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RESUMO 

Os folículos pré-antrais constituem a principal reserva reprodutiva em fêmeas e são 

classificados em primordiais, de transição, primários e secundários. A 

criopreservação tem sido uma ferramenta promissora para a preservação da 

fertilidade feminina, principalmente em mulheres submetidas a tratamentos contra o 

câncer ou com problemas reprodutivos. Nesse tipo de abordagem, é de extrema 

importância a preservação da reserva folicular assim como a funcionalidade tecidual, 

pois posteriormente a reserva folicular poderá ser submetida a biotécnicas de 

reprodução assistida como cultivo in vitro e transplante. Diversos protocolos e 

substâncias são rotineiramente avaliados para o desenvolvimento do processo de 

criopreservação para posterior transplante. Dentre eles, o resveratrol possui ação 

antioxidante minimizando a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) 

durante a vitrificação e cultivo in vitro. Os recentes avanços em nanotecnologia 

expandiram suas possíveis aplicações na biomedicina, assim as nanoparticulas vem 

sendo utilizadas em tratamentos oncológicos como um carreador de fármacos. 

Outros estudos reportaram o desenvolvimento de diversas formulações de 

nanopartículas com potencial antioxidante, anti-inflammatório e antibiótico. Dessa 

forma, as nanopartículas têm demonstrado resultados promissores na 

criopreservação de sêmen e cultivo de folículos pré-antrais.  

 

Palavras chave: vitrificação; tecido ovariano; nanopartículas; folículos pré-antrais  
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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, nanoparticles; preantral follicles 
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CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1 INTRODUÇÃO 

 Atualmente há uma demanda por soluções relacionados a preservação de 

folículos pré-antrais com aplicação na clínica reprodutiva para mulheres que 

apresentam comprometimento prematuro da atividade ovariana devido ao 

tratamento com quimioterápicos. Os folículos pré-antrais apresentam a vantagem de 

poderem ser coletados e preservados em qualquer idade da vida reprodutiva da 

fêmea sem que haja a necessidade de tratamento hormonal (DONFACK et al., 

2017). 

A criopreservação é um método de congelamento para a preservação de 

tecidos biológicos, podendo ser realizado de forma lenta ou rápida (vitrificação), 

sendo o último o método de preferência por causar menor injúria celular (LUNARDI, 

2015). Para a criopreservação 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 biológicas com aplicação 

terapêutica como: anticarcinogênico, antioxidante, anti-inflamatório, proteção do 

sistema cardiovascular e antiobesidade.  

Recentes avanços em nanotecnologia, têm revolucionado a aplicação 

terapêutica de compostos em diversas áreas da medicina incluindo a reprodução 

(FEUGANG et al., 2015). Devido as propriedades físicas e químicas, as 

nanopartículas possibilitam maior estabilidade, solubilidade e efeito biológico aos 

compostos carreados (FALCHI et al., 2018). Portanto, a proposta deste projeto foi 

avaliar o uso do resveratrol, um potente agente antioxidante e anti-inflamatório, em 

associação ou não com nanopartículas de sílica. Devido a biocompatibilidade com 

diferentes fluidos biológicos, as nanopartículas podem ser utilizadas como 

dispositivos carreadores de substâncias para potente interações celulares. Portanto, 

o projeto tem como destaque a inovação, uma vez que ainda não foi testado a 

associação entre resveratrol e as nanopartículas de sílica para a vitrificação de 

tecido ovariano bovino. Além disso, o bovino pode ser considerado um modelo 

animal para realização de experimentos translacionais para posterior aplicação na 

clínica reprodutiva feminina.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Folículos Pré-antrais 

Os folículos ovarianos são classificados em pré-antrais (primordiais e 

ativados: primários, transição e secundários) e antrais caracterizados pela formação 

do antro (van den HURK and ZHAO, 2005). Os folículos pré-antrais representam 

cerca de 90-95% da população folicular, ou seja, armazenam a maioria dos ovócitos 

presentes no ovário (KIM, 2012). Esses folículos são considerados a unidade básica 

do ovário dos mamíferos, sendo essa reserva estabelecida durante o 

desenvolvimento neonatal, e progressivamente utilizada após a puberdade, 

esgotando-se durante a vida reprodutiva (EDSON et al., 2009). 

A composição dos folículos primordiais se dá pelas células da pré-granulosa e 

células adjacentes, sendo a sua participação na ativação folicular não totalmente 

compreendida. Sabe-se que a ativação depende de fatores específicos (REN et al., 

2015) relacionados ao oócito e células da granulosa (UDA et al., 2004). A interação 

entre as células da granulosa e o oócito são essenciais para o crescimento folicular 

(MATZUK et al., 2002) e a ativação de alguns folículos, enquanto que a maioria 

permanecem em repouso, sugere que a inibição local é a causa mais provável 

(MONGET et al., 2012).  

 

2.2 Criopreservação de Tecido Ovariano 

A criopreservação consiste em um método de preservação de material 

biológico em temperaturas baixas por tempo indeterminado, esse processo pode ser 

realizado através do congelamento convencional (método lento) ou vitrificação 

(método rápido). No congelamento convencional ocorre a diminuição gradual da 

temperatura, sendo comum a formação de gelo intracelular levando a danos na 

célula. Ao contrário, na vitrificação a curva de resfriamento ocorre com uma redução 

brusca da temperatura, fazendo com que a água passe do seu estado líquido para 

um estado vítreo amorfo, reduzindo a formação de cristais de gelo (LUNARDI, 

2015). 

Os folículos pré-antrais podem ser armazenados ou criopreservados em 

qualquer estágio da vida reprodutiva, sem que se faça necessário a utilização de 

tratamento hormonal.  Apesar de alguns estudos apontarem taxas de viabilidade 

ainda baixas após a criopreservação de folículos ovarianos pré-antrais (FOPA), o 

número absoluto de FOPA remanescentes viáveis após o 
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congelamento/descongelamento representam uma importante população de células 

que podem ser cultivadas in vitro ou transplantadas, visando a restauração da 

função endócrina e da fertilidade feminina (DONFACK et al., 2017). 

Durante o processo de vitrificação pode ocorrer a formação de espécies 

reativas de oxigênio (EROS) por diferentes mecanismos tais como aumento do 

metabolismo oxidativo, o stress osmótico, ou mesmo por alterações nos 

mecanismos de defesa celular. O aumento de EROS está mais relacionado a fase 

de descongelamento, uma vez que o oxigênio será reintroduzido na célula 

criopreservada e causará reações de oxidação e redução que levam a sua produção 

e a danos na células (ROCHA et al., 2018). 

Os radicais livres como os EROS interagem com os oócitos e reduzem a taxa 

de desenvolvimento, sendo importante reduzir a formação desses compostos 

durante a criopreservação e descongelamento de ovários e folículos para aumentar 

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

 

 2.3 Resveratrol 

O resveratrol é uma fitoalexina produzida por diversas plantas (eucalipto, 

amora, uva). Na uva o resveratrol é sintetizado na casca como resposta ao stress 

causado por fungos, danos mecânicos ou por irradiação ultravioleta. O composto é 

sintetizado de duas formas: trans-resveratrol e cis-resveratrol sendo esta última a 

forma mais estável (SAUTTER et al., 2005) e utilizada. O resveratrol possui diversas 

propriedades biológicas com aplicações terapêuticas, a saber: anti-carcinogênico, 

antioxidante, antiobesidade, anti-inflamatório, protege o sistema cardiovascular, e 

tem ação contra distúrbios reprodutivos (infertilidade associada a idade e síndrome 

do ovário policístico). Dessa forma, diversos estudos têm sido conduzidos, dentre 

eles a utilização do resveratrol como alternativa para a criopreservação de folículos 

pré-antrais. Recente estudo, demonstrou o efeito positivo do resveratrol contra a 

degeneração folicular após o processo de vitrificação do tecido ovariano (ROCHA et 

al., 2018). Esse componente protege a função mitocondrial pela ativação do gene 

sirtuína-1 que está presente nas células da granulosa, oócitos e blastocistos 

(MORITA et al., 2012). 

Rocha et al. (2018) demonstraram em seu estudo que folículos 

criopreservados com resveratrol apresentaram diâmetros foliculares menores 

comparados aos criopreservados sem a adição do antioxidante. A integridade da 
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membrana mitocondrial é essencial para que se mantenha a viabilidade celular, uma 

vez que alterações em sua permeabilidade pode levar ao aumento de água 

intracelular aumentando o volume da célula e levando a presença de vacúolos 

intracelulares e degeneração celular. A hipótese levantada pelos autores é que o 

resveratrol atua no equilíbrio osmótico durante a vitrificação, evitando a entrada de 

água e solutos na célula durante o processo de descongelamento, quando o 

metabolismo é reestabelecido, além de preservar proteínas trasmembrana 

(aquaporinas) responsáveis por transportar os agentes crioprotetores. 

 

2.4 Nanopartículas de Sílica 

Diversas linhas de pesquisa podem ser beneficiadas com o uso da 

nanotecnologia, um campo emergente da biotecnologia. Na aplicação terapêutica, 

as nanopartículas constituem um promissor sistema carreador de drogas, pois 

propiciam estabilidade, absorção e transferência tissulares com excelente 

capacidade farmacodinâmica (FEUGANG et al., 2015). No tratamento do câncer, as 

nanopartículas podem estar associadas com diferentes combinações de drogas 

revestidas por polímeros que possibilitam o aumento da interação com as células 

alvo, direcionando a distribuição do agente terapêutico (ASLA et al., 2013). 

A sílica é um composto eletricamente neutro cuja as unidades estruturais são 

tetraedros de SiO4. É o segundo elemento mais abundante na atmosfera, perdendo 

apenas para o oxigênio. Se encontra em vários tecidos (animais e vegetais) e pode 

se apresentar na forma de óxido cristalino ou não cristalino e em associação com 

outros elementos como sódio, potássio e magnésio (BELINI, 2012). A preparação de 

nanopartículas de sílica tem se mostrado interessante devido a propriedade de 

confinamento quântico e partículas esféricas monodispersas de sílica podem ser 

produzidas por hidrólise de tetraetilortossilicato (TEOS) em meio etanólico na 

presença de amônia (ARANTES et al., 2012). Na medicina reprodutiva, desenhos 

experimentais com diferentes aplicações de nanopartículas têm demonstrado 

resultados promissores na criopreservação de sêmen (ISAAC et al., 2017), 

marcação espermática (FEUGANG et al., 2017) e cultivo de in vitro de folículos pré-

antrais (ANTONINO et al., 2018). 
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2.5 Considerações finais 

 Considerando os benefícios expostos, a criopreservação de tecido ovariano 

utilizando o resveratrol e as nanopartículas de sílica pode ser mais uma alternativa 

para a preservação da reserva de folículos pré-antrais inclusa em tecido ovariano.  
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RESUMO 

A vitrificação 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 nanopartículas de sílica sobre a vitrificação de tecido ovariano 

seguida de cultivo in vitro em modelo animal bovino. Ovários (n = 10) foram 

coletados em abatedouro local e fragmentos do córtex ovariano foram distribuídos 

nos seguintes tratamentos: (1) Controle fresco, fixado imediatamente após a 

fragmentação; (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 à SiNPs. Após a vitrificação/aquecimento e cultivo in vitro as amostras 

foram avaliadas quanto a morfologia, ativação 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 folículos normais ao final do 

cultivo em comparação com o tratamento VIT; (2) a probabilidade de ativação 

folicular foi maior (12,8 vezes; P < 0.05) no tratamento SiNPs em relação ao VIT e; 

(3) os tratamentos RES e RES/SiNPs apresentaram superior (P < 0.05) densidade 

folicular e celular em comparação ao tratamento VIT. Em síntese, o efeito 
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crioprotetor do resveratrol combinado com as SiNPs foi observado in vitro pela 

manutenção da viabilidade folicular e densidade das células do estroma ovariano. 

Além disso, a ativação folicular gradual de folículos primordiais observada possibilita 

o desenvolvimento de outros estudos com longos períodos de cultivo in vitro, 

suprimindo a depleção folicular que ocorre naturalmente quando fragmentos de 

tecido ovariano são submetidos à vitrificação.  

 

Palavras chave: vitrificação; tecido ovariano; nanopartículas; folículos 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 
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1 INTRODUÇÃO 

A insuficiência ovariana prematura em adolescentes e mulheres em idade 

reprodutiva é um dos efeitos colaterais mais comuns após o tratamento de 

neoplasias malignas com quimioterapia e/ou radioterapia. Atualmente, a 

criopreservação de ovócitos maduros e embriões são as únicas estratégias 

reconhecidas pela Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (DONNEZ e 

DOLMANS, 2017) para a preservação da fertilidade feminina. No entanto, em 

algumas situações (linfoma de Hodgkin’s, neoplasias mamárias e leucemia) nas 

quais a terapia não pode ser adiada, a única abordagem disponível para a 

preservação da fertilidade é a criopreservação de tecido ovariano (CHITI et al., 

2018). Embora experimental, a criopreservação de tecido seguida de transplante 

ortotópico têm sido utilizada com sucesso na clínica prática e mais de 130 crianças 

nasceram por meio da aplicação destes procedimentos em todo mundo (KLIJN et 

al., 2019).  

Apesar dos avanços, a criopreservação e o cultivo in vitro ainda causam 

danos funcionais e estruturais relevantes no tecido ovariano como: (i) redução na 

expressão de proteínas de membrana (aquaporinas) (SALES et al., 2016), 

comprometimento das comunicações intercelulares e danos peroxidativos que 

causam perda da função celular em razão da formação excessiva de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) (BUCAK et al., 2015). Durante o cultivo in vitro de tecido 

ovariano e/ou folículos pré-antrais os desafios são ainda maiores e estão 

direcionados para o desenvolvimento de sistemas de cultivo (bidimensional - 2D vs. 

tridimensional - 3D), composição de meios, uso de hormônios, antioxidantes e 

nanomateriais que mimetizam as condições in vivo, e portanto, permitam o 

crescimento de folículos imaturos, e consequente produção de ovócitos competentes 

aptos à fertilização in vitro (ARAÚJO et al., 2014).  

Em função dos desafios reportados, agentes antioxidantes (catalase, SILVA 

et al., 2018; anetol, SÁ et al., 2019; resveratrol, ROCHA et al., 2018) têm sido 

utilizados na composição de meios para criopreservação e cultivo in vitro. Na 

medicina reprodutiva, o resveratrol tem sido adicionado em meios para: (i) cultivo in 

vitro de ovócitos (caprinos, GADANI et al., 2017); (ii) produção de embriões 

(bubalinos, LONGOBARDI et al., 2017) e; (iii) criopreservação de tecido ovariano 

(bovinos, ROCHA et al., 2018), ovócitos (suínos, GIARETTA et al., 2013) e sêmen 

(humanos, GARCEZ et al., 2010; bovinos, BUCAK et al., 2015). A função 
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antioxidante do resveratrol pode ser explicada pela sua capacidade de minimizar a 

produção de EROs, remover radicais superóxidos, inibir a peroxidação lipídica e 

regular a expressão de enzimas e cofatores antioxidantes (GIARETTA et al., 2013).  

Os recentes avanços em nanotecnologia expandiram suas possíveis 

aplicações em tecnologias de reprodução assistida (FEUGANG, 2017). Na aplicação 

terapêutica, as nanopartículas constituem um sistema carreador de drogas, pois 

propiciam estabilidade e transferência tissulares com excelente capacidade 

farmacodinâmica (FALCHI et al., 2018). Neste sentido, as nanopartículas têm 

demonstrado resultados promissores na criopreservação de sêmen (ISAAC et al., 

2017), marcação espermática (FEUGANG et al., 2015) e cultivo in vitro de folículos 

pré-antrais (ANTONINO et al., 2019). Portanto, em função da necessidade de 

aprimoramento das biotécnicas de criopreservação e cultivo in vitro, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar os efeitos do resveratrol e das nanopartículas de sílica 

sobre a vitrificação de tecido ovariano seguida de cultivo in vitro em modelo animal 

bovino. Neste sentido, os seguintes parâmetros foram avaliados: (i) viabilidade 

folicular, (ii) ativação folicular, (iii) densidade folicular e (iv) densidade de células do 

estroma.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Síntese das nanopartículas de sílica 

As nanopartículas de SiO2 (SiNPs) foram sintetizadas pelo método da 

hidrólise e condensação controlada do tetraetilortosilicato (TEOS) em meio alcoólico 

(ARANTES et al., 2012). Para tanto, 2,5 mL de TEOS foi dissolvido em etanol anidro 

(50 mL), e em seguida, numa solução contendo 2 mL de hidróxido de amônia e 1 mL 

de água. As soluções permaneceram sob agitação por 24 hs em temperatura 

ambiente. Posteriormente, a dispersão coloidal foi centrifugada (6000 rpm por 30 

min), lavada em etanol para remoção dos reagentes iniciais e seca em placa de petri 

a 50ºC.  

 

2.2 Funcionalização das SiNPs 

A superfície das nanopartículas 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 adição de TMSPM, 
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seguindo a razão de 20 mmol/g SiO2. A solução permaneceu sob agitação durante 

24 hs a temperatura ambiente. Após este período, as nanopartículas foram 

centrifugadas (6000 rpm por 30 min), lavadas com etanol e dispostas em placa de 

petri para secagem em estufa a 50ºC. 

 

2.3 Encapsulamento do resveratrol com SiNPs 

O encapsulamento do resveratrol com nanopartículas de sílica foi realizado 

pela simples mistura dos componentes. Para tanto, a solução aquosa de resveratrol 

(20 µM) foi misturada com as dispersões aquosas coloidais das nanopartículas, 

permanecendo sob agitação constante por 24 hs. Após este período, as 

nanopartículas foram centrifugadas (6000 rpm por 30 min) e lavadas com etanol 

para remoção do fármaco não encapsulado e, posteriormente, dispostas em placa 

de petri e secas em estufa a 50ºC. 

 

2.4 Ovários e desenho experimental 

Ovários (n = 10) de fêmeas bovinas em idade reprodutiva (24 a 48 meses) 

foram coletados em abatedouro local. Após a coleta, foram lavados com álcool 70% 

(10 seg) e, posteriomente transportados para o laboratório em solução fosfatada 

tamponada (4ºC). No laboratório, fragmentos do córtex ovariano (3 × 3 × 1 mm) 

foram obtidos com auxílio de bisturi e aleotariamente distribuídos nos seguintes 

tratamentos (Figura 1): (1) Controle fresco, fixado imediatamente após a 

fragmentação; (2) VIT, fragmentos ovarianos vitrificados; (3) RES, fragmentos 

ovarianos vitrificados com resveratrol; (4) SiNPs, fragmentos ovarianos vitrificados 

com nanopartículas de sílica; (5) RES/SiNPs, fragmentos ovarianos vitrificados com 

resveratrol associado à nanopartículas de sílica. Cinco réplicas foram realizadas 

para cada tratamento (par ovariano = réplica). Todos os fragmentos foram avaliados 

logo após o aquecimento e nos dias D1 e D7 do cultivo in vitro. 
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Figura 1. Desenho experimental realizado para investigar o efeito crioprotetor do 

resveratrol e das nanopartículas de sílica sobre o tecido ovariano bovino vitrificado 

seguido de cultivo in vitro. Fragmentos do córtex ovariano bovino foram distribuídos 

nos seguintes tratamentos: Controle, fragmentos frescos e fixados; VIT, fragmentos 

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

vitrificados com nanopartículas de sílica; e RES/SiNPs, fragmentos vitrificados com 

resveratrol associado à nanopartículas de sílica. Em seguida, os fragmentos foram 

aquecidos e cultivados in vitro por 7 dias. 

 

2.5 Vitrificação e aquecimento do tecido ovariano 

O procedimento de vitrificação e aquecimento foi realizado de acordo com 

ROCHA et al., (2018). Resumidamente, a vitrificação dos fragmentos ovarianos 

envolveu a exposição das amostras a duas soluções de vitrificação (SV) com 

diferentes concentrações de crioprotetores. A SV1, consistiu de TCM199 



13 
 

suplementado com 10 mg/mL de soro albumina bovina (BSA), 0,25M sucrose, 10% 

etilenoglicol (EG), e 10% dimetilsulfóxido (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 soluções SV1 e SV2 foram acrescidas 

com 20 µM de resveratrol e/ou nanopartículas. As soluções de vitrificação 

adicionadas de nanopartículas foram submetidas à sonicação durante 10 minutos 

para melhor homogenização do meio. Durante a vitrificação, os fragmentos 

ovarianos foram expostos a solução SV1 por 4 min e, em seguida, a solução SV2 

por 1 min. Todo o procedimento foi realizado à temperatura ambiente (25ºC). 

Posteriormente, os fragmentos foram envasados em palhetas com a solução SV2, 

expostos ao vapor de nitrogênio por 5 min (−120ºC) e armazenados em nitrogênio 

líquido (−196ºC). 

Os fragmentos ovarianos foram expostos à temperatura ambiente (30 seg) e, 

em seguida, colocados em banho-maria a 37°C (1 min). Posteriormente, os 

fragmentos foram submetidos a três soluções de lavagem (SL) para remoção 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 à 38,5ºC e 5% de CO2. Os fragmentos 

foram cultivados em placas de 24 poços contendo 1000 µL de meio TCM199 

suplementado com 1% de ITS (10 µg/mL de insulina; 5,5 µg/mL de trasferrina e 4 

ng/mL selênio), 2 mM glutamina, 2 mM hipoxantina, 50 µg/mL ácido ascórbico, 3 

mg/mL BSA, 100 µg/mL estreptomicina e 100 µg/mL amicacina. O meio de cultivo foi 

parcialmente substituído a cada 48 horas. 

 

2.7 Morfologia e densidade folicular 

Os fragmentos ovarianos foram fixados em solução de paraformaldeído a 4% 

por 2 horas e mantidos em álcool 70% até a preparação histológica. Em seguida, 

foram embebidos em parafina e cortados em secções seriais (5 μm). Cada secção 

foi montada e corada com ácido periódico de Schiff (PAS) e hematoxilina. As 
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secções foram avaliadas em microscópio óptico na objetiva 40× e somente folículos 

com núcleo dos ovócitos visualizados foram considerados. 

Os folículos foram classificados quanto a morfologia em: normais, quando 

apresentavam um ovócito intacto circundado por células da granulosa bem 

organizadas em uma ou mais camadas e, degenerados, quando apresentavam 

folículos com retração citoplasmática, camadas de células da granulosa 

desorganizadas e destacadas da membrana basal (GASTAL et al., 2017). Em 

adição, os folículos foram classificados quanto ao estágio de desenvolvimento em: 

primordial, ovócito circundado por uma camada de células da granulosa de formato 

pavimentoso; transição, ovócito circundado por uma camada de células da 

granulosa de formato pavimentoso e cubóide; primário, ovócito circundado por uma 

camada de células da granulosa de formato cubóide; e secundário, ovócito 

circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de formato cubóide 

(DONFACK et al., 2018). 

A densidade folicular foi determinada conforme descrito por ALVES et al., 

(2015). Todas as lâminas foram digitalizadas e o perímetro das secções histológicas 

delimitado por meio de um programa de edição de imagens (Adobe Photoshop CS4, 

São José, CA, EUA). Em seguida, a densidade folicular foi calculada pela seguinte 

fórmula: densidade folicular = número de folículos pré-antrais/área da secção 

ovariana em cm2 . 

 

2.8 Densidade de células do estroma ovariano 

A densidade celular foi determinada a partir da avaliação de 10% do total das 

secções histológicas produzidas para cada fragmento ovariano (ALVES et al., 2016). 

Imagens aleatórias do córtex ovariano (3 campos de 50 × 50 μm = 2500 μm2) foram 

obtidas com auxílio de microscópio óptico na objetiva de 40×. Em seguida, os 

núcleos 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 avaliações foram realizadas 

por um único operador. 

 

2.9 Análise estatística 

As análises foram realizadas por meio do software estatístico Sigma Plot 

versão 11.0 (Systat Software, Inc., EUA). Os dados foram submetidos ao testes de 
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normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Levene). A comparação de 

médias entre os tratamentos foi avaliada pelo ANOVA seguida do teste de Kruskal-

Wallis. Comparações em relação ou tratamento controle foram realizadas pelo teste 

de Dunnett. A análise de odds ratio verificou a associação entre os tratamentos 

utilizados para a vitrificação e a porcentagem de folículos normais e ativados. Os 

resultados estão apresentados na forma de média (± erro padrão da média) e 

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

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Folículos morfologicamente normais 

O total de 2317 folículos pré-antrais inclusos em tecido ovariano foram 

avaliados em 1189 secções histológicas. A porcentagem de folículos normais foi 

inferior (P < 0,05) após a vitrificação/aquecimento no tratamento SiNPs em relação 

aos demais (Figura 2). No D1 do cultivo in vitro, o tratamento SiNPs apresentou 

menor proporção (P < 0,05) de folículos normais quando comparado aos 

tratamentos controle, VIT e RES/SiNPs. No D7 do cultivo in vitro, a proporção de 

folículos normais foi superior (P < 0,05) no tratamento RES/SiNPs em relação aos 

tratamentos VIT e RES. Além disso, ao final do cultivo in vitro, a proporção de 

folículos 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 folículos normais não diferiu (P > 0,05). No entanto, para os tratamentos VIT e 

RES, a porcentagem de folículos normais decresceu (P < 0,05) após 7 dias de 

cultivo, em comparação com o momento vitrificação/aquecimento. 
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Figura 2. Percentual (média ± epm) de folículos pré-antrais morfologicamente 

normais avaliados em fragmentos de tecido ovariano bovino após a 

vitrificação/aquecimento com resveratrol associado ou não a nanopartículas de sílica 

seguido de cultivo in vitro. 
AB Dentro do mesmo parâmetro 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 aquecimento (P < 0,05). 

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

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

fragmentos vitrificados com nanopartículas de sílica; RES/SiNPs, fragmentos 

vitrificados com resveratrol associado à nanopartículas de sílica. 

 

A porcentagem de folículos normais após o cultivo in vitro foi avaliada de 

acordo com a classe folicular (folículos primordiais ou ativados; Figura 3). A 

proporção de folículos primordiais normais foi similar (P > 0,05) entre os tratamentos. 

Em contraste, o tratamento VIT apresentou menor proporção (tendência, P = 0,06) 

de folículos ativados normais (transição, primário e secundário) em relação ao 

tratamento RES/SiNPs. A análise de associação entre os tratamentos utilizados para 

vitrificação e a porcentagem de folículos normais após 7 dias de cultivo in vitro estão 

dispostas na Tabela 1. Fragmentos ovarianos vitrificado/aquecidos com RES/SiNPs 

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

VIT.  

 

 

Figura 3. Percentual (média ± epm) de folículos primordiais e ativados (folículos de 

transição, primário e secundário) morfologicamente normais observados após 7 dias 

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

com resveratrol associado ou não a nanopartículas de sílica.  

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

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

fragmentos vitrificados com nanopartículas de sílica; RES/SiNPs, fragmentos 

vitrificados com resveratrol associado à nanopartículas de sílica. 
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Tabela 1. Análise da associação entre os tratamentos (VIT, RES, SiNPs e 

RES/SiNPs) utilizados para a vitrificação de fragmentos de tecido ovariano bovino e 

a presença de folículos morfologicamente normais após 7 dias de cultivo in vitro. 

Tratamento  Folículos normais (%) 

VIT  68,7 (11/16) 
  

RES 87,2 (68/78) 
  

SiNPs 87,9 (29/33) 
  

RES/SiNPs 92,9 (79/85) 
  

Comparações 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 − 14,5 0,2193 

RES/SiNPs vs. VIT 5,9 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 confiança. 

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

fragmentos vitrificados com nanopartículas de sílica; RES/SiNPs, fragmentos 

vitrificados com resveratrol associado à nanopartículas de sílica. 

 

3.2 Ativação folicular 

A porcentagem de ativação folicular foi avaliada nos fragmentos ovarianos 

após a vitrificação/aquecimento e cultivo in vitro (Figura 4). Após a 

vitrificação/aquecimento, o tratamento SiNPs apresentou maior (P < 0,05) taxa de 

folículos ativados quando comparado aos tratamentos RES e RES/SiNPs. Em 

adição, após a vitrificação/aquecimento, a ativação folicular foi maior (P < 0,05) nos 

tratamentos VIT e SiNPs em relação ao controle. No D1 do cultivo in vitro, a 

porcentagem de folículos ativados não diferiu (P > 0,05) entre os tratamentos. No 

entanto, o tratamento SiNPs apresentou maior (P < 0,05) proporção de folículos 

ativados em comparação ao controle. No D7 do cultivo in vitro, a ativação folicular foi 

maior (P < 0,05) nos tratamentos RES e SiNPs em relação 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 folículos ativados em 

comparação ao controle. Quando analisados em relação ao momento 
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vitrificação/aquecimento e entre os dias de cultivo (D1 vs. D7), a ativação folicular 

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

 

 

Figura 4. Percentual (média ± epm) de ativação folicular (folículos de transição, 

primário e secundário) observada em fragmentos de tecido ovariano bovino após a 

vitrificação/aquecimento com resveratrol associado ou não a nanopartículas de sílica 

seguido de cultivo in vitro. 
AB Dentro do mesmo parâmetro avaliado e entre os tratamentos (P < 0,05). 

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

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

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

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

fragmentos vitrificados com nanopartículas de sílica; RES/SiNPs, fragmentos 

vitrificados com resveratrol associado à nanopartículas de sílica. 

 

A probabilidade de ativação folicular após a vitrificação/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 ativação 

folicular em relação aos tratamentos VIT e RES, respectivamente. Em adição, a 

probabilidade de ativação folicular foi superior nos tratamentos RES (3,2 vezes; P < 

0,001) e SiNPs (10,3 vezes; P < 0,0001) em comparação ao tratamento RES/SiNPs.  
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Tabela 2. Análise da associação entre os tratamentos (VIT, RES, SiNPs e 

RES/SiNPs) utilizados para a vitrificação de fragmentos de tecido ovariano bovino e 

a presença de folículos ativados (folículos de transição, primário e secundário) após 

7 dias de cultivo in vitro.  

Tratamento  Folículos ativados (%) 

VIT  27,3 (3/11) 
  

RES 60,3 (41/68) 
  

SiNPs 82,7 (24/29) 
  

RES/SiNPs 31,6 (25/79) 
  

Comparações Odds ratio IC 95% Valor de P 

RES vs. VIT 4,0 0,9 − 16,6 0,0857 

SiNPs vs. VIT 12,8 2,4 − 65,9 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 confiança. 

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

fragmentos vitrificados com nanopartículas de sílica; RES/SiNPs, fragmentos 

vitrificados com resveratrol associado à nanopartículas de sílica. 

  

3.3 Densidade folicular 

Os resultados de densidade folicular estão dispostos na Figura 5. No geral, 

todos os tratamentos apresentaram uma redução (P < 0,05) da densidade folicular 

após a vitrificação/aquecimento e cultivo in vitro em comparação ao controle. Após a 

vitrificação/aquecimento, a densidade folicular foi maior (P < 0,05) no tratamento 

RES em relação 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 comparação ao tratamento VIT. Dentro do mesmo tratamento e entre os dias de 

cultivo (D1 vs. D7), a porcentagem de folículos normais reduziu (P < 0,05) somente 

no tratamento VIT. Em relação ao momento vitrificação/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 após a vitrificação/aquecimento com resveratrol associado ou não a 

nanopartículas de sílica seguido de cultivo in vitro. 
ABC Dentro do mesmo parâmetro avaliado e entre os tratamentos (P < 0,05). 

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

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

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

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

fragmentos vitrificados com nanopartículas de sílica; RES/SiNPs, fragmentos 

vitrificados com resveratrol associado à nanopartículas de sílica. 

 

3.4 Densidade de células do estroma ovariano 

A densidade celular foi avaliada após a vitrificação/aquecimento e cultivo in 

vitro (Figura 6). Após a vitrificação/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 

comparação ao tratamento VIT. Em adição, ao final do cultivo, o tratamento 

RES/SiNPs apresentou densidade celular maior (P < 0,05) em relação ao controle. A 

densidade celular dentro do tratamento SiNPs foi inferior (P < 0,05) nos dias D1 e D7 

do cultivo em comparação ao momento vitrificação/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.  

 

 

Figura 6. Densidade (média ± epm) de células do estroma observada em 

fragmentos de tecido ovariano bovino após a vitrificação/aquecimento com 

resveratrol associado ou não a nanopartículas de sílica seguido de cultivo in vitro. 
AB Dentro do mesmo parâmetro avaliado e entre os tratamentos (P < 0,05). 

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

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

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

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

fragmentos vitrificados com nanopartículas de sílica; RES/SiNPs, fragmentos 

vitrificados com resveratrol associado à nanopartículas de sílica. 

 

4. DISCUSSÃO 

Este estudo avaliou pela primeira vez o efeito crioprotetor do resveratrol 

associado à nanopartículas de sílica 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 folículos 

normais ao final do cultivo em comparação com o tratamento VIT; (2) a 

probabilidade de ativação folicular foi maior (12,8 vezes) no tratamento SiNPs em 

relação ao VIT e; (3) os tratamentos RES e RES/SiNPs apresentaram superior 
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densidade folicular e celular em comparação ao tratamento VIT após 7 dias de 

cultivo. 

Fragmentos ovarianos do tratamento RES/SiNPs apresentaram superior 

porcentagem de folículos pré-antrais normais em comparação ao tratamentos RES e  

VIT após o D7 do cultivo in vitro. Além disso, maior proporção de folículos ativados 

normais (transição, primário e secundários) foi observada no tratamento RES/SiNP 

em relação ao VIT. O efeito antioxidante do resveratrol sobre os folículos pré-antrais 

foi reportado durante a vitrificação de tecido ovariano em fetos bovinos (ROCHA et 

al., 2018). Durante o cultivo in vitro de folículos antrais bovinos (SUGIYAMA et al., 

2019), o resveratrol regulou positivamente a expressão gênica de sirtuina-1 (SIRT-1) 

em ovócitos e células da granulosa, assim como a reposição mitocondrial e indução 

da autofagia em ovócitos (HARA et al., 2018); mecanismo responsável pela 

renovação de organelas celulares. Em camundongos (LIU et al., 2013), o efeito 

idade sobre a fertilidade foi avaliado e fêmeas idosas tratadas com resveratrol 

exibiram maior proporção de folículos primordiais e primários em comparação ao 

controle. No entanto, o resveratrol possui dose-dependente efeito in vitro sobre: a 

fragmentação do DNA em folículos secundários cultivados (MACEDO et al., 2017) e 

desenvolvilemnto embrionário inicial (LIU et., 2013). Nossos achados sugerem que a 

combinação resveratrol e SiNPs durante a vitrificação de tecido ovariano preservou 

a viabilidade folicular ao longo do cultivo in vitro. Possivelmente, a nanopartícula 

protegeu o resveratrol de uma rápida degradação preservando suas propriedades 

terapêuticas (anti-inflamatório, antioxidante) e permitindo sua atuação efetiva, 

durante o processo de vitrificação/aquecimento, e residual ao longo do cultivo in 

vitro.  

No presente estudo, a porcentagem de folículos 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 ativação 

folicular em comparação ao tratamento RES/SiNPs. Ovócitos em desenvolvimento 

dependem do microambiente formado pelo folículo e da sinalização bidirecional com 

as células somáticas (granulosa e/ou teca) (PALMA et al., 2012). O resveratrol 

influencia a atividade fisiológica das células da granulosa pela ativação da SIRT-1 

(JOZKOWIAK et al., 2020), que por sua vez tem sido associada com proliferação 

celular (PAVLOVÁ et al., 2013), atividade secretória (MORITA et al., 2012), redução 

da apoptose (HAN et al., 2017), manutenção da homeostase celular (BENAYOUN et 
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al., 2011) e aumento da atividade mitótica (SHUBE et al., 2014). Neste sentido, 

recentes estudos em humanos (HAO et al., 2018) e ovinos (BEZERRA et al., 2018) 

reportaram o efeito estimulatório do resveratrol sobre a ativação folicular in vitro, 

redução da fragmentação do DNA e estimulação da proliferação celular. Em relação 

às SiNPs, estudos reportaram seu efeito estimulatório sobre a proliferação de 

células HT-29 (adenocarcinoma humano) (GEHRKE et al., 2013). Além disso, a 

influência das SiNPs foi observada sobre receptores do fator de crescimento 

epidermal (EGFr) e proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK), ambas 

envolvidas na regulação de processos celulares como progressão do ciclo celular, 

diferenciação ou proliferação (WITTIG et al., 2017). Na reprodução, o efeito tóxico 

das SiNPs foi associado com a produção excessiva de EROs e estresse oxidativo 

(YU et al., 2014) e danos ao DNA espermático (ZHANG et al., 2016). Em ratas, a 

administração via oral de SiNPs induziu o desbalanço de hormônios esteróides, 

produção de EROs e, consequente, apoptose e atresia folicular (LIU et al., 2018). 

Nossos achados demostraram que a utilização do resveratrol em associação com a 

SiNPs (RES/SiNPs) induziu uma ativação folicular moderada durante o cultivo in 

vitro. Tal ativação gradual em associação com a manutenção da viabilidade são 

pontos favoráveis a serem considerados durante um cultivo in vitro por longo tempo, 

uma vez que a reserva folicular foi preservada e não ativada de forma rápida 

(burnout). Os mecanismos de ação do resveratrol e das SiNPs sobre o 

desenvolvimento folicular in vitro ainda são indefinidos, portanto seus impactos 

sobre a saúde reprodutiva são dignos de atenção e devem ser investigados. 

A densidade folicular reduziu em todos os tratamentos após a 

vitrificação/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 relação ao tratamento 

VIT. A densidade folicular é um importante parâmetro que deve ser considerado na 

avaliação de fragmentos ovarianos submetidos a diferentes abordagens reprodutivas 

(biópsia ovariana, BRANDÃO et al., 2018; cultivo in vitro, DONFACK et al., 2018; 

transplante de tecido ovariano, PINTO et al., 2020; criopreservação, DONFACK et 

al., 2019). Diversos fatores estão associados a depleção da densidade folicular e 

são inerentes às  abordagens utilizadas: (1) cultivo in vitro, desbalanço entre fatores 

inibitórios e estimulatórios que controlam a ativação de folículos primordiais, 

induzindo a ativação folicular precoce (burnout) (SMITZ et al., 2010); (2) 
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criopreservação, estresse oxidativo devido a produção excessiva de EROs 

(SHAHSAVARI et al., 2020) e; (3) transplante de tecido ovariano, inadequado 

suprimento vascular que causa isquemia levando a degeneração folicular (PINTO et 

al., 2020). Em relação ao resveratrol, sua capacidade de penetrar na membrana 

plasmática durante a fase de gel (mais rígida) (BRITTES et al., 2010) permite sua 

interação com os radicais lipídicos aumentando a fluidez da membrana e 

controlando a peroxidação (FEI et al., 2018). Dessa forma, sua ação antioxidante 

pode minimizar danos ao DNA (BRANCO et al., 2010) e consequente depleção da 

densidade folicular durante a criopreservação/aquecimento e posterior cultivo in 

vitro. As nanopartículas têm sido utilizadas para a criopreservação de sêmen 

(BARKALINA et al., 2014), tecido testicular (POELS et al., 2016), ovócitos (LI et al., 

2016), tecido ovariano (LEONEL et al., 2019) e células tronco pluripotentes 

induzidas (ITO et al., 2020). Portanto, quando adicionadas na solução de vitrificação, 

permitirá o aquecimento uniforme da amostra criopreservada (TAYLOR et al., 2019) 

reduzindo a formação de gelo intracelular durante o congelamento e consequente 

danos ao tecido (REMIÃO et al., 2018). 

Neste estudo, após o cultivo in vitro, os tratamentos RES e RES/SiNPs 

apresentaram densidade celular superior em relação ao tratamento VIT. Neste 

mesmo momento, o tratamento RES/SiNPs foi o único que apresentou aumento da 

densidade celular em comparação 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 terapêuticas abordadas previamente para o 

resveratrol (proliferação celular, atividade mitótica e secretória) e as SiNPs 

(progressão do ciclo celular e diferenciação). A associação positiva da densidade 

celular com a porcentagem de folículos normais, fibras de colágeno do tipo I e 

densidade folicular foi demonstrada em fragmentos biópsia em equino (ALVES et al., 

2016) e após o transplante de tecido ovariano em caprino (PINTO et al., 2020). A 

redução da densidade celular em fragmentos de tecido ovariano foi reportada após a 

criopreservação (DING et al., 2018), refrigeração e transporte (GASTAL et al., 2017), 

cultivo in vitro (OTALA et al., 2002), e transplante (WANG et al., 2013). As células do 

parênquima ovariano são essenciais para melhorar e eficiência no cultivo de 

folículos pré-antrais, uma vez que elas circundam e interagem com os folículos 

(AGUIAR et al., 2020). As células estromais são recrutadas para a formação das 

células da teca e produzem esteróides e fatores parácrinos essenciais para o 
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desenvolvimento ovocitário e folicular (PALMA et al., 2012). A associação do 

resveratrol com as SiNPs preservou a densidade celular ao longo do cultivo in vitro 

que por sua vez, pode ter contribuído para a manutenção da  morfologia e 

viabilidade folicular. 

Em síntese, o efeito crioprotetor do resveratrol combinado com as SiNPs foi 

observado in vitro pela manutenção da viabilidade folicular e densidade das células 

do estroma ovariano. Em adição, a ativação gradual de folículos primordiais 

observada pode permitir o desenvolvimento de estudos com longos períodos de 

cultivo in vitro, suprimindo a depleção folicular que naturalmente ocorre quando 

fragmentos de tecido ovariano são submetidos ao processo de criopreservação. 

Finalmente, o resveratrol e as SiNPs possuem efeitos tóxicos dose-dependente e 

propriedade terapêutica em comum (proliferação celular), portanto ambos devem ser 

exaustivamente investigados quando utilizados em tecnologias de reprodução 

assistida. 
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