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RESUMO: Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito dos crioprotetores glicerol e etilenoglicol em
duas concentracdes (1,5 M e 3,0 M) sobre a viabilidade de foliculos pré-antrais caninos apos
exposicdo e criopreservacdo. Ovarios (n=8) de cadelas, sem raca definida, foram submetidos ao
processo de isolamento mecénico simples para resgate dos foliculos pré-antrais. Em seguida,
amostras do pool folicular foram destinadas ao teste de toxicidade com exposi¢cdo de 20 min ao
glicerol e etilenoglicol e ap6s congelacdo/descongelacdo, analisadas quanto a viabilidade pelo
corante fluorescente iodeto de propideo. No teste de toxicidade, apenas o grupo que utilizou
etilenoglicol a 1,5 M (51,5%) nédo apresentou reducéo significativa da viabilidade folicular em relagéo
ao controle (63,2%). Apds os procedimentos de criopreservacgéo, a viabilidade foi consideravelmente
menor em todos os grupos, sendo 12% para glicerol (1,5 M), 15,5% para etilenoglicol (1,5 M), 14%
para glicerol (3,0 M) e 28% para etilenoglicol (3,0 M). Ressaltando-se a necessidade de
aperfeicoamento das técnicas de criopreservagdo de foliculos pré-antrais caninos, conclui-se que o
etilenoglicol demonstrou os melhores resultados apds o periodo de exposicdo e procedimentos de
congelacéo/descongelacéo.
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CRYOPRESERVATION OF CANINE PREANTRAL FOLLICLES WITH
GLYCEROL AND ETHYLENE GLYCOL

ABSTRACT: The aim of this work was evaluate glycerol and ethylene glycol cryoprotective effects at
1.5 M and 3.0 M under canine preantral follicles viability after exposure and cryopreservation. Eight
ovarian of non defined breed bitches was mechanically isolated to rescue the preantral follicles. Then
were separated aliquots for after toxicity test with 20 min of exposure and after cryopreservation with
glycerol and ethylene glycol using propidium iodide dye at confocal inverted microscope. The follicles
were considered viable if were not stained. On the toxicity test only the group that used ethylene
glycol at 1.5 M did not shown significant reduction of viability (51.5%) compared with control group
(63.2%). After cryopreservation, the follicular viability was significantly lower in all groups, being, 12%
for glycerol (1.5 M), 15.5% for ethylene glycol (1.5 M), 14% for glycerol (3.0 M) and 28% for ethylene
glycol (3.0 M). Emphasizing the need for improvement of canine preantral follicles cryopreservation,
this study concludes that ethylene glycol demonstrated the best results after the exposure period and
freezing/thawing procedures.
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INTRODUCAO

A preocupagdo com mudancas
climaticas e perdas ambientais tem
aumentado o interesse da comunidade
internacional em  pesquisas que
envolvem técnicas de conservagdo da
biodiversidade ou que propiciem o
aumento da producao de alimentos com
maior sustentabilidade. A
criopreservacdo de gametas femininos
estd inserida neste contexto visto que
da mesma forma que propicia a
preservacdo de material genético de
espécies ameacadas, através de
bancos de germoplasma animal,
também estimula o aumento da
eficiéncia reprodutiva de animais de alto
valor zootécnico.

Os foliculos pré-antrais (FPA)
representam a reserva de gametas
femininos a qual pode ser resgatada do
processo de atresia por meio de
técnicas de isolamento  folicular
(mecénico ou enzimatico). Todavia, é
imprescindivel o desenvolvimento de
biotecnologias eficientes de
conservacao dos FPA isolados, uma vez
gue a manipulacdo e cultivo imediatos
de um grande numero destas estruturas
seriam inexequiveis (Santos et al.,
2006).

A preservacdo de  ovOcitos
imaturos em foliculos pré-antrais é
vantajosa, devido a menores taxas
metabodlicas, numero reduzido de
organelas, formacédo incompleta da zona
pelucida e menor proporcao
volume/superficie, tornando-os menos
vulneraveis a congelacédo (Ruffing et al.,
1993). Ovdcitos imaturos demonstraram
melhor eficiéncia nas taxas de clivagem
e de producdo de blastocistos, apos o
processo de vitrificagdo, indicando
melhor resisténcia a crioinjuria (Zhou et
al., 2010).

A taxa de sobrevivéncia de
ovocitos ap0s a criopreservacao e
afetada por fatores morfoldégicos e
biofisicos, como a formacdo de gelo

intracelular e injarias osmaticas (Moraté
et al., 2008). Esses efeitos negativos
podem ser reduzidos com a utilizagédo
de agentes crioprotetores, que permitem
preservar as ceélulas a temperaturas
extremamente baixas. Os crioprotetores
glicerol (Gli) e etilenoglicol (Eti) podem
suprimir a temperatura de formacao de
gelo intracelular e estabilizar a
membrana celular minimizando o
desequilibrio hidroeletrolitico (Mazur e
Kleinhans, 2008).

Antes da aplicacdo de protocolos
de criopreservagcdo € necessario
determinar o agente crioprotetor, sua
concentracdo, tempo de exposicao,
método de congelacdo, descongelacdo
e remocao do crioprotetor, além de
avaliar a viabilidade das estruturas
submetidas ao processo. Para tanto,
pode-se adotar o0 uso de sondas
fluorescentes que indiquem células cuja
membrana nuclear e sistema de
transporte ativo estejam prejudicados
(Thomas et al.,, 2001; Onions et al.,
2008). O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito dos crioprotetores
glicerol e etilenoglicol, utilizado em duas
concentragdes (1,5 M e 3,0 M), sobre a

viabilidade de foliculos pré-antrais
caninos apos exposicao e
criopreservagao.

MATERIAL E METODOS

Ovaérios (n=8) de cadelas sem raca
definida, entre 24 e 60 meses de idade,
foram coletados apés procedimento de
ovariohisterectomia. Em seguida, foram
lavados em alcool 70% durante 10 seg e
armazenados em solucdo tampao
fosfatada (PBS) a 4°C e transportados
ao laboratorio. Os ovéarios foram
submetidos ao procedimento mecanico
de isolamento, utilizando o aparelho
fatiador de tecidos ajustado para
intervalos de corte de 500 pum (Alves et
al., 2012b). Os fragmentos ovarianos
foram colocados em recipiente contendo
15 mL de PBS com 10% de soro fetal
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bovino para dissociagdo celular,
utilizando-se sucessivamente pipetas de
Pasteur de 1600 e 600 um de diametro.
Posteriormente, a suspensao foi filtrada
em malhas de nailon de 500 pm e 100
pm, respectivamente.

Da suspensdo de FPA isolados
foram retiradas nove amostras de 1000
pL  cada. No grupo controle foi
adicionado o corante fluorescente iodeto
de propideo (IP) na concentragdo final
de 10 pg/mL. Apoés 10 min, a
temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, foram retirados 50 puL e colocados
em lamina e laminula para leitura da
viabilidade em microscopio invertido
com fluorescéncia. Os FPA foram
considerados ndo viaveis quando o
ndcleo era marcado em vermelho
(Figura 1), indicando a absorcdo do
fluorocromo (Alves et al., 2012a). Para o
teste de toxicidade (T), quatro amostras
do pool folicular foram direcionadas aos
tratamentos com glicerol (Gli 1,5 e Gli
3,0) e etilenoglicol (Eti 1,5 e Eti 3,0) a
15 e 3,0 M. Apdés o periodo de
exposicdo de 20 min, a temperatura
ambiente, as amostras foram
centrifugadas duas vezes (250 g x 2
min), para remocao do crioprotetor, e
ressuspensas com PBS para posterior
andlise da viabilidade com IP.

As amostras (quatro) destinadas a
criopreservacdo (C), pelo método
convencional de congelamento,
receberam  0s  crioprotetores  na
concentracdo final de 1,5 e 3,0 M de
glicerol e etilenoglicol. Apos equilibrio
com o crioprotetor, por 20 min a
temperatura ambiente, as amostras
foram envasadas em palhetas de 0,5
mL, colocadas em congelador
programavel e refrigeradas até -7°C a
uma taxa de 2°C/min. A cristalizacdo foi
realizada manualmente com auxilio de
um swab, apds imersdo em nitrogénio
liquido. O arrefecimento continuou a
0,3°C/min até atingir -40°C e, em
seguida, as palhetas foram imersas e
armazenadas em nitrogénio liquido (-

196°C) por sete dias (Aerts et al.,
2005).

A descongelacdo foi realizada
expondo-se as palhetas a temperatura
ambiente por 10 seg e em banho-maria
a 37°C por 30 seg, dispensando o
material em criotubos plasticos. Em
seguida, as amostras foram
centrifugadas e coradas com IP,
seguindo o mesmo protocolo adotado
para o controle e toxicidade. Cada
ovario constituiu uma repeticdo, sendo
avaliados 200 FPA por tratamento. O
teste estatistico Qui-quadrado foi

utilizado para analisar os efeitos do
glicerol e do etilenoglicol em diferentes
concentragbes (1,5 e 3,0 M) sobre a
porcentagem de FPA viaveis em relacao
ao grupo controle. Os resultados foram
expressos na forma de porcentagem e
significativos

considerados
P<0,05.

quando

Figura 1 — Andlise da viabilidade de foliculos pré-antrais de cadelas apds os testes
de toxicidade e criopreservacdo. Foliculo pré-antral ndo viavel em contraste de fase
(A) com o nicleo (0) marcado por iodeto de propideo (B). Microscopia de
fluorescéncia.

RESULTADOS

A viabilidade da amostra controle
(63,2%), apds procedimento mecanico
de isolamento, foi superior (P<0,05) aos
outros tratamentos com excegao para o
grupo que utilizou etilenoglicol a 1,5 M
(51,5%). Quando comparado o0s
tratamentos com a mesma
concentracdo de crioprotetores o
namero de foliculos pré-antrais viaveis
foi semelhante. No entanto, na
concentragdo de 3,0 M houve reducgao
significativa da viabilidade em relacao
aos tratamentos controle e 15 M
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Porcentagem de foliculos pré-antrais (FPA) vidveis apds teste de
toxicidade com diferentes concentragies (1,5e 3,0 M) de dlicerol (Gli)
e etilenoglicol (Eti).

Teste de Toxicidade
*Controle  Gli1,5M  GI30M  Eti15M Eti3,0M
% FPA Vidveis 63,2 475 285 51,5° 335
(158/250)  (95/200) (57/200)  (10200)  (B7/200)

% atras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. P=0,05.
*Controle: sem adicdo de crioprotetor

O numero de foliculos pré-antrais
vidveis apOs a criopreservacao foi
menor em relacdo a amostra controle
(P<0,05). O etilenoglicol 3,0 M
apresentou maior viabilidade folicular
(28%) apos o] procedimento.
Independente da concentracdo, nao
houve efeito sobre a preservacdo dos
foliculos quando utilizado o glicerol
(Tabela 2). A comparacdo entre o0s
testes de toxicidade e criopreservacao,

com O mesmo  crioprotetor e
concentragdo, demonstrou que O
etilenoglicol a 3,0 M durante a

criopreservacdo foi o Unico que nao
apresentou diferenca (P>0,05) na
viabilidade folicular em relacdo ao teste
de toxicidade.

Tabela 2 - Porcentagem de foliculos pré-antrais (FPA) vidveis apds
criopreservacio com diferentes concentracies (1,5 e 3,0 M) de

gliceral (Gli) e etilenoglicol (Ef).

Tege de Criopreservacio
*Cortrole  GI15M  GI30M Eti1,5M Eti30M
% FPA Vidveis 63,2 12,0° 15,5 14,0° 23.0°
(158/250)  (24/200)  (31/200) (28/200) (56/200)

*etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente. P=0,05.
*Controle: sem adicio de crioprotetor

DISCUSSAO

O procedimento mecanico de
isolamento possibilitou a recuperacao
de uma porcentagem significativa de
foliculos pré-antrais viaveis (63,2%). Em
outras espécies, esta técnica simples e
rapida, proporcionou 0 resgate de
milhares de foliculos pré-antrais por
ovario (caninos: 25200, Alves et al.,
2012b; felinos: 12500, Jewgenow e
Stolte, 1996; suinos: 599160, Alves et
al. 2012a; bovinos: 52100; Lucci et al.,
2002; caprinos: 1126, Rodrigues et al.,
1998).

Uma das teorias primarias de
injurias celulares atribuidas a

criopreservacdo estd relacionada ao
estresse osmotico e toxicidade causada
pelos crioprotetores (Mullen et al.,
2008). Nesse estudo o etilenoglicol e o
glicerol demonstraram melhores taxas
de viabilidade folicular quando utilizados
em menores concentracdes (1,5 M). Os
efeitos da toxicidade se manifestam de
forma diferente entre as espécies
(Cocero et al.,, 1996). Foliculos preé-
antrais de camundongos expostos ao
etilenoglicol (6,0 M) ndo apresentaram
alteracdo sobre a morfologia e
viabilidade (Abedelahi et al., 2009). Em
ovinos, o etilenoglicol (1,5 M) néo
comprometeu a viabilidade dos foliculos
pré-antrais (Santos et al.,, 2006). Por
outro lado, em bovinos, foi reportado
decréscimo da viabilidade celular
guando os foliculos foram expostos ao
etilenoglicol 1,5 M (Lucci et al., 2004).

Vérias manipulacbes de
crioprotetores tém sido propostas, no
intuito de aumentar a sobrevivéncia das
estruturas criopreservadas, levando em
consideracdo aspectos importantes
como permeabilidade da membrana
celular, lipidios e &gua intracelular
(Saragusty e Arav, 2011). Além disso, a
formacdo de cristais de gelo no interior
da célula depende da velocidade de
resfriamento, pois durante o]
procedimento de congelamento ocorre
formacdo de gelo no espaco
extracelular, causando um gradiente
osmotico do meio intracelular para a
solucdo congelada extracelular. Dessa
forma, a &gua intracelular vai se
deslocar através da membrana ou
permanecer no interior da célula,
formando cristais de gelo (Devireddy et
al., 2002; Jain e Paulson, 2006).

O processo de criopreservacao
adotado prejudicou a taxa de viabilidade
folicular em todas as concentracoes,
com o etlenoglicol a 30 M
apresentando o melhor resultado entre
os crioprotetores. A perda da viabilidade
celular apos 0 processo de
criopreservacao pode ser explicada pela
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quebra das jun¢Bes entre as células da
granulosa e o0 ovQcito, ruptura da
membrana basal e nuclear, reducéo da
multiplicacdo celular e reducdo da
atividade citoplasmatica (Van Den Hurk
e Santos, 2009). Na criopreservacao de
tecido ovariano humano, verificou-se
que o etilenoglicol por apresentar baixo
peso molecular e alta permeabilidade de
membrana, constitui-se um crioprotetor
de acdo répida e consequentemente
mais eficiente (Hovatta, 2000).

O glicerol possui peso molecular
superior ao etilenoglicol (92,10 vs. 62,07
daltons; Massip, 2001), esta
caracteristica confere ao glicerol baixa
permeabilidade de membrana, o que
leva a severos danos citoplasméticos
(Széll e Shelton, 1986). Diversos
estudos tém demonstrado que a
exposicdo do tecido ovariano ou de
foliculos pré-antrais ao glicerol, resulta
em uma reducdo substancial na
porcentagem de foliculos viaveis em
caprinos (Rodrigues et al., 2004) e
ovinos (Santos et al., 2006). Neste
estudo a baixa eficiéncia do glicerol na
criopreservacdo de FPA caninos aponta
a necessidade de aprimoramento do
periodo de equilibrio e da concentragéo
para garantir sua melhor penetracéo nas
células.

A comparacao entre 0S
procedimentos de teste de toxicidade e
criopreservacado demonstrou decréscimo
significativo da viabilidade dos foliculos
pré-antrais com o uso do glicerol nas
concentracbes de 1,5 e 3,0 M, o que
condiz com resultados reportados por
Santos et al. (2006).

CONCLUSAO

O etilenoglicol apresentou o0s
melhores resultados de viabilidade
folicular apos os testes de toxicidade
(1,5 M) e criopreservacgao (3,0 M). No
entanto, ressalta-se a necessidade de
aperfeicoamento da biotécnica de

criopreservacdo para foliculos preé-
antrais caninos.
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