Regiane Rodrigues dos
SANTOS'

Ana Paula Ribeiro
RODRIGUES'

Sonia Helena Furtado
COSTA'

Maria Helena Tavares
MATOS!

José Roberto Viana SILVA'
Juliana Jales de Hollanda
CELESTINO'

Fabricio Sousa MARTINS'
Marcia Viviane Alves
SARAIVA'

Ménica Aline Parente
MELO’

José Ricardo de
FIGUEIREDO'

Correspondéncia para:

REGIANE RODRIGUES DOS SANTOS
Laboratério de Manipulacao de Odcitos e
Foliculos Pré-antrais

Universidade Estadual do Ceara

Av. Paranjana, 1700 - Itaperi

60740-000 - Fortaleza — CE
regianers@hotmail.com

Recebido para publicacao: 12/05/2004
Aprovado para publicagao: 21/09/2005

Teste de toxicidade e criopreservacao de foliculos
pré-antrais ovinos isolados utilizando Glicerol,
Etilenoglicol, Dimetilsulféxido e Propanodiol

1 - Laboratério de Manipulacao de Odcitos e Foliculos Pré-antrais

da Universidade Estadual do Cear4, Fortaleza - CE

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar foliculos pré-antrais (FOPA) ovinos
isolados apds sua exposicao e criopreservagio utilizando glicerol (GLI),
etilenoglicol (EG), propanodiol (PROH) ou dimetilsulféxido
(DMSO) a 1,5 e 3,0 M. Cada par ovariano de 5 ovelhas sem raga
definida foi coletado em abatedouro local e submetido ao isolamento
folicular. Da suspensio obtida, uma aliquota foi imediatamente
destinada 2 analise da viabilidade folicular com o auxilio do corante
vital azul de trypan. O restante da suspensao foi dividida em 16
aliquotas de 0,9 mL, suspensas (v/v) em MEM* com EG, DMSO,
GLIouPROHa 1,5 0u 3,0 M, para teste de toxicidade e criopreservagio.
Ap6s o término de cada tratamento, a viabilidade folicular foi analisada
¢ 0s FOPA considerados viaveis se ndo corados ou nio viaveis, quando
corados. A andlise dos dados mostrou que ap6s o teste de toxicidade
e criopreservacdo, em todos os crioprotetores ¢ em ambas as
concentragdes, a percentagem de FOPA viaveis foi significativamente
reduzida quando comparada ao controle. No teste de toxicidade,
quando os crioprotetores foram comparados entre si nas mesmas
concentragdes, foram observadas percentagens significativamente
menores de FOPA viaveis no PROH 3,0 M (38,9%0), apresentando-
se, portanto, mais toxico quando comparado aos demais
crioprotetores. Apbs criopreservacio, obteve-se percentagens
significativamente maiores de foliculos pré-antrais viaveis quando o
EG e o DMSO foram utilizados. Em conclusao, FOPA ovinos
isolados podem ser criopreservados com sucesso utilizando-se DMSO
eEGal,5e3,0M
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Introducgao

Dezenas de milhares de foliculos pré-
antrais (FOPA) podem ser recuperados de
um unico ovario ovino por meio de
dissociacio mecanica'. Esta seria uma fonte
potencialmente rica de material genético para
a reproducio animal se os o6citos pudessem
ser preservados e crescidos in vitro. No
entanto, além da escassez de técnicas eficientes
de cultivo in vitro de FOPA, torna-se
necessario o desenvolvimento de protocolos
para a preservacdo desses gametas uma vez
que a manipulacio imediata de um grande
niamero de FOPA torna-se inexequivel. A
preservacao de material biolégico em
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nitrogénio liquido (- 196 °C) pode ser obtida
por milhares de anos?, sendo esta uma
alternativa para preservar o material genético
de animais de alto valor zootécnico ou em
via de extin¢do. A criopreservagao de FOPA
pode ser realizada in situ (murinos’,
humanos®, caprinos’®; ovinos®’) ou na sua
forma isolada (ovinos®). A criopreservacio
de fragmentos de tecido ovariano tem
produzido resultados animadores, como
por exemplo a restauracio do ciclo
reprodutivo ap6s transplante **'*!" bem
como o nascimento de camundongos
vidveis apds cultivo de FOPA in vitro'>!1*
No entanto, ainda nao foi relatada a
criopreservaciao de foliculos pré-antrais
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ovinos isolados utilizando simultaneamente
diferentes crioprotetores (GLI, ETG,
DMSO e PROH) e concentracées (1,5 e 3,0
M). Além disso, ainda nio ¢é conhecido em
que etapa do procedimento de
criopreservacdo (petiodo de equilibrio e/
ou congelacio/descongelagio) ocorrem as
perdas foliculares.

O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito de quatro criprotetores (GLL, DMSO,
PROH ¢ ETG), em duas concentra¢oes (1,5
¢ 3,0M), sobre a viabilidade de FOPA ovinos
isolados apds exposi¢do e criopreservagao,
quantificando as perdas foliculares em ambas
as etapas.

Materiais e Métodos

Origem e transporte dos ovarios

Ovarios (n=10) de 5 ovelhas sem
raca definida (SRD) foram coletados em
abatedouro local. Apds a retirada dos
tecidos circundantes e ligamentos, os ovarios
foram lavados em dlcool 70% e duas vezes
em solucio salina 0,9%. Em seguida, cada
par ovariano foi transferido para tubos
contendo solugio salina 0,9% e transportado
20 laboratério a 20 °C em 1 hora.

Isolamento folicular

No laboratorio, os ovarios foram
submetidos ao isolamento folicular
utilizando-se o procedimento mecanico
descrito por Amorim et al. Este
procedimento foi realizado com o auxilio
de um tissue chopper (The Mickle
Laboratory Engineering CO, Gomshal,
Surrey, England) ajustado para a realizagao
de cortes seriados a intervalos de 87,5 mm.
Os fragmentos foram entdo colocados em
tubos Falcon contendo Meio Essencial
Minimo®™ (MEM; Sigma M 0268)
adicionado de 10% de soro fetal bovino
e suspensos 50 vezes com uma pipeta
Pasteur de 1600 mm de diametro e 50
vezes com uma outra pipeta de 600 mm
de diametro. A suspensao foi filtrada
sucessivamente em filtros de nylon de 500
e 100 mm.

251

Teste de toxicidade e Criopreservagao/Descongelacao
A suspensido obtida contendo os
foliculos pré-antrais isolados foi dividida em
17 aliquotas de 0,9 mL cada. A primeira (T'1
— controle) foi destinada para a andlise da
viabilidade folicular logo apds o isolamento.
Para isto, 5 mL de azul de tripan 0,4% foram
adicionados a cada 100 mL da suspensio
folicular. Apés um minuto, a suspensio foi
analisada e os foliculos que apresentavam-se
corados foram considerados mortos e, os
niao corados, vivos. As 16 aliquotas
remanescentes foram suspensas (V/V) em
MEM™ com EG, DMSO, GLI ou PROH a
1,50u3,0 M para teste de toxicidade (T2 —
T9) e criopreservacao (T10 — T17). Com
relacdo ao teste de toxicidade, este foi
realizado somente expondo-se a suspensao
folicular aos referidos crioprotetores a 20
°C por 20 minutos para posterior 1emo¢ao
do crioprotetor e analise. Para o
procedimento de congelagio, os criotubos
contendo as suspensées passaram por um
periodo de equilibrio de 20 minutos em cada
crioprotetor e concentra¢io testados e
levados para uma maquina de congelagio
(Freezer Control, CL 856, Cryologic Pty,
Ltd., Melbourne, Australia) a 20 °C. Os
criotubos foram resfriados até —7 °C a uma
velocidade de 1°C/min, sua cristalizacdo foi
induzida manualmente, e resfriados
lentamente a 0,3°C/min até —30°C e em
seguida a 0,15°C/min até atingirem — 33 °C.
Em seguida, os criotubos foram estocados
em nitrogénio liquido por 5 dias. Apos este
periodo, a suspensio foi descongelada
retirando-se os criotubos do nitrogénio
liquido e expondo as amostras a temperatura
ambiente por 1 minuto, e entdo colocados
em banho-maria a 37°C até completa
descongelacio da suspensio.

Ap6s o periodo de equilibrio (teste
de toxicidade) e descongelacio, os
crioprotetores foram removidos por meio
de centrifugacio das suspensoes (1000 rpm
por 2 minutos) e remogao de 0,9 mL da
solucdo adicionando-se 2,7 ml. de MEM+.
Esta operacio foi repetida trés vezes e cada
lavagem teve duracdo de 5 minutos. Em
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seguida, as suspensOes obtidas foram
avaliadas com o auxilio do azul de trypan
para contar o nimero de foliculos pré-antrais
vivos e mortos. Cada tratamento foi repetido
5 vezes.

Andlise estatistica

Os efeitos do tipo (GLI, ETG,
PROH e DMSO) e concentragao (1,5 e 3,0
M) do crioprotetor sobre a percentagem de
foliculos pré-antrais viaveis em relagdo ao
controle foram analisados utilizando o teste
do Qui-quadrado. Valores foram

considerados estatisticamente significativos
quando P<0.05.

Resultados

Percentagem de FOPA viaveis apos teste de
toxicidade e criopreservacao

Neste estudo, um minimo de 150
FOPA por tratamento foi analisado utilizando
o corante vital azul de trypan. A percentagem
de FOPA viaveis no controle, apds o teste
de toxicidade e congelagio/descongelagio
foi de 83,1%, 062,3% ¢ 065,7%,
respectivamente.

A figura 1 mostra a percentagem de
FOPA viaveis analisados no controle, apos
teste de toxicidade e criopreservagio. A analise
estatistica dos dados mostrou que houve uma
reducio significativa na percentagem de
FOPA viaveis apds exposicio e
criopreservacao utilizando todos os
crioprotetores em ambas as concentrages
quando comparados ao controle.

Apbs o teste de toxicidade na
concentracao de 1,5 M, as percentagens de
FOPA viaveis ap6s a utilizacio de DMSO,
ETG e GLI M foram similares entre si e
significativamente superiores ao PROH. Em
relacdo a concentracao de 3,0 M, o DMSO
e ETG apresentaram-se similares entre si e
superiores a0 GLI e PROH. Quando
comparou-se as concentragoes utilizadas
dentro de cada crioprotetor, somente para
o ETG nido foi observada reducio
significativa na percentagem de FOPA
normais com o aumento da concentracio
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de 1,5 para 3,0 M.

Ap6s criopreservagido, os FOPA
criopreservados em ETG e DMSO em
ambas as concentracdes apresentaram
percentagens significativamente maiores de
FOPA viaveis. Quando comparou-se as
concentracoes de 1,5 ¢ 3,0 M dentro de cada
crioprotetor, somente para o ETG e DMSO
nao foi observada reducio significativa da
percentagem de FOPA vidveis com o
aumento da concentrac¢io. Vale ressaltar que
as percentagens significativamente menores
de FOPA vidveis pés congelacio/
descongelacdo foram obtidas quando
utilizou-se o GLI 1,5 M.

Quando as comparag¢des foram
realizadas entre o teste de toxicidade e
criopreservagao no mesmo crioprotetor e
concentracao, apenas foi observada redugiao
significativa da percentagem de FOPA viaveis
na criopreservagao em relacdo ao teste de
toxicidade no GLI em ambas as
concentracoes.

Discussao

Realizou-se neste trabalho, o teste de
toxicidade e criopreservacio de FOPA
ovinos isolados comparando simultane-
amente o GLI, DMSO, PROH e ETG nas
concentractes de 1,5 ¢ 3,0 M. Além disso,
foi possivel quantificar e comparar as perdas
de FOPA nas etapas de equilibrio (teste de
toxicidade) e criopreservagio propriamente
dita.

O presente estudo demonstrou que
independente do crioprotetor (GLI, DMSO,
PROH ou ETG) ¢ concentra¢io (1,5 ou 3,0
M) utilizados, todos tém um efeito téxico
sobre FOPA ovinos isolados. Os eventos
iniciais (perfodo de equilibrio) durante a
congelacio/descongelacio podem levar a
severos danos ou morte celular, uma vez que
a maioria dos crioprotetores que mantém a
viabilidade celular a baixas temperaturas,
também possuem caracteristicas toxicas. Em
geral, as células sdo sensiveis a criopre-
servacao'® durante a exposicdo aos
crioprotetores e apo6s congelacio/
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descongelacao. Este procedi-mento pode
resultar em extremas flutuacdes no volume
celular causando efeitos dele-térios durante
o subsequente resfriamento'” . O efeito
toxico foi acentuado quando utilizou-se o
PROH a 3,0 M. De acordo com Lim et al'®,
o PROH possui elevada ag¢do citotoxica
observada quando utilizado em
concentracoes acima de 1,5 M. Com relacdo
aos demais tratamentos, ou seja, ETG e
DMSO (1,5 ¢ 3,0 M) e GLI 1,5 M, os
resultados foram similares entre si. No
entanto, apesar da similaridade entre os
tratamentos dentro do teste de toxicidade,
o real efeito dos crioprotetores deve ser
avaliado ap6s os procedimentos de conge-
lagao/descongelagio.

Analisando os FOPA apés
procedimentos de congelagiao/desconge-
lagao, observou-se uma reducio significativa
de foliculos vidveis em relacio ao controle.
Quando comparou-se o teste de toxicidade
com o procedimento de congelacio/
descongelacdo, observou-se uma redugao
significativa da percentagem de FOPA viaveis
apos criopreservacao em relacio ao teste de
toxicidade ao utilizar-se o GLI em ambas
as concentragdes. Portanto, excetuando-se o
GLI (tnico crioprotetor no qual foi
observado efeito significativo da criopreser-
vacao em relacdo ao teste de toxicidade) as
perdas foliculares observadas apos
criopreservag¢ao ja haviam ocorrido durante
o periodo de equilibrio. O GLI tem sido
utilizado freqiientemente para a criopreser-
va¢io de embrides bovinos por causa de
sua baixa citotoxicidade. No entanto, pode
induzir diversos danos osmoticos no
citoplasma devido a sua baixa permeabili-
dade. De acordo com Fuku et al.!? e Mazur?,
o DMSO, PROH e ETG posuem maior
permeabilidade a membrana celular que o
GLI, o que pode ter levado as menores taxas
de FOPA vidveis quando o GLI foi
utilizado. Estudando a criopreservacio em
tecido ovariano humano, Hovatta?
observou que o ETG penetra no tecido mais
rapidamente que o PROH ¢ DMSO e que,
o GLI constitui o crioprotetor de a¢ao mais

lenta e, conseqiientemente, menos eficiente.
A baixa eficiéncia na criopreservacgio
observada com o GLI nas concentracdes
testadas aponta para a necessidade de se
aumentar o periodo de equilibrio para sua
melhor penetracio no tecido ovariano.
Existem duas etapas basicas durante a
criopreservagao: o periodo de equilibrio e a
congelacio/descongelacio. Neste estudo, foi
possivel quantificar as perdas foliculares em
ambas as fases. Observou-se, desta forma,
que para o ETG, DMSO e PROH o
periodo de equilibrio utilizado nao foi
eficiente, pois ja havia reduzido
significativamente a taxa de viabilidade
folicular comparada ao controle, sendo
necessaria a utilizagdo de periodos ou
temperaturas menores afim de diminuir os
danos celulares. Quando os crioprotetores
foram comparados entre si, os melhores
resultados foram obtidos quando utilizou-
se ETG e DMSO (1,5 e 3,0 M), sugerindo
que estas substancias mantém com maior
eficiéncia a integridade dos FOPA apés
congela¢io/descongelagdo. Muitas células,
especialmente as eucaribticas, sdo sensiveis
ao choque osmotico”. Assim, crioprotetores
como o DMSO e ETG quando adicionados
ao meio de crio-preservacao, minimizam o
estresse osmotico. Os crioprotetores mais
eficientes sdo altamente hidrofilicos* devido
a presenca de grupos quimicos que formam
fortes pontes de hidrogénio com a agua, por
exemplo os sulféxidos (DMSO). Por este
motivo, muitos crioprotetors também
protegem as células e suas proteinas contra
a desidrataciao e destruicdo térmica. Tais
crioprotetores permedveis tornam a
membrana celular mais plastica e ligam-se a
agua intracelular covalentemente prevenindo
a desidratagdo excessiva e formacio de gran-
des cristais de gelo, reduzindo a toxicidade
do sal dentro da célula®.

Conclusao
Em conclusio, a andlise da viabilidade

folicular realizada neste trabalho demonstrou
que FOPA ovinos isolados podem ser
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Figura 1 - Percentagem de FOPA vidveis no controle, apos teste de toxicidade e criopreservagao

" Difere significativamente do controle;

2b< Diferentes letras diferem significativamente dentro do mesmo teste (teste de toxicidade ou criopreservacao) e concentragao;
AB Diferentes letras diferem significativamente entre as concentragoes dentro de cada crioprotetor no teste de toxicidade e criopreservacao;
b Diferentes letras diferem significativamente entre o teste de toxicidade e criopreservacao dentro de cada crioprotetor e concentrago.

criopreservados com sucesso utilizando-se o
DMSO e ETG nas concentracdo de 1,5 M e
3,0 M. Com o aperfeicoamento dos protocolos
de criopreservacao, sera possfvel formar bancos
de germoplasma animal para a preservagio de
foliculos pré-antrais por petiodo indefinido. Esse
material podera ser crioestocado e destinado,
de maneira fracionada ou no, para programas
de crescimento, maturacio e fecundacio # vitro

embrionaria.
Agradecimentos

Este trabalho foi financiado pelo CNPq.
Regiane Rodrigues dos Santos ¢ bolsista
FUNCAP. Os autores agradecem o Dr.
Edilberto Silveita— CENAUREMN e AKZO-
NOBEL pelo suporte técnico.

de odbcitos para posterior transferéncia

Toxicity test and cryopreservation of sheep isolated preantral follicles
using glycerol, ethylen glycol, dimethil sulfoxyde and propanediol

Abstract

The aim of this study was to evaluate isolated sheep preantral follicles
(PF) after exposure and cryopreservation using glycerol (GLI), ethylene
glycol (EG), propanediol (PROH) or dimethyl sulfoxide (DMSO) at
1.5 and 3.0 M. Each ovarian pair from 5 mixed breed adult sheeps
was obtained at a local slaughterhouse and submited to follicular
isolation. From the obtained suspension, one aliquot was immediately
analysed with trypan blue. The remaining suspension was divided in
16 aliquots of 0.9 mL, suspended in (v/v) in MEM " with EG, DMSO,
GLIor PROH at 1.5 or 3.0 M to the toxicity test and cryopreservation.
After the end of each treatment, the follicular viability was analysed
and the PF were classified as viable if not dyed or not viable if dyed
with trypan blue. The analysis of the results showed that after the
toxicity test and cryopreservation, using all cryoprotectants and at
both concentrations, the percentage of viable PF was significantly
reduced when compared to the control. At the toxicity test, when the
cryoprotectants were compared at the same concentrations, the lowest
percentage of viable preantral follicles was obtained when 3.0 M PROH
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(38,9%) was used, being, more toxic when compared to the others
cryoprotectants. After cryopreservation, significantly higher percentual
of viable PF was observed when the EG and DMSO were used. In
conclusion, sheep PF can be cryopreserved successfully using DMSO

and EG at 1.5 and 3.0 M.
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