with silica
nanoparticles; (5) RES/SiNPs, ovarian fragments vitrified with resveratrol and silica
nanoparticles. After vitrification/thawing and in vitro culture, the samples were
evaluated for viability, follicular activation, and follicular and stromal cell densities.
The main findings were: (1) ovarian fragments vitrified with RES/SINPs are more
likely (5.9 times; P < 0.05) to contain normal follicles after 7 days of culture than the
VIT treatment; (2) the probability of follicular activation was higher (12.8 times; P <
0.05) in the SiNPs treatment in relation to VIT and; (3) the RES and RES/SINPs
treatments showed higher (P < 0.05) follicular and cell density compared to the VIT
treatment. In summary, the cryoprotective effect of resveratrol combined with SiNPs
was observed in vitro by maintenance of follicular viability and density of ovarian
stromal cells. In addition, the moderate follicular activation observed can allow the
development of other studies with long-term in vitro culture, overcome the follicular
depletion that occurs naturally when fragments of ovarian tissue are subjected to

vitrification process.

Keywords: vitrification; ovarian tissue, nanoparticles; preantral follicles



1 INTRODUCAO

A insuficiéncia ovariana prematura em adolescentes e mulheres em idade
reprodutiva € um dos efeitos colaterais mais comuns ap0s o tratamento de
neoplasias malignas com quimioterapia e/ou radioterapia. Atualmente, a
criopreservacdo de ovocitos maduros e embribes sdo as Unicas estratégias
reconhecidas pela Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (DONNEZ e
DOLMANS, 2017) para a preservagao da fertilidade feminina. No entanto, em
algumas situagdes (linfoma de Hodgkin’s, neoplasias mamarias e leucemia) nas
quais a terapia ndo pode ser adiada, a Unica abordagem disponivel para a
preservacdo da fertilidade é a criopreservacdo de tecido ovariano (CHITI et al.,
2018). Embora experimental, a criopreservacdo de tecido seguida de transplante
ortotépico tém sido utilizada com sucesso na clinica pratica e mais de 130 criancas
nasceram por meio da aplicacdo destes procedimentos em todo mundo (KLIJN et
al., 2019).

Apesar dos avangos, a criopreservagdo e o cultivo in vitro ainda causam
danos funcionais e estruturais relevantes no tecido ovariano como: (i) redugédo na
expressdo de proteinas de membrana (aquaporinas) (SALES et al., 2016),
comprometimento das comunicacfes intercelulares e danos peroxidativos que
causam perda da funcdo celular em razdo da formacdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (BUCAK et al., 2015). Durante o cultivo in vitro de tecido
ovariano e/ou foliculos pré-antrais os desafios sdo ainda maiores e estdo
direcionados para o desenvolvimento de sistemas de cultivo (bidimensional - 2D vs.
tridimensional - 3D), composicdo de meios, uso de hormoénios, antioxidantes e
nanomateriais que mimetizam as condicbes in vivo, e portanto, permitam o
crescimento de foliculos imaturos, e consequente producao de ovocitos competentes
aptos a fertilizaco in vitro (ARAUJO et al., 2014).

Em funcdo dos desafios reportados, agentes antioxidantes (catalase, SILVA
et al., 2018; anetol, SA et al., 2019; resveratrol, ROCHA et al., 2018) tém sido
utilizados na composicdo de meios para criopreservacdo e cultivo in vitro. Na
medicina reprodutiva, o resveratrol tem sido adicionado em meios para: (i) cultivo in
vitro de ovaOcitos (caprinos, GADANI et al., 2017); (i) producdo de embrides
(bubalinos, LONGOBARDI et al., 2017) e; (iii) criopreservacao de tecido ovariano
(bovinos, ROCHA et al., 2018), ovocitos (suinos, GIARETTA et al., 2013) e sémen
(humanos, GARCEZ et al., 2010; bovinos, BUCAK et al., 2015). A funcao
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antioxidante do resveratrol pode ser explicada pela sua capacidade de minimizar a
producdo de EROs, remover radicais superéxidos, inibir a peroxidacao lipidica e
regular a expressao de enzimas e cofatores antioxidantes (GIARETTA et al., 2013).
Os recentes avancos em nanotecnologia expandiram suas possiveis
aplicacdes em tecnologias de reproducéo assistida (FEUGANG, 2017). Na aplicacéao
terapéutica, as nanoparticulas constituem um sistema carreador de drogas, pois
propiciam estabilidade e transferéncia tissulares com excelente capacidade
farmacodinamica (FALCHI et al., 2018). Neste sentido, as nanoparticulas tém
demonstrado resultados promissores na criopreservacdo de sémen (ISAAC et al.,
2017), marcacao espermatica (FEUGANG et al., 2015) e cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais (ANTONINO et al.,, 2019). Portanto, em funcdo da necessidade de
aprimoramento das biotécnicas de criopreservacdo e cultivo in vitro, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos do resveratrol e das nanoparticulas de silica
sobre a vitrificacdo de tecido ovariano seguida de cultivo in vitro em modelo animal
bovino. Neste sentido, os seguintes parametros foram avaliados: (i) viabilidade
folicular, (ii) ativacao folicular, (iii) densidade folicular e (iv) densidade de células do

estroma.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Sintese das nanoparticulas de silica

As nanoparticulas de SiO2 (SiNPs) foram sintetizadas pelo método da
hidrolise e condensacado controlada do tetraetilortosilicato (TEOS) em meio alcodlico
(ARANTES et al., 2012). Para tanto, 2,5 mL de TEOS foi dissolvido em etanol anidro
(50 mL), e em seguida, numa solucao contendo 2 mL de hidroxido de aménia e 1 mL
de agua. As solugcbes permaneceram sob agitagdo por 24 hs em temperatura
ambiente. Posteriormente, a dispersédo coloidal foi centrifugada (6000 rpm por 30
min), lavada em etanol para remoc¢ao dos reagentes iniciais e seca em placa de petri
a 50°C.

2.2 Funcionalizacao das SiNPs
A superficie das nanoparticulas foram modificadas com silano 3-(trimetoxisilil)
propil metacrilato (TMSPM) para o encapsulamento do resveratrol. Portanto, 1 g de

SiNPs foi dispersa em etanol anidro (99 mL) com posterior adicdo de TMSPM,
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seguindo a raz&o de 20 mmol/g SiO2. A solucdo permaneceu sob agitacdo durante
24 hs a temperatura ambiente. ApOs este periodo, as nanoparticulas foram
centrifugadas (6000 rpm por 30 min), lavadas com etanol e dispostas em placa de
petri para secagem em estufa a 50°C.

2.3 Encapsulamento do resveratrol com SiNPs

O encapsulamento do resveratrol com nanoparticulas de silica foi realizado
pela simples mistura dos componentes. Para tanto, a solugdo aquosa de resveratrol
(20 uM) foi misturada com as dispersfes aquosas coloidais das nanoparticulas,
permanecendo sob agitacdo constante por 24 hs. ApOs este periodo, as
nanoparticulas foram centrifugadas (6000 rpm por 30 min) e lavadas com etanol
para remocdo do farmaco ndo encapsulado e, posteriormente, dispostas em placa

de petri e secas em estufa a 50°C.

2.4 Ovérios e desenho experimental

Ovérios (n = 10) de fémeas bovinas em idade reprodutiva (24 a 48 meses)
foram coletados em abatedouro local. Apés a coleta, foram lavados com alcool 70%
(10 seqg) e, posteriomente transportados para o laboratério em solucdo fosfatada
tamponada (4°C). No laboratorio, fragmentos do cértex ovariano (3 x 3 x 1 mm)
foram obtidos com auxilio de bisturi e aleotariamente distribuidos nos seguintes
tratamentos (Figura 1): (1) Controle fresco, fixado imediatamente apds a
fragmentacao; (2) VIT, fragmentos ovarianos vitrificados; (3) RES, fragmentos
ovarianos vitrificados com resveratrol; (4) SINPs, fragmentos ovarianos vitrificados
com nanoparticulas de silica; (5) RES/SINPs, fragmentos ovarianos vitrificados com
resveratrol associado a nanoparticulas de silica. Cinco réplicas foram realizadas
para cada tratamento (par ovariano = réplica). Todos os fragmentos foram avaliados

logo apés o aquecimento e nos dias D1 e D7 do cultivo in vitro.
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Ovarios
(n=10)

Fragmentos ovarianos

(3 x3x 1 mm)
Controle Vitrificag¢do
I
F======== qIT==== il ol 1
] 1 ] 1
VIT RES SiNPs RES/SiNPs
' ' i :
i = 1 A

Aquecimento

Cultivo in vitro

Variaveis analisadas:

- Caracterizagdo das SiNPs associadas ao resveratrol

- Histologia (morfologia, densidade folicular e celular)

- Analise tecidual (potencial mitocondrial, viabilidade celular ¢ EROs)
Figura 1. Desenho experimental realizado para investigar o efeito crioprotetor do
resveratrol e das nanoparticulas de silica sobre o tecido ovariano bovino vitrificado
seguido de cultivo in vitro. Fragmentos do coértex ovariano bovino foram distribuidos
nos seguintes tratamentos: Controle, fragmentos frescos e fixados; VIT, fragmentos
vitrificados; RES, fragmentos vitrificados com resveratrol; SiNPs, fragmentos
vitrificados com nanoparticulas de silica; e RES/SINPs, fragmentos vitrificados com
resveratrol associado a nanoparticulas de silica. Em seguida, os fragmentos foram

aquecidos e cultivados in vitro por 7 dias.

2.5 Vitrificagdo e aquecimento do tecido ovariano

O procedimento de vitrificagdo e aquecimento foi realizado de acordo com
ROCHA et al., (2018). Resumidamente, a vitrificagdo dos fragmentos ovarianos
envolveu a exposicdo das amostras a duas solugbes de vitrificagcdo (SV) com

diferentes concentragcbes de crioprotetores. A SV1, consistiu de TCM199
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suplementado com 10 mg/mL de soro albumina bovina (BSA), 0,25M sucrose, 10%
etilenoglicol (EG), e 10% dimetilsulfoxido (DMSO). A SV2 foi composta de TCM199
suplementado com 10 mg/mL BSA, 0,25 M sucrose, 20% EG, e 20% DMSO. Para os
tratamentos RESV, SiNPs e SINPs+RESV, as solucdes SV1 e SV2 foram acrescidas
com 20 pM de resveratrol e/ou nanoparticulas. As solucdes de vitrificacdo
adicionadas de nanoparticulas foram submetidas a sonicacdo durante 10 minutos
para melhor homogenizacdo do meio. Durante a vitrificagdo, os fragmentos
ovarianos foram expostos a solugdo SV1 por 4 min e, em seguida, a solugcdo SV2
por 1 min. Todo o procedimento foi realizado a temperatura ambiente (25°C).
Posteriormente, os fragmentos foram envasados em palhetas com a solucdo SV2,
expostos ao vapor de nitrogénio por 5 min (-120°C) e armazenados em nitrogénio
liquido (-196°C).

Os fragmentos ovarianos foram expostos a temperatura ambiente (30 seqg) e,
em seguida, colocados em banho-maria a 37°C (1 min). Posteriormente, 0s
fragmentos foram submetidos a trés solugbes de lavagem (SL) para remocéo dos
crioprotetores: SL1, TCM199 + 3 mg/mL BSA + 0,5 M sacarose; SL2, TCM199 + 3
mg/mL de BSA + 0,25 M sacarose; e SL3, TCM199 + 3 mg/mL BSA. As amostras

foram mantidas em cada SL por 5 min.

2.6 Cultivo in vitro do tecido ovariano

Fragmentos ovarianos vitrificados e aquecidos foram cultivados in vitro por 7
dias em incubadora com umidade saturada a 38,5°C e 5% de CO2. Os fragmentos
foram cultivados em placas de 24 pocgos contendo 1000 pL de meio TCM199
suplementado com 1% de ITS (10 pg/mL de insulina; 5,5 pg/mL de trasferrina e 4
ng/mL selénio), 2 mM glutamina, 2 mM hipoxantina, 50 pg/mL &cido ascorbico, 3
mg/mL BSA, 100 pug/mL estreptomicina e 100 pg/mL amicacina. O meio de cultivo foi

parcialmente substituido a cada 48 horas.

2.7 Morfologia e densidade folicular

Os fragmentos ovarianos foram fixados em solucdo de paraformaldeido a 4%
por 2 horas e mantidos em &lcool 70% até a preparacdo histolégica. Em seguida,
foram embebidos em parafina e cortados em secc¢des seriais (5 ym). Cada secgao

foi montada e corada com &acido periodico de Schiff (PAS) e hematoxilina. As
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seccOes foram avaliadas em microscopio 6ptico na objetiva 40x e somente foliculos
com nucleo dos ovacitos visualizados foram considerados.

Os foliculos foram classificados quanto a morfologia em: normais, quando
apresentavam um ovdcito intacto circundado por células da granulosa bem
organizadas em uma ou mais camadas e, degenerados, quando apresentavam
foliculos com retracdo citoplasmatica, camadas de células da granulosa
desorganizadas e destacadas da membrana basal (GASTAL et al.,, 2017). Em
adicdo, os foliculos foram classificados quanto ao estagio de desenvolvimento em:
primordial, ovocito circundado por uma camada de células da granulosa de formato
pavimentoso; transicdo, ovocito circundado por uma camada de células da
granulosa de formato pavimentoso e cubdide; primério, ovdcito circundado por uma
camada de células da granulosa de formato cubdide; e secundéario, ovdcito
circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de formato cubdide
(DONFACK et al., 2018).

A densidade folicular foi determinada conforme descrito por ALVES et al.,
(2015). Todas as laminas foram digitalizadas e o perimetro das secc¢des histoldgicas
delimitado por meio de um programa de edi¢do de imagens (Adobe Photoshop CS4,
Sédo José, CA, EUA). Em seguida, a densidade folicular foi calculada pela seguinte
férmula: densidade folicular = numero de foliculos pré-antrais/area da seccgéo

ovariana em cm? .

2.8 Densidade de células do estroma ovariano

A densidade celular foi determinada a partir da avaliacdo de 10% do total das
seccdes histolégicas produzidas para cada fragmento ovariano (ALVES et al., 2016).
Imagens aleatdrias do cértex ovariano (3 campos de 50 x 50 ym = 2500 ym?) foram
obtidas com auxilio de microscopio Optico na objetiva de 40x. Em seguida, os
nacleos das células estromais foram considerados para calcular a média da
densidade celular por fragmento ovariano. A contagem foi realizada no software
Image J (National Institute of Health, EUA) e todas as avaliagbes foram realizadas

por um anico operador.

2.9 Andlise estatistica
As analises foram realizadas por meio do software estatistico Sigma Plot

versao 11.0 (Systat Software, Inc., EUA). Os dados foram submetidos ao testes de
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normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Levene). A comparacdo de
meédias entre os tratamentos foi avaliada pelo ANOVA seguida do teste de Kruskal-
Wallis. Comparagdes em relagéo ou tratamento controle foram realizadas pelo teste
de Dunnett. A analise de odds ratio verificou a associacdo entre os tratamentos
utilizados para a vitrificagcdo e a porcentagem de foliculos normais e ativados. Os
resultados estdo apresentados na forma de média (+ erro padrdo da média) e

porcentagem e considerados significativos quando P < 0,05 (bilateral).

3. RESULTADOS

3.1 Foliculos morfologicamente normais

O total de 2317 foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano foram
avaliados em 1189 seccdes histologicas. A porcentagem de foliculos normais foi
inferior (P < 0,05) apds a vitrificacdo/aquecimento no tratamento SiNPs em relacéo
aos demais (Figura 2). No D1 do cultivo in vitro, o tratamento SiNPs apresentou
menor propor¢do (P < 0,05) de foliculos normais quando comparado aos
tratamentos controle, VIT e RES/SINPs. No D7 do cultivo in vitro, a propor¢cdo de
foliculos normais foi superior (P < 0,05) no tratamento RES/SiINPs em relacdo aos
tratamentos VIT e RES. Além disso, ao final do cultivo in vitro, a proporcdo de
foliculos normais foi similar (P > 0,05) entre os tratamentos controle, SiNPs e
RES/SINPs. Dentro do mesmo tratamento e entre os dias de cultivo, a porcentagem
de foliculos normais nao diferiu (P > 0,05). No entanto, para os tratamentos VIT e
RES, a porcentagem de foliculos normais decresceu (P < 0,05) ap6s 7 dias de

cultivo, em comparagdo com o momento vitrificagdo/aquecimento.
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Figura 2. Percentual (média = epm) de foliculos pré-antrais morfologicamente
normais avaliados em fragmentos de tecido ovariano bovino apés a
vitrificagdo/aquecimento com resveratrol associado ou ndo a nanoparticulas de silica
seguido de cultivo in vitro.

AB Dentro do mesmo parametro avaliado e entre os tratamentos (P < 0,05).

Dentro do mesmo tratamento e entre os dias de cultivo (P > 0,05).

# Dentro do mesmo tratamento difere do aguecimento (P < 0,05).

" Difere do grupo controle (P < 0,05).

VIT, fragmentos vitrificados; RES, fragmentos vitrificados com resveratrol; SiNPs,
fragmentos vitrificados com nanoparticulas de silica; RES/SINPs, fragmentos

vitrificados com resveratrol associado a nanoparticulas de silica.

A porcentagem de foliculos normais ap6s o cultivo in vitro foi avaliada de
acordo com a classe folicular (foliculos primordiais ou ativados; Figura 3). A
proporcao de foliculos primordiais normais foi similar (P > 0,05) entre os tratamentos.
Em contraste, o tratamento VIT apresentou menor proporc¢éo (tendéncia, P = 0,06)
de foliculos ativados normais (transicdo, primario e secundario) em relacdo ao
tratamento RES/SINPs. A anélise de associacéo entre os tratamentos utilizados para
vitrificacdo e a porcentagem de foliculos normais apos 7 dias de cultivo in vitro estéo
dispostas na Tabela 1. Fragmentos ovarianos vitrificado/aquecidos com RES/SiNPs

apresentaram 5,9 vezes mais chances (P < 0,01) de conter foliculos
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morfologicamente normais ao final do cultivo vitro em comparacdo com o tratamento

VIT.
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Figura 3. Percentual (média + epm) de foliculos primordiais e ativados (foliculos de

transicao, primario e secundario) morfologicamente normais observados apos 7 dias

de cultivo in vitro em fragmentos de tecido ovariano bovino vitrificados/aquecidos

com resveratrol associado ou ndo a nanoparticulas de silica.

Dentro da mesma categoria folicular e entre os tratamentos (P = 0,06).

VIT, fragmentos vitrificados; RES, fragmentos vitrificados com resveratrol; SiNPs,

fragmentos vitrificados com nanoparticulas de silica; RES/SINPs, fragmentos

vitrificados com resveratrol associado a nanoparticulas de silica.
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Tabela 1. Analise da associacdo entre os tratamentos (VIT, RES, SiNPs e
RES/SINPs) utilizados para a vitrificacdo de fragmentos de tecido ovariano bovino e

a presenca de foliculos morfologicamente normais ap6s 7 dias de cultivo in vitro.

Tratamento Foliculos normais (%)

VIT 68,7 (11/16)

RES 87,2 (68/78)

SiNPs 87,9 (29/33)

RES/SINPs 92,9 (79/85)

Comparacoes Odds ratio IC 95% Valor de P
RES vs. VIT 3,1 0,8-10,7 0,1446
SiNPs vs. VIT 3,2 0,7-145 0,2193
RES/SINPs vs. VIT 59 1,5-22,9 0,0159
SiNPs vs. RES 1,0 0,3-3,6 0,8326
RES/SINPs vs. RES 1,9 0,6 -5,6 0,3313
RES/SiNPs vs. SINPs 1,8 0,4-6,8 0,6044

IC, intervalo de confianca.
VIT, fragmentos vitrificados; RES, fragmentos vitrificados com resveratrol; SiNPs,
fragmentos vitrificados com nanoparticulas de silica; RES/SINPs, fragmentos

vitrificados com resveratrol associado a nanoparticulas de silica.

3.2 Ativacao folicular

A porcentagem de ativagao folicular foi avaliada nos fragmentos ovarianos
apos a vitrificagcdo/aquecimento e cultivo in vitro (Figura 4). Apds a
vitrificagcdo/aguecimento, o tratamento SiNPs apresentou maior (P < 0,05) taxa de
foliculos ativados quando comparado aos tratamentos RES e RES/SiINPs. Em
adicao, apos a vitrificacdo/aquecimento, a ativacao folicular foi maior (P < 0,05) nos
tratamentos VIT e SiNPs em relacdo ao controle. No D1 do cultivo in vitro, a
porcentagem de foliculos ativados néo diferiu (P > 0,05) entre os tratamentos. No
entanto, o tratamento SiNPs apresentou maior (P < 0,05) propor¢do de foliculos
ativados em comparacao ao controle. No D7 do cultivo in vitro, a ativacao folicular foi
maior (P < 0,05) nos tratamentos RES e SiNPs em relagédo aos tratamentos VIT e
RES/SiNPs. Além disso, ao final do cultivo, os tratamentos RES, SiNPs e
RES/SINPs apresentaram maior (P < 0,05) porcentagem de foliculos ativados em

comparacdo ao controle. Quando analisados em relacgdo ao momento
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vitrificagcdo/aguecimento e entre os dias de cultivo (D1 vs. D7), a ativacao folicular

aumentou (P < 0,05) ao final do cultivo dentro dos tratamentos RES e SiNPs.

C—) VIT == SiNPs
100 - MEEm RES [ RES/SiNPs

Bb#*

Ativacdo folicular (%)

Vitrificagdo/ Dia | Dia 7 Controle
aquecimento

Cultivo in vitro
Figura 4. Percentual (média + epm) de ativacdo folicular (foliculos de transicéo,
primario e secundario) observada em fragmentos de tecido ovariano bovino apés a
vitrificagcdo/aguecimento com resveratrol associado ou ndo a nanoparticulas de silica
seguido de cultivo in vitro.

AB Dentro do mesmo parametro avaliado e entre os tratamentos (P < 0,05).

a Dentro do mesmo tratamento e entre os dias de cultivo (P < 0,05).

# Dentro do mesmo tratamento difere do agquecimento (P < 0,05).

" Difere do grupo controle (P < 0,05).

VIT, fragmentos vitrificados; RES, fragmentos vitrificados com resveratrol; SiNPs,
fragmentos vitrificados com nanoparticulas de silica; RES/SINPs, fragmentos

vitrificados com resveratrol associado a nanoparticulas de silica.

A probabilidade de ativagao folicular apés a vitrificacdo/aquecimento seguido
de cultivo in vitro foi determinada (Tabela 2). Fragmentos ovarianos vitrificados com
SiNPs possuem 12,8 (P < 0,01) e 3,1 (P < 0,05) vezes mais chances de ativacao
folicular em relagédo aos tratamentos VIT e RES, respectivamente. Em adicao, a
probabilidade de ativacdo folicular foi superior nos tratamentos RES (3,2 vezes; P <
0,001) e SiNPs (10,3 vezes; P < 0,0001) em comparacao ao tratamento RES/SINPs.
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Tabela 2. Analise da associacdo entre os tratamentos (VIT, RES, SiNPs e
RES/SINPs) utilizados para a vitrificacdo de fragmentos de tecido ovariano bovino e
a presenca de foliculos ativados (foliculos de transicéo, primario e secundario) apos
7 dias de cultivo in vitro.

Tratamento Foliculos ativados (%)

VIT 27,3 (3/11)

RES 60,3 (41/68)

SiNPs 82,7 (24/29)

RES/SINPs 31,6 (25/79)

Comparagoes Oddsratio I1C 95% Valor de P
RES vs. VIT 4,0 0,9-16,6 0,0857
SiNPs vs. VIT 12,8 24-659  0,0030
RES/SINPs vs. VIT 1,2 0,3-5,0 0,9569
SiNPs vs. RES 3,1 1,1-9.3 0,0551
RES vs. RES/SINPs 3,2 1,6 -6,4 0,0009
SiNPs vs. RES/SINPs 10,3 3,5-30,3 0,0001

IC, intervalo de confianca.
VIT, fragmentos vitrificados; RES, fragmentos vitrificados com resveratrol; SiNPs,
fragmentos vitrificados com nanoparticulas de silica; RES/SINPs, fragmentos

vitrificados com resveratrol associado a nanoparticulas de silica.

3.3 Densidade folicular

Os resultados de densidade folicular estdo dispostos na Figura 5. No geral,
todos os tratamentos apresentaram uma reducéo (P < 0,05) da densidade folicular
apos a vitrificagdo/aquecimento e cultivo in vitro em comparacao ao controle. Apés a
vitrificacdo/aquecimento, a densidade folicular foi maior (P < 0,05) no tratamento
RES em relacdo aos demais. No D1 do cultivo, a densidade folicular foi maior no
tratamento RES quando comparado ao tratamento SiNPs. No D7 do cultivo, os
tratamentos RES e RES/SINPs apresentaram maior (P < 0,05) densidade folicular
em comparagéo ao tratamento VIT. Dentro do mesmo tratamento e entre os dias de
cultivo (D1 vs. D7), a porcentagem de foliculos normais reduziu (P < 0,05) somente
no tratamento VIT. Em relacdo ao momento vitrificagdo/aquecimento, os tratamentos
VIT, RES e RES/SINPs apresentaram menor densidade folicular (P < 0,05) no D7 do

cultivo in vitro.
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Figura 5. Densidade (média £+ epm) folicular observada em fragmentos de tecido
ovariano bovino ap0s a vitrificagdo/aquecimento com resveratrol associado ou nédo a
nanoparticulas de silica seguido de cultivo in vitro.

ABC Dentro do mesmo parametro avaliado e entre os tratamentos (P < 0,05).

a Dentro do mesmo tratamento e entre os dias de cultivo (P < 0,05).

# Dentro do mesmo tratamento difere do aguecimento (P < 0,05).

" Difere do grupo controle (P < 0,05).

VIT, fragmentos vitrificados; RES, fragmentos vitrificados com resveratrol; SiNPs,
fragmentos vitrificados com nanoparticulas de silica; RES/SINPs, fragmentos

vitrificados com resveratrol associado a nanoparticulas de silica.

3.4 Densidade de células do estroma ovariano

A densidade celular foi avaliada apds a vitrificacdo/aquecimento e cultivo in
vitro (Figura 6). Apos a vitrificagdo/aquecimento, o tratamento SiNPs apresentou
maior (P < 0,05) densidade celular quando comparado aos tratamentos controle, VIT
e RES. No D1 do cultivo in vitro, o tratamento RES apresentou maior (P < 0,05)
densidade celular quando comparado ao tratamento SiNPs. No D7 do cultivo in vitro,
a densidade celular foi superior (P < 0,05) nos tratamentos RES e RES/SINPS em
comparacdo ao tratamento VIT. Em adicdo, ao final do cultivo, o tratamento
RES/SINPs apresentou densidade celular maior (P < 0,05) em relagdo ao controle. A
densidade celular dentro do tratamento SiNPs foi inferior (P < 0,05) nos dias D1 e D7

do cultivo em comparacdo ao momento vitrificagdo/aquecimento. Dentro do mesmo
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tratamento e entre os dias de cultivo (D1 vs. D7), a densidade celular decresceu (P <

0,05) somente no tratamento VIT.
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Figura 6. Densidade (média + epm) de células do estroma observada em
fragmentos de tecido ovariano bovino apos a vitrificagdo/aquecimento com
resveratrol associado ou ndo a nanoparticulas de silica seguido de cultivo in vitro.

AB Dentro do mesmo parametro avaliado e entre os tratamentos (P < 0,05).

a Dentro do mesmo tratamento e entre os dias de cultivo (P < 0,05).

# Dentro do mesmo tratamento difere do aguecimento (P < 0,05).

" Difere do grupo controle (P < 0,05).

VIT, fragmentos vitrificados; RES, fragmentos vitrificados com resveratrol; SiNPs,
fragmentos vitrificados com nanoparticulas de silica; RES/SINPs, fragmentos

vitrificados com resveratrol associado a nanoparticulas de silica.

4. DISCUSSAO
Este estudo avaliou pela primeira vez o efeito crioprotetor do resveratrol

associado a nanoparticulas de silica sobre o tecido ovariano bovino vitrificado
seguido do cultivo in vitro. O principais achados foram: (1) fragmentos ovarianos
vitrificados com RES/SINPs possuem mais chances (5,9 vezes) de conter foliculos
normais ao final do cultivo em comparacdo com o tratamento VIT; (2) a
probabilidade de ativacdo folicular foi maior (12,8 vezes) no tratamento SiINPs em
relacdo ao VIT e; (3) os tratamentos RES e RES/SINPs apresentaram superior
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densidade folicular e celular em comparacdo ao tratamento VIT apds 7 dias de
cultivo.

Fragmentos ovarianos do tratamento RES/SINPs apresentaram superior
porcentagem de foliculos pré-antrais normais em comparagéo ao tratamentos RES e
VIT apés o D7 do cultivo in vitro. Além disso, maior proporcéo de foliculos ativados
normais (transicdo, primario e secundarios) foi observada no tratamento RES/SINP
em relacdo ao VIT. O efeito antioxidante do resveratrol sobre os foliculos pré-antrais
foi reportado durante a vitrificacdo de tecido ovariano em fetos bovinos (ROCHA et
al., 2018). Durante o cultivo in vitro de foliculos antrais bovinos (SUGIYAMA et al.,
2019), o resveratrol regulou positivamente a expressao génica de sirtuina-1 (SIRT-1)
em ovdcitos e células da granulosa, assim como a reposi¢cao mitocondrial e indugéo
da autofagia em ovécitos (HARA et al., 2018); mecanismo responsavel pela
renovacdo de organelas celulares. Em camundongos (LIU et al., 2013), o efeito
idade sobre a fertilidade foi avaliado e fémeas idosas tratadas com resveratrol
exibiram maior propor¢cdo de foliculos primordiais e primarios em comparagdo ao
controle. No entanto, o resveratrol possui dose-dependente efeito in vitro sobre: a
fragmentacdo do DNA em foliculos secundarios cultivados (MACEDO et al., 2017) e
desenvolvilemnto embrionario inicial (LIU et., 2013). Nossos achados sugerem que a
combinacéo resveratrol e SiNPs durante a vitrificacdo de tecido ovariano preservou
a viabilidade folicular ao longo do cultivo in vitro. Possivelmente, a nanoparticula
protegeu o resveratrol de uma rapida degradacdo preservando suas propriedades
terapéuticas (anti-inflamatério, antioxidante) e permitindo sua atuacao efetiva,
durante o processo de vitrificacdo/aquecimento, e residual ao longo do cultivo in
vitro.

No presente estudo, a porcentagem de foliculos ativados ao final do cultivo in
vitro foi superior nos tratamentos RES e SiNPs. No geral, estes tratamentos
apresentaram maior probabilidade (RES, 3,2 vezes; SINPs, 10,3 vezes) de ativagéo
folicular em comparacdo ao tratamento RES/SINPs. Ovdcitos em desenvolvimento
dependem do microambiente formado pelo foliculo e da sinalizac&o bidirecional com
as células somaticas (granulosa e/ou teca) (PALMA et al., 2012). O resveratrol
influencia a atividade fisioldgica das células da granulosa pela ativacdo da SIRT-1
(JOZKOWIAK et al., 2020), que por sua vez tem sido associada com proliferacao
celular (PAVLOVA et al., 2013), atividade secretoria (MORITA et al., 2012), reducdo
da apoptose (HAN et al., 2017), manutencao da homeostase celular (BENAYOUN et
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al., 2011) e aumento da atividade mitotica (SHUBE et al., 2014). Neste sentido,
recentes estudos em humanos (HAO et al., 2018) e ovinos (BEZERRA et al., 2018)
reportaram o efeito estimulatorio do resveratrol sobre a ativagdo folicular in vitro,
reducdo da fragmentacdo do DNA e estimulacdo da proliferacao celular. Em relacao
as SiNPs, estudos reportaram seu efeito estimulatério sobre a proliferacdo de
células HT-29 (adenocarcinoma humano) (GEHRKE et al., 2013). Além disso, a
influéncia das SIiNPs foi observada sobre receptores do fator de crescimento
epidermal (EGFr) e proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK), ambas
envolvidas na regulacdo de processos celulares como progresséo do ciclo celular,
diferenciacéo ou proliferacdo (WITTIG et al., 2017). Na reproducéo, o efeito toxico
das SiNPs foi associado com a producéo excessiva de EROs e estresse oxidativo
(YU et al., 2014) e danos ao DNA espermatico (ZHANG et al., 2016). Em ratas, a
administracdo via oral de SiNPs induziu o desbalanco de hormonios esteroides,
producdo de EROs e, consequente, apoptose e atresia folicular (LIU et al., 2018).
Nossos achados demostraram que a utilizacdo do resveratrol em associagdo com a
SiNPs (RES/SINPs) induziu uma ativacao folicular moderada durante o cultivo in
vitro. Tal ativacdo gradual em associacdo com a manutencdo da viabilidade séo
pontos favoraveis a serem considerados durante um cultivo in vitro por longo tempo,
uma vez que a reserva folicular foi preservada e ndo ativada de forma rapida
(burnout). Os mecanismos de acdo do resveratrol e das SiNPs sobre o
desenvolvimento folicular in vitro ainda sao indefinidos, portanto seus impactos
sobre a saude reprodutiva sédo dignos de atencéo e devem ser investigados.

A densidade folicular reduziu em todos os tratamentos apos a
vitrificacdo/aquecimento e cultivo in vitro quando comparados ao controle. No
entanto, ao final do cultivo, os tratamentos RES e RES/SINPs apresentaram
densidade folicular ~9 e ~7 vezes maior, respectivamente em relagédo ao tratamento
VIT. A densidade folicular € um importante parametro que deve ser considerado na
avaliagdo de fragmentos ovarianos submetidos a diferentes abordagens reprodutivas
(biépsia ovariana, BRANDAO et al., 2018; cultivo in vitro, DONFACK et al., 2018;
transplante de tecido ovariano, PINTO et al., 2020; criopreservacao, DONFACK et
al., 2019). Diversos fatores estdo associados a deplecdo da densidade folicular e
sao inerentes as abordagens utilizadas: (1) cultivo in vitro, desbalanco entre fatores
inibitdrios e estimulatérios que controlam a ativacdo de foliculos primordiais,

induzindo a ativagao folicular precoce (burnout) (SMITZ et al., 2010); (2)
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criopreservacdo, estresse oxidativo devido a producdo excessiva de EROs
(SHAHSAVARI et al.,, 2020) e; (3) transplante de tecido ovariano, inadequado
suprimento vascular que causa isquemia levando a degeneracéo folicular (PINTO et
al., 2020). Em relacdo ao resveratrol, sua capacidade de penetrar na membrana
plasmatica durante a fase de gel (mais rigida) (BRITTES et al., 2010) permite sua
interacdo com os radicais lipidicos aumentando a fluidez da membrana e
controlando a peroxidagéo (FEI et al., 2018). Dessa forma, sua acdo antioxidante
pode minimizar danos ao DNA (BRANCO et al., 2010) e consequente deplecédo da
densidade folicular durante a criopreservacédo/aquecimento e posterior cultivo in
vitro. As nanoparticulas tém sido utilizadas para a criopreservacdo de sémen
(BARKALINA et al., 2014), tecido testicular (POELS et al., 2016), ovécitos (LI et al.,
2016), tecido ovariano (LEONEL et al., 2019) e células tronco pluripotentes
induzidas (ITO et al., 2020). Portanto, quando adicionadas na solucéo de vitrificacao,
permitira o aquecimento uniforme da amostra criopreservada (TAYLOR et al., 2019)
reduzindo a formacéo de gelo intracelular durante o congelamento e consequente
danos ao tecido (REMIAO et al., 2018).

Neste estudo, apdés o cultivo in vitro, os tratamentos RES e RES/SINPs
apresentaram densidade celular superior em relagcdo ao tratamento VIT. Neste
mesmo momento, o tratamento RES/SiNPs foi o Unico que apresentou aumento da
densidade celular em comparagdo ao controle. Entre os dias D1 e D7 do cultivo, a
denisdade celular decresceu somente no tratamento VIT. Nossos achados podem
ser explicados pelas propriedades terapéuticas abordadas previamente para o
resveratrol (proliferacdo celular, atividade mitética e secretéria) e as SiNPs
(progressao do ciclo celular e diferenciacdo). A associacdo positiva da densidade
celular com a porcentagem de foliculos normais, fibras de colageno do tipo | e
densidade folicular foi demonstrada em fragmentos biépsia em equino (ALVES et al.,
2016) e apos o transplante de tecido ovariano em caprino (PINTO et al., 2020). A
reducdo da densidade celular em fragmentos de tecido ovariano foi reportada apos a
criopreservacao (DING et al., 2018), refrigeracéo e transporte (GASTAL et al., 2017),
cultivo in vitro (OTALA et al., 2002), e transplante (WANG et al., 2013). As células do
parénquima ovariano sao essenciais para melhorar e eficiéncia no cultivo de
foliculos pré-antrais, uma vez que elas circundam e interagem com os foliculos
(AGUIAR et al., 2020). As células estromais séo recrutadas para a formacédo das

células da teca e produzem esterdides e fatores paracrinos essenciais para o
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desenvolvimento ovocitario e folicular (PALMA et al.,, 2012). A associacdo do
resveratrol com as SINPs preservou a densidade celular ao longo do cultivo in vitro
que por sua vez, pode ter contribuido para a manutencdo da morfologia e
viabilidade folicular.

Em sintese, o efeito crioprotetor do resveratrol combinado com as SiNPs foi
observado in vitro pela manutencao da viabilidade folicular e densidade das células
do estroma ovariano. Em adicdo, a ativacdo gradual de foliculos primordiais
observada pode permitir o desenvolvimento de estudos com longos periodos de
cultivo in vitro, suprimindo a deplecao folicular que naturalmente ocorre quando
fragmentos de tecido ovariano sdo submetidos ao processo de criopreservacao.
Finalmente, o resveratrol e as SiNPs possuem efeitos toxicos dose-dependente e
propriedade terapéutica em comum (proliferacdo celular), portanto ambos devem ser
exaustivamente investigados quando utilizados em tecnologias de reproducao

assistida.
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