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RESUMO

RISSATO, D. C. A. Sistema de levitacdo magnética associada a nanoparticulas: um novo
sistema de cultivo tridimensional in vitro para fragmentos ovarianos bovinos. 2023. 62 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Programa de P6s-Graduacdo em Ginecologia e Obstetricia,

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Objetivo: avaliar a viabilidade, atividade mitocondrial, oxidacao e danos no tecido conjuntivo
de tecido ovariano bovino cultivado em trés diferentes sistemas 3D: levitacdo magnética (LM),
matriz de fibrina-alginato (FA) ou matriz de alginato (ALG). Métodos: Fragmentos ovarianos
foram cultivados in vitro com nanoparticulas de ouro e 6xido de ferro reticuladas por poli-L-
lisina (LM) ou FA 1% ou ALG 1%. Os fragmentos foram subdivididos em controle fresco (FC,
D0), dia 1l (D1) e dia7 (D7) apos o cultivo. Os fragmentos foram avaliados quanto a viabilidade
folicular, fibrose (Picrosirius Red), niveis intercelulares de producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS, técnica de DCF) sinais de degeneracéo celular (técnica de iodeto de propidio)
e atividade mitocondrial (técnica MitoTracker Orange CMTMRose). As andlises estatisticas
realizadas foram teste de Kruskal-Wallis, ANOVA, teste exato de Fisher e qui-quadrado por
meio do software SAS. Resultados: Viabilidade folicular: o LM apresentou uma maior (P <
0,05) quantidade de foliculos normais quando comparado aos demais grupos (FA e ALG). O
ALG foi o grupo que mais (P < 0,05) apresentou foliculos anormais em comparacdo ao LM e a
FA. Fibrose: o LM apresentou mais semelhancas (P > 0,05) ao CF com relacdo a quantidade
de colageno tipo I e 11l. Producdo de ROS: todos os grupos apresentaram producdo de ERO
maior (P < 0,05) quando comparados ao CF (P > 0,05). Viabilidade tecidual: Ao comparar a
LM, a FA e 0 ALG com o CF, observou-se menores (P < 0,05) taxas de degeneracdo tanto em

D1 quanto em D7. Atividade mitocondrial: com relagdo aos dias D1 e D7, contatou-se que a
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LM e a FA apresentaram diminuicdo (P < 0,05) das taxas em D7. Conclusdo: O cultivo
tridimensional por levitacdo magnética favorece e preserva a morfologia, a vitalidade e a
capacidade respiratoria do tecido ovariano durante o cultivo in vitro, sendo mais eficiente em
termos de ativacdo folicular do que os demais cultivos. Nas primeiras 24 horas parece haver um
periodo de reparo apos estresse de toda manipulacéo tecidual. Além disso, em D1 ha uma maior
taxa de ativacdo folicular sugerindo ndo haver necessidade de um cultivo tdo extenso para a
obtencdo de foliculos ativados com a morfologia normal. Assim, o cultivo tridimensional por
levitacdo € um método promissor para o cultivo in vitro de tecido ovariano com foliculos pré-

antrais inclusos.

Palavras-Chave: Tecido ovariano. Foliculos pré-antrais. Cultivo tridimensional.

Nanoparticulas. Levitacdo magnética. Alginato. Fibrina-alginato.
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ABSTRACT

RISSATO, D. C. A. Magnetic levitation system associated with nanoparticles: a new three-
dimensional in vitro culture system for bovine ovarian fragments. 2023. 62 f. Thesis
(Doctorate in Sciences) — Graduate Program in Gynecology and Obstetrics, Faculty of Medicine

of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Objective: to evaluate the viability, mitochondrial activity, oxidation and connective tissue
damage of bovine ovarian tissue cultured in three different 3D systems: magnetic levitation
(LM), fibrin-alginate matrix (FA) or alginate matrix (ALG). Methods: Ovarian fragments were
cultured in vitro with gold and iron oxide nanoparticles crosslinked by poly-L-lysine (LM) or
1% FA or 1% ALG. The fragments were subdivided into fresh control (FC, D0), day 1 (D1)
and day 7 (D7) after cultivation. The fragments were evaluated for follicular viability, fibrosis
(Picrosirius Red), levels of intercellular production of reactive oxygen species (ROS, DCF
technique), signs of cell degeneration (propidium iodide technique) and mitochondrial activity
(MitoTracker Orange CMTMRose technique). The statistical analyzes carried out were the
Kruskal-Wallis test, ANOVA, Fisher's exact test and chi-square using the SAS software.
Results: Follicular viability: LM showed a greater (P < 0.05) number of normal follicles when
compared to the other groups (FA and ALG). ALG was the group that most (P < 0.05) presented
abnormal follicles compared to LM and FA. Fibrosis: LM showed more similarities (P > 0.05)
to FC regarding the amount of type Ill and I collagen. ROS production: all groups showed
higher ROS production (P < 0.05) when compared to CF (p>0.05). Tissue viability: When
comparing LM, FA and ALG with CF, lower (P < 0.05) degeneration rates were observed in
both D1 and D7. Mitochondrial activity: regarding days D1 and D7, it was found that LM and

AF showed a decrease (P < 0.05) in rates on D7. Conclusion: Three-dimensional cultivation
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by magnetic levitation favors and preserves the morphology, vitality and respiratory capacity
of the ovarian tissue during in vitro cultivation, being more efficient in terms of follicular
activation than other cultures. In the first 24 hours there seems to be a repair period after the
stress of all tissue manipulation. In addition, in D1 there is a higher rate of follicular activation,
suggesting that there is no need for such an extensive culture to obtain activated follicles. Thus,
three-dimensional levitation cultivation is a promising method for in vitro cultivation of ovarian

tissue with preantral follicles included.

Keywords: Ovarian tissue. Preantral follicles. Three-dimensional cultivation. nanoparticles.

Magnetic levitation. Alginate. Fibrin-alginate.
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1 INTRODUCAO

O cancer pode atingir uma porcentagem estimada de 2,5% das mulheres em idade
reprodutiva ativa (menos de 40 anos) (ARAUJO et al., 2015; BUS et al., 2019). Sabe-se, que
o0s tratamentos com quimioterapia e a radioterapia podem causar danos ao tecido ovariano e
consequentemente aos gametas. Portanto, € provavel que as pacientes apresentem fertilidade
comprometida apds o tratamento (BUS et al., 2019; LEE, STEPHANIE et al., 2006). Diante de
diagnosticos mais precisos e tratamentos mais eficazes, os indices de sobrevivéncia a essa
doenca sdo cada vez maiores, aumentando o interesse em proporcionar a melhor qualidade de
vida a essas pacientes (DUNCAN et al., 2019). Desta forma, a preservacdo da fertilidade € uma
estratégia importante ndo somente para os humanos como também para 0s animais ameagados
de extincao e/ou de alto valor genético (BUS et al., 2019).

A pesquisa com tecido ovariano humano enfrenta barreiras éticas e disponibilidade
limitada que dificultam o aprimoramento e desenvolvimento de novas técnicas (FRANSOLET
et al., 2014). Assim, estudos translacionais com modelos animais tém sido realizados em
diversas espécies (ALVES et al., 2016; FRANSOLET et al., 2014; TELFER; ZELINSKI,
2013). A espécie bovina é apontada (ARAUJO et al., 2014a; BAERWALD, 2009) como
modelo experimental comparativo destes estudos com dupla aptidao, por favorecer o avango
genético e conservacdo desta espécie e fornecer informacdes importantes a serem aplicadas na
clinica reprodutiva humana. Além do mais, estes ovarios tém razoavel disponibilidade em
frigorificos e sdo bons modelos de estudos para compreensdo do desenvolvimento folicular.

Existem algumas ferramentas disponiveis para preservacdo da fertilidade da fémea
como a criopreservacao de 00citos, a criopreservacado de embrides e a criopreservacao de tecido
ovariano. Atualmente, as técnicas mais empregadas sdo as criopreservacfes de oo0citos e
embrides (REVELLI et al., 2012; WALLACE, 2011; HUSSEIN; KHAN; ZHAO, 2020).

Entretanto, existem alguns limitantes dessas técnicas como: 1) exige que a paciente/animal
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esteja em idade puberal, 2) a paciente ndo ter tempo habil para realizar a estimulacéo e a
capitacdo dos odcitos antes do inicio do tratamento oncologico (ROSENDAHL; GREVE;
ANDERSEN, 2013), 3) o animal morrer antes da inducdo para a puncéo folicular, 4) além do
custo financeiro significativamente elevado. Assim, a criopreservacgéo de tecido ovariano com
foliculos pré-antrais inclusos é a unica opcéo para meninas e mulheres pré-paberes que nédo
podem atrasar o inicio dos tratamentos (LAMBERT et al., 2018).

Entretanto, os foliculos inclusos no tecido removido e criopreservado encontra-se em
estagio primordial, ou seja, inativo. Fisiologicamente, estes foliculos permaneceriam neste
estado até o momento de recrutamento e crescimento para ovular em ciclos subsequentes, sendo
0 processo de ativacdo folicular ainda pouco esclarecido. Desta forma, 0 armazenamento destes
foliculos inativos demanda o desenvolvimento de estratégias para se ativar e desenvolver o

foliculo em todas as etapas de amadurecimento para a formacao de um odcito maduro.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FOLICULOGENESE OVARIANA

Para compreender melhor a dindmica folicular e desenvolver técnicas mais eficazes a
biotécnica de Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais
(MOIFOPA), também conhecida como Ovério Artificial, possibilita realizar estudos visando
compreender a foliculogénese inicial e os diversos fatores que influenciam o desenvolvimento
folicular (ARAUJO et al., 2014). Os foliculos sdo divididos em pré-antrais e antrais. Os pré-
antrais sdo classificados de acordo com o estagio de desenvolvimento (Figura 1) em: primordial
(odcito imaturo em prdéfase | localizado no centro do foliculo e rodeado por uma camada de
células da pré-granulosa de formato pavimentoso), transicdo (oOcito em crescimento e

multiplicacdo das células da granulosa com mudanga morfolégica de pavimentoso para
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cubdide), primario (odcito imaturo e central rodeado por uma camada de células da granulosa
de formato cuboide) e secundario (o6cito imaturo rodeado por duas ou mais camadas de células
da granulosa de formato cubdide e presenca de células da teca quando em estagio mais
avancado). Os foliculos terciarios ou antrais apresentam a formacao do antro (cavidade com
liquido folicular) entre as varias camadas das células da granulosa e com a proliferacdo das
células somaticas e aumento do fluido folicular, o foliculo se torna pré-ovulatorio (transicdo
entre profase | e metafase I1). Devido ao efeito do pico do horménio luteinizante/horménio
foliculo-estimulante (LH/FSH) (o que ocorre na puberdade), o foliculo pré-ovulatorio libera
complexo cumulus odcito (COC) (TELFER, Evelyn E.; ZELINSKI, 2013; ADONA,;
MONZANI; GUEMRA, 2013).

Os primordias (forma quiescente) estdo estacionados na profase da primeira meiose.
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Figura 1. Estagios da foliculogénese. Os foliculos primordiais consistem em um oécito imaturo
(profase 1) circundado com células da pré-granulosa pavimentosas. Apos a ativacéo, o foliculo
de transicdo (o6cito em crescimento e multiplicacdo das células da granulosa com mudanca
morfologica de pavimentoso para cubdide) se desenvolvem em foliculos primarios (uma
camada de células da granulosa de formato cuboide). O foliculo secundario possui duas ou mais
camadas de células da granulosa, uma camada das células da teca e um o6cito com uma zona
pelGcida completamente formada. Ja o antral ou o foliculo de Graaf é o Ultimo estagio do
desenvolvimento folicular. Esse estagio é marcado pela presenga de uma cavidade antral cheia
de fluido folicular. Neste momento, o 00cito alcanga a retomada meidtica e continua a oogénese
finalizando a meiose I. O odcito permanece em metafase Il até a fertilizagdo (LIM,;
THOMPSON; DUNNING, 2021 com modificagdes).
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A maioria dos foliculos (95%) presente nos ovarios das fémeas jovens esta em estagio
primordial, eles permanecem em repouso (profase da meiose 1) até que haja um estimulo para
que voltem a crescer (FIGUEIREDO et al., 2007). A ativacdo folicular é irreversivel e uma vez
que os foliculos primordiais deixam o pool quiescente, continuam a foliculogénese ou sofrem

atresia (ARAUJO et al., 2014; FIGUEIREDO, ROBERTO; 1999).
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2.2 SISTEMAS DE CULTIVO FOLICULAR

Os atuais sistemas de cultivo in vitro de tecido ovarino e foliculos pré-antrais isolados
ainda ndo mimetizam de forma ideal o ambiente intra ovariano in vivo (CHOI et al., 2014).
Sendo assim, sdo necessarios testes para desenvolver condigdes de cultivos mais eficazes, bem
como aprimorar os tipos de sistemas de cultivo in vitro, visando manter a integridade dos
foliculos pré-antrais com o desenvolvimento antral e a capacitacdo oocitaria, a fim de se obter
um od6cito maduro (M) e saudavel para realizacdo de procedimentos de fertilizagéo in vitro.

Neste sentido vale destacar que a conservacdo do tecido envolve ndo s6 manter o
foliculo vidvel mas também a matriz extracelular (MEC) que o suporta. A MEC ovariana é uma
rede que forma o andaime 3D no qual residem os foliculos e as células do estroma. A MEC
possui uma estrutura estavel, fornecendo suporte fisico, assim como propriedades bioquimicas
e biomecanicas necessarias para a morfogénese, diferenciacdo e homeostase do tecido
(THEOCHARIS et al., 2016). Além disso, ela também é um reservatorio de fatores de
crescimento e hormonios regulando de forma espacial e temporal sua difusdo e disponibilidade
dentro do tecido ovariano (BONNANS; CHOU; WERB, 2014; TAIPALE; KESKI-OJA, 1997).
O estudo dos efeitos dos cultivos sobre a MEC ¢ imprecindivel para eleger o sistema mais
eficiente.

Para aprimorar as técnicas de cultivo sdo necessarios diversos estudos que confrontem
barreiras éticas e a baixa disponibilidade de tecido humano para pesquisa (FRANSOLET et al.,
2014). Assim, a espécie bovina é apontada como modelo animal experimental comparativo com
dupla aptiddo: favorecer o avangco genético e conservacdo desta espécie, e as semelhancas na
morfologia e funcdo ovariana permite compreender a dindmica folicular humana (ARAUJO et
al., 2014; BAERWALD, 2009; BUS et al., 2019).

Estudos anteriores reportaram o desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro para

obter maior taxa de maturagdo meidtica a partir de foliculos primordiais (TELFER,. et al., 2008;
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TELFER; MCLAUGHLIN, 2012; XIAO et al., 2015). Porém, para alcancar o desenvolvimento
completo de foliculos que estdo em estado quiescente € necessario um sistema de cultivo em

varias etapas (multistep) (Figura 2).

CULTIVO EM ETAPAS
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ovariano foliculos antrais até a cumulus-
pré-antrais formagdo de antro odcito

Figura 2. Sistema de cultura em multistep a partir do cultivo in vitro do cértex ovariano. Etapa
1: (a) ativacgdo in vitro do fragmento do cortex ovariano por 7 dias, em seguida, microdissec¢ao
dos foliculos pré-antrais. Etapa 2: (b) foliculos pré-antrais cultivados individualmente até a
formacdo do antro (c). Etapa 3: isolamento do complexo granulosa e oécito (d) do foliculo
intacto para crescimento adicional nas membranas (e). Etapa 4: complexos cumulus o6cito sdo
colocados no meio para maturacdo in vitro (IVM) e possivel fertilizacédo (Fonte: elaborado pela
autora).

A primeira etapa envolve o cultivo in vitro de fragmentos do cortex ovariano, com a
ativacdo e o desenvolvimento dos foliculos primordiais (pool quiescente). Ja na segunda etapa,
é necessario realizar a microdisseccao dos foliculos secundarios e fornecer as condicGes ideais
para o desenvolvimento até o estagio antral. A terceira etapa consiste na obtencdo de o6citos
aptos para a maturagdo in vitro (MIV) (TELFER, 2019). Em busca de se obter mais
conhecimento sobre o cultivo in situ de tecido ovariano e de foliculos pré-antrais isolados,
varios estudos foram desenvolvidos com o sistema convencional (bidimensional - 2D)
(NATION; SELWOOD, 2009b; ARAUJO et al., 2015; SADR et al., 2015; CORREIA et al.,
2020; PAIS et al., 2021) e encapsulados em matrizes (tridimensional - 3D) (ZHOU et al., 2015;

LARONDA et al., 2014b; CORREIA et al., 2020; PAIS et al., 2021; CHEN et al., 2022). No
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cultivo 2D, o tecido ovariano e o foliculo isolado ficam diretamente em contato com a superficie
da placa e, por isso, as células do estroma ovariano e foliculares aderem-se a superficie da
mesma causando uma difusdo da morfologia folicular que néo corresponde a fisiolégica (CHOI;
AGARWAL,; HE, 2013). No entanto, quando o material biologico é encapsulado e/ou cultivado
in vitro no sistema 3D, a arquitetura € preservada de forma semelhante a original, mantendo um
ambiente similar a matriz extracelular do ovario (ANTONINO et al., 2019; TELFER, 2019;
TELFER; MCLAUGHLIN, 2012).

Diante dos resultados promissores dos cultivos de sistema 3D e a necessidade de
aprimorar as técnicas, novas metodologias estdo sendo desenvolvidas com o cultivo in situ e
com o foliculo pré-antral isolado. Ha estudos utilizando sistema de gotas suspensas
(ROWGHANI et al., 2004), gotas de matrigel aderidas a superficie da placa (HIGUCHI et al.,
2015), encapsulamento com matrizes de hidrogel (KING et al., 2011; LARONDA et al., 2014a;
LERER-SERFATY et al., 2013; SILVA et al., 2015) e scaffold de alginato (KEDEM et al.,
2011). Alguns exemplos das matrizes s&o: o alginato, o alginato com a fibrina e as
nanoparticulas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina associadas a levitagdo magnética. Os sais
de acido alginico (alginatos) derivam das algas marrons e a dissociacdo dos sais resulta nos
hidrogéis de alginato (GREEN; SHIKANOV, 2016; SHEA; WOODRUFF; SHIKANOQV,
2014). Mesmo preservando a morfologia folicular e sua eficicia ter sido determinada na
foliculogénese de roedores, primatas e humana (GREEN; SHIKANOV, 2016), o alginato
parece atuar como barreira ao crescimento folicular, assim como, a formagdo do antro (SILVA
et al., 2015; XU, Min et al., 2006). XU e colaboradores (2013), constataram que alginato com
fibrina melhora o desenvolvimento de foliculos primarios de macacas quando comparado ao
alginato sozinho. Isso se deve pelo fato da fibrina ser degradada por proteases foliculares
durante o cultivo e o alginato manter a morfologia do foliculo sozinho em concentracGes

menaores.
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Neste contexto, um novo meétodo inovador de sistema de cultivo 3D tem sido
amplamente utilizado em diversas areas de estudo (ANTONINO et al., 2019; DAQUINAG,;
SOUZA; KOLONIN, 2013; HAISLER et al., 2013; HOGAN; SOUZA,; BIRLA, 2016; SOUZA
et al., 2010). Este método magnetiza o material biologico com nanoparticulas de ouro, 6xido
de ferro e poli-L-lisina e com o auxilio de uma placa que contém imds, o material levita no meio
de cultivo, sem contato direto com a placa, mimetizando o ambiente in vivo e permitindo que
desta forma os foliculos e as células da MEC se desenvolvam de forma mais adequada
(HAISLER et al., 2013; SOUZA et al., 2010). Este sistema 3D por levitacdo magnética
possibilita a manutencdo da viabilidade celular, a interacdo célula-célula e a sintese da matriz
extracelular (DAQUINAG; SOUZA; KOLONIN, 2013; HOGAN; SOUZA; BIRLA, 2016; LIN
etal., 2016a; SOUZA et al., 2010). Antonino et al. (2019), concluiram que o sistema de cultivo
3D com nanoparticulas associadas a levitacdo magnética de foliculos ovarianos (Figura 3)
propiciou o desenvolvimento in vitro dos foliculos secundarios bovinos com taxas superiores
de viabilidade folicular, formacdo e manutencdo do antro além de crescimento regular
comparado ao sistema convencional. Zhao et al. (2018), observaram que foliculos isolados de
galinhas domésticas (Gallus domesticus), independentemente do método de isolamento,
apresentaram taxas de sobrevivéncia e viabilidade superiores quando cultivados em matriz
tridimensional de hidrogéis de alginato comparado ao cultivo bidimensional. Diante do exposto,
acredita-se que o uso do sistema 3D por levitagdo magnética com nanoparticulas influenciara
positivamente no desenvolvimento in vitro de foliculos pre-antrais inclusos em fragmentos
ovarianos, assim como, em foliculos secundarios isolados com a preservacdo da estrutura

folicular original e crescimento controlado da mesma.
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Figura 3. Cultura tridimensional de foliculos pré-antrais com nanoparticulas
magnéticas. (A) Os foliculos secundéarios foram incubados individualmente em
microtubos com meio de cultura e montagem de nanoparticulas; (B) os
foliculos foram transferidos para uma placa de 24 poc¢os coberta com (C) um
inserto de tampa e um driver magnético; (D) foliculo secundario levitando ap6s
a magnetizacdo (ANTONINO et al., 2019).

2.3 METODOS DE AVALIA(;AO DE VIABILIDADE DO TECIDO OVARIANO
CULTIVADO

Uma das principais dificuldades dos cultivos foliculares é a manutencéo da qualidade e
da viabilidade dos foliculos em crescimento e consequentemente dos odcitos obtidos. A
manutencdo do tecido ovariano uma vez extraido para cultivo in vitro depende da capacidade
do sistema de cultivo em manter a nutri¢éo e perfusdo de oxigénio. VVarios métodos séo descritos
na tentativa de se avaliar estes parametros de qualidade e viabilidade tecidual, tanto em relacédo
a arquitetura do tecido (morfologia folicular (HE), ultraestrutura do tecido (microscopia

eletronica) e vitalidade celular de foliculo e estroma por técnicas diversas (iodeto de propidio,
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método do YO-PRO e Picrosirius). Além disso, também tem sido avaliada a capacidade
funcional do tecido, seja pela producdo hormonal, secrecdo de substancias (como as especies
reativas de oxigénio (EROs) ou atividade respiratéria do tecido, esta Gltima avaliada por
técnicas distintas.

Com relacdo a avaliacéo estrutural do tecido tem se empregado a morfologia de foliculos
e estroma como forma de identificar processos de apoptose, degeneracdo em geral ou, ao
contrario, capacidade proliferativa do tecido. Pela histologia classica (hematoxilina e eosina,
HE) pode-se classificar os foliculos de acordo com o desenvolvimento folicular (Figura 4)
(primordial, transi¢do, primario e secundario) e também como normais (o6cito com forma
regular e citoplasma homogéneo, e camadas bem arranjadas de células da granulosa) ou
degenerados (células com nucleo picnético, ooplasma encolhido, células da granulosa

desorganizadas e separadas da membrana basal) (PAIS et al., 2021; PRAXEDES et al., 2021).

§ .,.-. . | '\“ '."-34», |
Figura 4. llustracdo histolégica de foliculos ovarianos em diferentes estagios de
desenvolvimento no cortex ovariano. Foliculo primordial (A), foliculo de transicdo (B), foliculo
priméario (C), foliculo secundéario (D) e foliculo antral (E) (GUERREIRO, 2019 com
modificacdes).

Para se avaliar necrose (degeneragdo) tecidual, pode-se utilizar o iodeto de propidio

pois, cora somente 0 DNA e RNA de células necréticas, ndo atravessando a membrana de
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células viaveis ou apoptoticas (YEOMAN; WOLF; LEE, 2005; ROCHA et al., 2018). Porém,
durante a apoptose a membrana plasmatica se torna mais permeavel, permitindo que o corante
YO-PRO-1 penetre na célula que ja estd morta e core os acidos nucleicos (IDZIOREK et al.,
1995).

Além da capacidade de manter os foliculos com a morfologia normal, um bom cultivo
devera também manter a vitalidade estromal, sendo esta uma das maiores dificuldades dos
cultivos. A matriz extracelular (MEC) ovariana ¢ uma rede macromolecular associada a
superficie celular que forma o andaime 3D no qual residem os foliculos e as células do estroma.
Existem evidéncias que sugerem o envolvimento da MEC durante a foliculogénese,
particularmente durante a ativacdo do foliculo primordial. De acordo com a composicao,
organizacdo e densidade espacial da MEC, o ovério é dividido em dois compartimentos
principais, o cértex, contendo principalmente foliculos quiescentes, e a medula, contendo
foliculos em desenvolvimento (GROSBOIS, Johanne et al., 2023). Acredita-se que a regido
cortical que é rica em colageno (49% do matrissoma total) fornece um ambiente mais rigido
gue mantém a quiescéncia dos foliculos. J& a medula, apresenta um ambiente mais flexivel,
permitindo a expanséo e o crescimento folicular ( WOODRUFF; SHEA, 2011).

A expressdo de mRNA e proteina para os colagenos tipos I, Il e IV foi demonstrada em
bidpsias de ovéarios de mulheres férteis (LIND et al., 2006). O colageno tipo | (constitui cerca
de 90% dos tipos de colageno) forma fibras largas com o agrupamento das fibrilas e esta
presente em quase todos os tecidos conjuntivos. O colageno tipo Ill, é caracterizado por fibras
finas e tende a associar-se com o colageno tipo I, formando fibrilas heterotipicas. O do tipo IV,
constitui redes (ndo forma fibrilas) que estdo presentes nas membranas basais, que separam 0s
epitélios do estroma conjuntivo associado.

Um dos métodos que permite uma analise qualitativa das fibras colagenas do tecido

conjuntivo do estroma é o Picrosirius que avalia a coloracéo e a diferenciacdo dos diferentes
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tipos de colageno. Essa técnica também tem sido utilizada para o diagnostico diferencial de
neoplasias fibrocisticas (CARDONA; VARGAS; PERDOMO, 2013).

A producéo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) in vivo € um processo fisioldgico
importante, sendo a sintese desencadeada durante a reducdo de oxigénio no interior da
mitocondria (LI et al., 2017). A EROs sdo importantes mensageiras secundarias em varias
cascatas de sinalizacdo intracelular (LU et al., 2018). Quando ha a formacao em excesso, pode
ocorrer o desencadeamento do estresse oxidativo ocasionando estdo a peroxidacdo de
membranas lipidicas, dano oxidativo aos acidos nucléicos e carboidratos e ainda a oxidacéo de
grupos sulfidrilas nas proteinas (COSTA et al., 2022). Como consequéncia, hd& o mau
funcionamento do DNA, perda da integridade da membrana e disfuncdo mitocondrial (WU et
al., 2011). Durante o cultivo in vitro dos foliculos ou tecido ovariano, ele esta associado a altas
taxas de morte folicular (SAEED-ZIDANE et al., 2017). O 2°,7” diacetado diclorofluoresceina
(H2DCF-DA) é utilizado na deteccdo EROs. As enzimas esterases intracelulares hidrolisam o
DCFH-DA a DCFH, e este ¢ oxidado por EROs resultando em 2°,7’ diclorofluoresceina (DCF)
(FABBRI, Raffaella et al., 2014). Este método detecta a quantidade de perdxidos no tecido
sendo a fluorescéncia proporcional a oxidacdo, ou seja, quanto maior for a oxidacdo, maior sera
a fluorescéncia (GLEBSKA; KOPPENOL, 2003).

A verificacdo da ativacdo folicular, bem como a progressdo dos estagios foliculares,
também tem relevancia na verificagdo da eficiéncia dos cultivos, sendo este 0 objetivo primario
do processo. Sendo a classificagdo do estagio folicular, bem como a identificacdo de foliculos
ja degenerados (taxa de foliculos vivos ou degenerados) também um parametro relevante
utilizado por diversos autores em estudos sobre o tema (FORTUNE, 2003; GOUGEON, 2010).

Uma vez em cultivo o tecido ovariano sofre ativacdo macica dos foliculos do pool de
primordiais por falta de atividade inibitoria estromal proporia do ovario integro. Neste processo

de desenvolvimento folicular a atividade respiratoria da célula também aumenta, o que pode
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ser verificado ao se medir 0 consumo de oxigénio pelo tecido (Respirometria de alta resolucéo
- Oroboros), a distribuicdo de mitocondrias pelo citoplasma celular, bem como area total de
mitocondrias (microscopia eletrénica de transmissao) e atividade mitocondrial propriamente
dita (Mitotracker).

Dentre os métodos de avaliacdo da atividade mitocondrial, o mais utilizado é o
Mitotracker. O MitoTracker é uma sonda fluorescente especifica para mitocondrias e permeante
celular, é utilizada para detectar e localizar mitocondrias com respiracao ativa (com potencial
de membrana mitocondrial ativo), dependendo de sua atividade oxidativa (LEONI et al., 2015;
MASCIANGELO et al., 2021). A sonda é permeavel a célula e contém uma porcdo de
clorometil reativa ao tiol. Apds o MitoTracker se acumular na mitocondria, ele pode reagir com
grupos tiol acessiveis em peptideos e proteinas para formar um conjugado fixavel com o aldeido
(FABBRI et al., 2016).

Recentemente, a utilizacdo do OROBOROS Oxygraph-2, uma técnica que avalia o
consumo tecidual de oxigénio, e vem sendo descrita como Respirometria de Alta Resolugéo.
Se mede o consumo de oxigénio, permitindo a inferéncia da respiracdo basal total do tecido
(routine), o consumo maximo de oxigénio sob estimulo (ETS), além de permitir diferenciar o
consumo de oxigénio ndo relacionado & fosforilagdo do ATP (Leak) (PESTA; GNAIGER,
2012; RODRIGUES et al., 2021). Estes parametros indiretamente medem a manutencgdo ou
perda da capacidade funcional do tecido ou célula analisada.

Logo, percebe-se que a caracterizacdo da eficiéncia do cultivo na manutencédo do tecido
ovariano € muito mais ampla do que simplesmente verificar o comprometimento da morfologia
folicular ou da presenca de apoptose. Ao se comparar diferentes sistemas de cultivo com intuito
de se eleger o melhor, deve-se levar em consideracdo estes maltiplos parametros, além
obviamente, da capacidade de obten¢do de odcito maduro, que ai sim, é o objetivo final do

cultivo.
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3 JUSTIFICATIVA

A necessidade da realizacdo de tratamentos gonadotdxicos por algumas mulheres para
o tratamento do cancer vem incentivando o desenvolvimento de técnicas de criopreservagédo de
tecido germinativo e gametas para fins de preservacédo de fertilidade (CAMPOS; ROSA-E-
SILVA, 2011; TELFER, 2019). Dentre as opcdes oferecidas, a criopreservacdo do tecido
ovariano com foliculos pré-antrais inclusos é a que proporciona a preservagdo de maior nimero
de gametas, entretanto, uma vez que a maior populacdo de foliculos no tecido ovariano é
constituida pelos primordiais inativos (EPPIG, 1996; PENG et al., 2010), ainda ndo estdo bem
estabelecidas as biotécnicas para o cultivo in vitro visando a obtencdo de o6citos maduros ao
final do processo (BUS et al., 2019).

Assim, MOIFOPA tem como objetivo otimizar o desenvolvimento dos foliculos pré-
antrais, resultando em um aumento do potencial reprodutivo advindo dos fragmentos
criopreservados (FIGUEIREDO; ROBERTO; SILVA, 1999). Diante desta necessidade de
aperfeicoamento das biotécnicas de cultivo in vitro de tecido ovariano, varios estudos tém sido
desenvolvidos para aumentar a taxa de odcitos maduros recuperados provenientes de foliculos
primordiais ativados in vitro. Os cultivos 3D tém apresentado os melhores resultados
(ANTONINO et al., 2019; ARAUJO, et al., 2014; ARAUJO et al., 2014; HIGUCHI et al.,
2015; JACKSON et al., 2009; KEDEM et al., 2011; KING et al., 2011; LARONDA et al.,
2014a; LERER-SERFATY et al., 2013; PAES et al., 2016; PENG et al., 2010), porém, ndo ha
uma metodologia consolidada.

Ja foi constatado que o alginato preserva a morfologia folicular de roedores, primatas e
humana (GREEN; SHIKANOV, 2016), porém pode atuar como barreira ao crescimento
folicular e & formacdo de antro (SILVA et al., 2015; XU et al., 2006). Quando adicionada a

fibrina ao alginato é possivel observar melhora no desenvolvimento de foliculos primarios de
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macacas, pois, a fibrina pode ser degradada por proteases foliculares durante o cultivo
diminuindo a rigidez do alginato sozinho (XU et al., 2013).

Ja o sistema 3D que utiliza levitagdo magnética com o auxilio de nanoparticulas
compostas de ouro, Oxido de ferro e poli-L-lisina vem sendo testado em diferentes tipos
celulares, com boa interacdo célula-célula, sintese da matriz extracelular e manutencdo da
viabilidade celular (ANTONINO et al., 2019; DAQUINAG; SOUZA; KOLONIN, 2013;
HOGAN; SOUZA; BIRLA, 2016; LIN et al., 2016; SOUZA et al., 2010), porém ainda néo foi
testado para o cultivo do tecido ovariano. Em um estudo com cultivo in vitro de foliculos
secundarios bovinos isolados com nanoparticulas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina
associadas a levitacdo magnética, concluiu que o sistema 3D por levitacdo magnética manteve
a viabilidade e desenvolvimento regular dos foliculos em comparacdo sistema 2D
(ANTONINO, 2017). Estes resultados foram o suporte para a ideia de cultivar os fragmentos
ovarianos e foliculos pré-antrais isolados neste sistema e desenvolver uma nova proposta de
cultivo tridimensional in situ e de foliculos pré-antrais isolados, pois, ainda ndo esta claro qual
é a melhor metodologia. Desta forma, desenvolver um novo método de cultivo tridimensional
de foliculos ovariano in situ e compara-lo aos sistemas ja conhecidos, a fim de dar suporte ao

uso do tecido ovariano congelado em situacdes de preservacao de fertilidade feminina.
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3 HIPOTESES CIENTIFICAS

a) O cultivo in vitro em sistema 3D por levitagdo magnética associada a nanoparticulas
proporcionara melhor desenvolvimento e viabilidade dos foliculos inclusos no tecido ovariano
bovino se comparado aos cultivos com matrizes de alginato ou fibrina-alginato. Além disso,
terdo desenvolvimento de forma continua favorecendo a viabilidade, formag&o de antro.

b) As taxas de atividade mitocondrial e das espécies reativas de oxigénio nos fragmentos e nos
ovacitos cultivados in vitro no sistema 3D por levitacdo magnética serdo mais equilibradas que

0s demais tratamentos.
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40BJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade do sistema de cultivo por levitacdo magnética associada a
nanoparticulas em comparagéo aos cultivos tridimensionais com matriz de fibrina-alginato ou
matriz de alginato, na manutencéo estrutural e funcional do tecido ovariano bovino, durante a

etapa in situ do cultivo multistep.

4.2 Objetivos especificos

a)Quantificar e classificar os foliculos pré-antrais (primordial, transicdo, primario e secundario)
inclusos em tecidos ovarianos ap6s 1 ou 7 dias de cultivo in vitro;

b) Avaliar a viabilidade tecidual dos fragmentos cultivados nos diferentes tratamentos;

c) Avaliar a atividade mitocondrial, a proliferacdo celular e a degeneracdo no tecido ovariano
fresco e cultivado in vitro nos diferentes tratamentos;

d) Avaliar se o tempo de cultivo in vitro influenciard na viabilidade tecidual nos diferentes

tratamentos.
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5 METODOLOGIA
EXPERIMENTO 1: TESTE DE DIFERENTES MATRIZES NO CULTIVO TRIDIMENSIONAL

IN VITRO DE FRAGMENTOS OVARIANOS

Ovérios Bovinos
N =20 (10 pares)

128 Fragmentos [ )

Fixacéo DO
3x3x0,5mm 8 Fragmentos

evitacdo Magnética

D Alginato 1%

a-Alginato 1%
2
Fixacdo D1
G >| 20 Fragmentos
AA / l Fixacdo D7
7dias ot >| 20 Fragmentos
(
Microscopia Confocal
Viabilidade: iodeto de prop
Oxidacdo: DCF
Atividade Mitocondri
\_
(

Histologia Classica
Densidade Folicular: N de foliculos por
Classificacdo dos estagios de desenv:
Classificagdo Morfologica (folicul

A4

Caracteristicas Ultraestruturais
Mitocdndrias e morfometria: Microscopia eletrénica
Fibrose: Picrosirius Red — Microscopia de Polariz




EXPERIMENTO 2: TESTE RESPIROMETRIA DE ALTA RESOLUCAO (OROBOROS)

varios Bovinos
=40 (20 pares)

288 Fragmentos
3x3x0,5mm

40
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REAGENTES E MEIOS DE CULTIVO
Os reagentes e sondas utilizados neste estudo foram provenientes da Sigma (Sto Louis

MO, USA) a ndo ser que indicado de outra forma.

O meio de transporte e o de lavagem utilizado foi o meio alfa Minimum Essential
Medium Eagle modificado (alfa MEM) com 25 mM de HEPES, suplementado com 100 pg/mL
de amicacina e 100 pg/mL de estreptomicina. A temperatura de transporte foi de 4°C. O meio
de cultivo in vitro dos fragmentos foi composto de alfa MEM suplementado com 1% de BSA,
ITS (10 pg/mL insulina, 5,5 pg/mL transferrina, 4,0 ng/mL selénio, LifeTechnologies), 3 mM

de glutamina, 2 mM de hipoxantina, 100 pg/mL de gentamicina e 100 pug/mL de estreptomicina.

COLETA DO MATERIAL E TRANSPORTE

Foram utilizados ovarios de fémeas bovinas sem raca definida. Os ovarios foram
coletados em abatedouros, transportados em garrafa térmica com meio de transporte e
processados no periodo maximo em 4 horas. Foi utilizada a temperatura de aproximadamente

4°C (CORREIA et al., 2017).

OBTENCAO DOS FRAGMENTOS

Os ovaérios e fragmentos do cortex ovariano foram lavados e imersos em meio de
lavagem (38°C). A fragmentagdo dos ovarios foi realizada com o auxilio do Thomas Stadie-
Riggs Tissue Slicer (Thomas Scientific), a espessura aproximada de 3 x 3x 0,5 mm3.

Os fragmentos foram distribuidos entre os grupos: CF (8 fragmentos), concentracéo de
400 pL/mL (3D 400 pL/mL) de nanoparticulas (40 fragmentos), matriz de alginato 1% (AG)

(40 fragmentos) e matriz de fibrina-alginato 1% (FA) (40 fragmentos).
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MATRIZ DE LEVITACAO MAGNETICA

Em nosso estudo prévio para determinagdo das melhores concentragcfes (200, 300 e 400
pL/mL) de nanoparticulas para o cultivo in vitro de tecido ovariano, foi possivel testar pela
primeira vez a eficiéncia do sistema de cultivo em Levitacdo Magnética (LM) para promogéo
da ativacédo de foliculos inclusos em tecido ovariano, mantendo sua qualidade e capacidade de
desenvolvimento. Foi constatado que o cultivo tridimensional por LM com nanoparticulas foi
eficiente em manter a viabilidade do tecido cultivado por um periodo de 7 dias, em ambas as
concentrages testadas (300 ou 400 pL/mL), demonstrando alta recuperacéo de foliculos ativos
viaveis ao final de 7 dias. Na padronizacdo dos protocolos de cultivo, na etapa um do estudo
prévio, ao se comparar com o cultivo 2D convencional, ambas as concentracdes foram
superiores na obtencao de foliculos com a morfologia normal, sendo a maior concentracao de
particulas mais eficiente (68,78% versus 90,78% de foliculos com a morfologia normal) e, por
isso, escolhida como a concentracdo ideal para os demais cultivos. Além disso, também
apresentou maiores taxas de ativacdo folicular e menores taxas de degeneracdo celular,
apoptose e producdo de EROs.

Para aderéncia entre o fragmento ovariano e as nanoparticulas, os fragmentos foram
transferidos de forma individual para poco de placas de 24 pocos que continham gotas com 200
puL meio de cultivo sem nanoparticulas.

Acrescentou-se ao meio de cultivo nanoparticulas compostas por ouro, 6xido de ferro e
poli-L-lisina (NanoShuttle™-PL, Greiner Bio-One) na concentragdo de 400 pL/mL.
Adicionou-se 100 uL/mL de meio de cultivo com nanoparticulas sobre os fragmentos que ja
estavam submersos nas gotas de 200 pL de meio de cultivo sem nanoparticulas, totalizando 300
pL. Durante quatro horas, foram incubados em estufa com 5% de CO; a 38,5°C com o drive
magnético posicionado abaixo da placa para concentrar as nanoparticulas préximas aos

fragmentos ovarianos. Ao término desse periodo, os fragmentos foram transferidos
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individualmente para outra placa de 24 pocos com 500 pL de meio de cultivo e um drive
magnético foi adicionado substituindo a tampa da placa. Apds uma hora, foi possivel visualizar

os fragmentos em levitacdo (Figura 5).

Figura 5. Fragmentos com nanoparticulas compostas por ouro, 6xido de ferro e
poli-L-lisina nas concentragdes de 300 pL/mL e 400 pL/mL levitando com
auxilio do drive magnético. A: fragmentos magnetizados com 300 uL/mL. B:
fragmentos magnetizados com 400 pL/mL.
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MATRIZ DE ALGINATO 1%

O estabelecimento do volume adequado de alginato para encapsular o tecido ovariano,
foi realizado em experimento piloto para testar o encapsulamento com 50, 100 e 200 pL de
alginato com o auxilio de uma pipeta Pasteur de 3 mL descartavel, com a ponta cortada. A
maior abertura da ponta da pipeta possibilitou a transferéncia do fragmento com o alginato para
a solugéo de encapsulamento. Observou-se que o maior volume de alginato proporcionou o
encapsulamento mais homogéneo do tecido.

O alginato foi preparado como descrito por Xu et al. (2013) na concentracdo de 1%.
Cada fragmento foi lavado com 100 uL de alginato para remo¢do do meio de cultivo. Os
fragmentos foram transferidos de forma individual para gotas de 200 pL de alginato fresco. Em
seguida, foram adicionados em uma solucdo de encapsulamento (50 mM CaCl, e 140 mM
NaCl). Os fragmentos encapsulados foram transferidos para as placas de cultivo e mantidos em

estufa com 5% de CO; a 38,5°C, durante 7 dias.

MATRIZ DE FIBRINA-ALGINATO

A matriz de fibrina-alginato foi preparada como descrito em (SHIKANOQV et al.,
2009a). Foi utilizada a fibrina do kit Tisseel (Baxter) de acordo com as instrucdes do fabricante.
A matriz de fibrina-alginato foi preparada misturando 100 mg/mL da solucéo de fibrinogénio
com solugdo de alginato a 1% (1:1). Em seguida, os fragmentos foram encapsulados e
transferidos para as placas de cultivo de forma semelhante ao encapsulamento da matriz de

alginato.
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AVALIACOES DOS FRAGMENTOS OVARIANOS

ANALISE HISTOLOGICA

Os fragmentos destinados a histologia foram fixados em paraformaldeido a 4%,
armazenados em alcool 70% e encaminhados para histologia classica. Apos a inclusdo em
parafina os fragmentos foram seccionados serialmente na espessura de 7 um (ALVES et al.,
2015). Em seguida, procedeu-se a coloracdo com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram
analisadas utilizando no microscopio optico (Centauro) em aumento de 400x. Para a captura de
imagens foi utilizado o sistema VS120 da Olympus em um microscépio BX.

As varidveis analisadas foram: a viabilidade folicular; namero de foliculos por
fragmento; classificacdo morfologica (foliculos normais ou degenerados), e classificacdo
guanto ao estagio de desenvolvimento. Os foliculos foram classificados como normal quando
0 odcito e nucléolo estiverem preservados e circundados por uma ou mais camadas de células
da granulosa organizadas. Ja os foliculos degenerados apresentaram o citoplasma retraido ou
desorganizado com células da granulosa separadas da membrana basal e o o6cito com ndcleo
picnotico. Os estagios de desenvolvimento dos foliculos pré-antrais quantificados e avaliados
foram: primordial (o6cito imaturo localizado no centro do foliculo e rodeado por uma camada
de células da pré-granulosa de formato pavimentoso); transicdo (o0cito em crescimento e
multiplicacdo das células da granulosa com mudanca morfolégica de pavimentoso para
cubdide); primario (odcito imaturo e central rodeado por uma camada de células da granulosa
de formato cuboide) e secundario (o6cito imaturo rodeado por duas ou mais camadas de células
da granulosa de formato cuboide e presenca de células da teca quando em estdgio mais

avancado). Todas as avaliagdes e medicGes foram realizadas por um Unico operador.
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PICROSIRIUS RED

A andlise do picrosirius € um método sensivel que permite a determinacdo de redes
fibrilares de colageno em cortes teciduais por meio de microscopia de luz polarizada (Junqueira
et al.,, 1978). As cores vermelha e verde representam os colagenos tipo | e tipo llI,
respectivamente. Para a coloracdo PSR, as ldaminas de tecido ovariano foram desparafinizadas
em xilol e depois reidratadas em banhos seriados de etanol. Elas foram imersas em uma solucéo
de coloracéo de picrosirius red (0,1%) diluido em &cido picrico (1,2%) por vinte minutos. Em
seguida, as laminas foram coradas com Hematoxylin Harris, desidratadas e finalmente, foram
montadas. As laminas de todas as réplicas foram processadas a0 mesmo tempo para minimizar
a variacdo na intensidade da coloragéo. Os cortes ovarianos (CF: 4 cortes e LM, FA e ALG: 4
cortesem D1 e 4 cortes em D7 cada) foram analisados em microscopia de luz polarizada Nikon,
Tbquio, Japdo. Para avaliar a porcentagem de fibras de colageno tipo I e 111 no tecido ovariano,
foram fotodocumentados 40 campos diferentes (area 10377613653333 pum?) no grupo CF e 80
campos (40 em D1 e 40 em D7) do mesmo tamanho nos grupos LM, FA e ALG. As imagens
foram analisadas com aumento de 400x. Com o auxilio do software Fiji, utilizou-se a medida
do limiar RGB (Red, Green, Blue) para obter a porcentagem das cores vermelha e verde em

cada imagem.

MICROSCOPIA CONFOCAL

Experimento 1

No experimento 1, foram utilizados os corantes DCF, iodeto de propidio e o
MitoTracker Orange CMTMRos (A= 551/576 nm). O corante H2DCFDA (DCF, A= 485-530
nm) emite fluorescéncia que indica a intensidade de emissdo de espécies reativas de oxigénio e

deteccdo de processo oxidativo em células fagociticas. O corante iodeto de propidio (A= 536-
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620 nm) emite a fluorescéncia adquirida por células degeneradas. O MitoTracker € um corante
fluorescente que marca as mitocondrias dentro das células vivas utilizando o potencial da
membrana mitocondrial. As imagens foram realizadas por meio do Microscopio de
Fluorescéncia Leica DMI 6000B. O comprimento de onda para cada corante foi previamente
programado e as seccOes realizadas em intervalos de 8 micrémetros com média de 8 a 12
seccOes em Z-Stack. Apds a média dos pixels das imagens obtidas pelo Microscopio Confocal
ZEISS - LSM510 Meta, cada fragmento foi analisado em cinco pontos diferentes e em cada
ponto foram avaliadas as trés sondas. Dessa forma, os nimeros em pixels foram obtidos. Além
disso, o background da lamina também foi avaliado. Os dados numéricos da intensidade de

fluorescéncia foram utilizados nas analises estatisticas.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Experimento 1

Os fragmentos ovarianos foram fixados em 2% de glutaraldeido mais 2% de
formaldeido (EM Sciences) em PBS 0,1 M por 2 horas a 4°C. Os espécimes foram pos-fixados
em 1% OsO4 (EM Sciences) em PBS 0,1 M. A seguir, os fragmentos foram desidratados em
série crescente de etanol, infiltrados com EMBED-812 (EM Sciences) sob vacuo.
Posteriormente, os materiaiais foram incluidos em capsula BEEM com resina pura na
temperatura de 60°C por 72 horas. Os blocos foram cortados em ultamicrotomo Leica utilizando
navalhas de diamante (Diatome). Primeiramente, foram obtidos cortes semifinos (0,5 um) que
foram corados com azul de toluidina e avaliados e por microscopia optica. Dos blocos de
interesse, foram obtidos cortes finos (60 nm) que foram colocados em grades de cobre,
contrastados com 1% acetato de uranila e 2% de citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963) e

observados em microscopio de transmissdo JEOL 100CX (JEOL Ltd., Tokyo, Japan). As
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mitocondrias foram medidas com o auxilio do software Fiji. Com a ferramenta Freehand
selections, as mitocondrias sofram circundadas para obter os dados numéricos da area total da
mitocondria. Além disso, com os dados das mitocondrias pode-se estabelecer a quantidade de
mitocondria por area. Todas as imagens foram feitas no mesmo padréo e todas as analises foram

realizadas pela mesma pessoa.

RESPIROMETRIA DE ALTA RESOLUCAO (OROBOROS)

Experimento 2

A quantificacdo do consumo de oxigénio foi realizada utilizando respirometria de alta
resolucdo (Oroboros Instruments-oxygraph-2k). O tecido de ovarios incubados em meio de
cultivo foi previamente fatiado (1 cm?) e posteriormente adicionados 3 fatias em cada cuba de
2 mL. A andlise do consumo de oxigénio pelos ovérios foi realizada no meio de cultivo dos
tecidos, na temperatura de 25° C com agitacdo constante de 800 rpm. Apds a adicdo do tecido
e estabilizacdo do fluxo de oxigénio, foi adicionado sequencialmente o inibidor oligomicina da
ATP sintase (12,5 pg/mL), o desacoplador CCCP (carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; 3,5
HUM) e o inibidor da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial NaCN (cianeto de sodio;
1mM). O estado de consumo de oxigénio routine foi estabelecido na presenca do tecido e do
meio de respiracdo, o estado de consumo de oxigénio leak foi estabelecido na presenca de
oligomicina e o estado de consumo de oxigénio ETS (eléctron transport chain) foi estabelecido
na presenca de CCCP. Todos os valores considerados foram realizados com a subtragdo do

consumo de oxigénio residual ndo mitocondrial (na presenca de cianeto de sodio).
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ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software SAS. Para as andlises de
microscopia confocal, Picrosirius Red e microscopia eletronica de transmissao foram realizadas
as analises de variancias onde foram comparados os tempos em cada grupo e o tempo entre 0s
grupos. E as anélises da histologia foram realizados teste exato de Fisher e qui-quadrado. Os
dados foram apresentados na forma de média (+ erro padrdo da média ou + desvio padrédo) e

porcentagem e os resultados considerados significativos quando P < 0,05.
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5 RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

AVALIACAO HISTOLOGICA

Um total de 1.703 foliculos pré-antrais foram avaliados antes e apds o cultivo in vitro.
Em geral, ndo houve diferenca estatistica (P > 0,05) na quantidade de foliculos ndo ativados
(primordiais) normais avaliados em D1 e D7 tanto dentro do préprio grupo, como também,
entre os grupos (CF, LM, FA e ALG) (Tabela 1 e Figura 6). Ao avaliar os foliculos ativados
com a morfologia normal, observou-se que apenas o grupo LM foi semelhante (P > 0,05) ao
CF em D1. O grupo LM apresentou maior (P < 0,05) quantidade de foliculos ativados com a
morfologia normal em D1 e em D7 quando comparado aos grupos FA e ALG (Tabela 1).
Porém, todos os grupos (LM, FA e ALG) apresentaram diminuicdo (P < 0,05) da ativacdo em
D7. Com relacéo aos foliculos degenerados (anormais), todos 0s grupos apresentaram aumento
(P < 0,05) de foliculos degenerados em D1 e D7 em comparacao ao CF. Somente o grupo LM
apresentou uma porcentagem semelhante (P > 0,05) ao CF em D1 (Tabela 1). Todos os grupos
apresentaram aumento (P < 0,05) de degeneracdo folicular de D1 para D7. O grupo LM
apresentou as menores (P < 0,05) taxas de degeneracdo folicular quando comparado com 0s
grupos FA e ALG, tanto em D1 quanto em D7. O ALG apresentou as menores (P < 0,05) taxas

de ativacéo e as maiores (P < 0,05) taxas de degeneracao.
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Tabela 1. Porcentagens de foliculos primordiais, ativados com a morfologia normal e
degenerados em tecidos ovarianos cultivados em sistemas tridimensionais.

Primordiais (%0) Ativados (%) Degenerados (%)
DO D1 D7 DO D1 D7 DO D1 D7
CF 9,2 72,4 18,4
LM 9,0Me 2,672 70,64 48,182 20,472 49,282
FA 9,0M 4,878 50,6  29,6™BP 40,4  65,6"BP
ALG 4,07 2,6%2 37,5"¢ 7,7 58,5"A¢  89,7"B¢

Legenda: CF: controle fresco. LM: matriz de levitagdo magnética. FA: matriz de fibrina-
alginato. ALG: matriz de alginato. * Difere do controle fresco (P < 0,05). Letras maiusculas:
comparacao dos grupos (CF, LM, FA ou ALG) entre os dias D1 e D7. Letras minusculas:
comparacgado entre os grupos de cultivo 3D (CF, LM, FA e ALG) no mesmo dia (D1 ou D7).
Letras diferentes se referem ao P < 0,05.

Ao avaliar os foliculos de transicdo em D1 entre os grupos, observou-se uma menor (P
< 0,05) taxa de foliculos normais no grupo ALG quando comparado ao CF e ao LM (Figura 5).
Ja o grupo FA, apresentou diminuicdo (P < 0,05) de foliculos normais quando comparado ao
grupo LM. Em D7, todos os grupos apresentaram menores (P < 0,05) taxas foliculos normais
de transicdo com relacdo ao CF. O LM apresentou uma quantidade maior (P < 0,05) de foliculos
normais de transi¢do quando comparado ao ALG e foi semelhante (P > 0,05) ao FA. Em geral,
ao analisar os foliculos de transicdo entre D1 e D7 dentro dos grupos, observou-se que o LM e
0 ALG tiveram uma diminuicédo (P < 0,05) de foliculos normais em D7.

Ao avaliar os foliculos primarios normais em D1, apenas o grupo LM apresentou
semelhanca (P > 0,05) ao CF, os demais grupos tiveram uma diminuicéo (P < 0,05) no numero
de foliculos primarios viaveis quando comparados ao CF e ao LM (Figura 5). Em D7, todos 0s
grupos apresentaram quantidades menores (P < 0,05) de foliculos primarios normais com
relacdo ao CF. O LM teve uma quantidade maior (P < 0,05) de foliculos priméarios normais
guando comparado ao FA e ALG. Ao analisar os foliculos primarios entre os dias D1 e D7 nos

grupos, constatou-se que todos os grupos tiveram uma diminui¢do (P < 0,05) de foliculos

primarios normais em D7.
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Ao comparar as porcentagens de foliculos secundarios normais dos grupos em D1, o
LM apresentou semelhanca (P > 0,05) ao CF (Figura 5). Os grupos FA e ALG apresentaram
quantidades menores (P < 0,05) de foliculos secundarios normais quando comparados ao CF.
O ALG também teve menor quantidade de foliculos secundarios normais quando comparado
ao FA. Em D7, apenas o grupo FA apresentou diminuicdo da quantidade de foliculos
secundarios normais em comparacdo ao CF e ao LM. Ao avaliar a quantidade de foliculos

secundarios normais entre D1 e D7 nos grupos, observou-se uma diminuicao (P < 0,05) em D7

no grupo FA.
Do DI B D7
FOLICULOS PRIMORDIAIS FOLICULOS DE TRANSICAO
100.0 e Al & Aa 100.0 Aa
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Figura 6. Porcentagem de foliculos pré-antrais bovinos morfologicamente normais em tecidos
ovarianos fresco (ndo cultivado) ou cultivados em sistemas tridimensionais durante 1 ou 7 dias.
Legenda: CF: controle fresco. LM: matriz de levitagdo magnética. FA: matriz de fibrina-
alginato. ALG: matriz de alginato. * Difere do controle fresco (P < 0,05). Letras mailsculas:
comparacdo dos grupos (CF, LM, FA ou ALG) entre os dias D1 e D7. Letras minusculas:
comparacédo entre os grupos de cultivo 3D (CF, LM, FA e ALG) no mesmo dia (D1 ou D7).
Letras diferentes se referem ao P<0,05.
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PICROSIRIUS RED

Em D1, apenas o grupo LM apresentou semelhancas (P > 0,05) nas porcentagens de
colagenos tipo | (Figura 7, Tabela 2) e tipo Il (Tabela 3) com relacdo ao CF. O grupo FA
apresentou aumento (P < 0,05) dos colagenos tipo | e tipo 111 com relacéo ao CF. O grupo ALG
teve um aumento (P < 0,05) do colageno tipo | e diminuicdo do colageno tipo Il com relacéo
ao CF. Ao comparar as taxas dos colagenos entre os grupos em D1, observou-se que a FA
apresentou as maiores (P < 0,05) porcentagens dos dois tipos de coldgenos com relacdo aos
demais grupos.

Em D7, os grupos LM e FA apresentaram menores (P < 0,05) porcentagens de colagenos
dos tipos | e Ill e o ALG apresentou maiores (P < 0,05) porcentagens dos colagenos em
comparacgdo ao CF. Os grupos LM e FA tiveram menores porcentagens (P < 0,05) de colagenos
tipo I e 11l quando comparados ao CF. Ao comparar as taxas dos coldgenos entre 0s grupos em
D7, observou-se que a ALG apresentou as maiores (P < 0,05) porcentagens dos dois tipos de

colagenos (P < 0,05) com relacdo aos demais grupos.



Figura 7. Figuras da coloracdo de Picrosirius Red obtidas a partir de microscopia de luz
polarizada de tecidos ovarianos fresco, controle fresco (A,D,G) ou cultivados em sistemas
tridimensionais durante 1 (B,E,H) ou 7 dias (C,F,l). Cultivos tridimensionais das matrizes LM
(B,C), FA (E,F) e ALG (H,1). Legenda: CF: controle fresco. LM: matriz de levitacdo magnética.
FA: matriz de fibrina-alginato. ALG: matriz de alginato. DO: fragmentos néo cultivados. D1:
24 horas de cultivo. D7: sete dias de cultivo. As figuras permitem fazer a analise qualitativa das
fibras colagenas do tecido conjuntivo ap6s serem observadas sob luz polarizada, pela diferenca
na interferéncia de cores, na intensidade e na birrefringéncia dos tecidos corados. Essa
coloracdo permite a diferenciacdo principalmente das fibras de colagenos tipo 1 e tipo 11
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Tabela 2. Média + desvio padréo de coldgeno tipo | em tecidos ovarianos fresco (n&o cultivado)
ou cultivados em sistemas tridimensionais durante 1 ou 7 dias.

DO D1 D7

CF 9,89 + 12,57
LM 11,91 + 14,8272 7,24 7,952
FA 26,18 + 17,96 4,72 + 10,8072
ALG 20,73 + 13,33"°¢ 28,1 + 14,308

Legenda: Letras mailsculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre colunas (dias: D1 e D7);
Letras minusculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre linhas (grupos: LM, FA e ALG).
*Difere do CF (P < 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitagdo magnética. FA: matriz
de fibrina-alginato. ALG: matriz de alginato.

Tabela 3. Média + desvio padrdo de colageno tipo Il em tecidos ovarianos fresco (ndo
cultivado) ou cultivados em sistemas tridimensionais durante 1 ou 7 dias.

DO D1 D7
CF 5,25+9,79
LM 9,91 + 15,274 3,07 +£3,92°F2
FA 14,18 +11,89™° 2,68 + 4,16 52
ALG 2,68 + 9,347A% 17,97 + 10,52"BP

Legenda: Letras mailsculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre colunas (dias: D1 e D7);
Letras minusculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre linhas (grupos: LM, FA e ALG).
*Difere do CF (P < 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitacdo magnética. FA: matriz
de fibrina-alginato. ALG: matriz de alginato.
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CONFOCAL: EROS, DEGENERACAO E ATIVIDADE MITOCONDRIAL

IODETO DE PROPIDIO

Em geral, os grupos LM e FA apresentaram as maiores (P < 0,05) taxas de viabilidade
tecidual (Figura 8, Tabela 4). Ao comparar as taxas de degeneracdo dos grupos LM, FA e o
ALG em relacdo ao CF, observou-se menores (P < 0,05) taxas de degeneracao tanto em D1
guanto em D7 em todos os grupos de cultivos, com excecdo do LM que apresentou semelhanca
(P >0,05) ao CF em D7. Em D1, o ALG apresentou a menor (P < 0,05) taxa de degeneracao e
em D7 a maior (P < 0,05) taxa quando comparado aos demais grupos. Os grupos LM e ALG
apresentaram um aumento (P < 0,05) das taxas de degeneracdo do D1 para o D7; enquanto o

grupo FA apresentou uma diminuicdo (P < 0,05) desta taxa de D1 para D7.

Figura 8. Figuras da emissdo de fluorescéncia do iodeto de propidio obtidas a
partir de microscopia confocal de tecidos ovarianos. A. Alta taxa de emissédo de
fluorescéncia do iodeto de propidio no tecido ovariano bovino. B. Baixa taxa de
emissdo de fluorescéncia do iodeto de propidio no tecido ovariano bovino.
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Tabela 4. Média + desvio padrdo de fluorescéncia do iodeto de propidio em tecidos ovarianos
fresco ou cultivados em sistemas tridimensionais durante 1 ou 7 dias.

DO D1 D7

CF 189,97 + 42,40
LM 113,35 + 56,882 156,60 + 49,14 B2
FA 152,69 + 32,38™A° 77,36 + 54,5582
ALG 25,16 + 7,232 137,48 + 54,63"BP

Legenda: Letras mailsculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre colunas (dias: D1 e D7);
Letras minusculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre linhas (grupos: LM, FA e ALG).
*Difere do CF (P < 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitacdo magnética. FA: matriz
de fibrina-alginato. ALG: matriz de alginato.
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DCF

Em D1 e D7, todos os grupos tiveram taxas de EROS semelhantes (P > 0,05) ao CF
(Figura 9, Tabela 5). Apos avaliar as médias de EROS em cada grupo separadamente com
relacdo aos dias D1 e D7, observou-se que apenas 0 ALG teve diminuicdo (P < 0,05) nas taxas
de EROS em D7. Ao comparar 0s grupos, observou-se que o ALG teve menores (P < 0,05)
taxas de EROS em D1 e D7 quando comparado ao LM. Os demais grupos tiveram taxas

semelhantes (P > 0,05).

Figura 9. Figuras da emissédo de fluorescéncia do DCF obtidas a partir de
microscopia confocal de tecidos ovarianos. A. Alta taxa de emissdo de
fluorescéncia do DCF no tecido ovariano bovinos. B. Baixa taxa de emissdo de
fluorescéncia do DCF no tecido ovariano bovino.
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Tabela 5. Média + desvio padrdo de fluorescéncia do DCF em tecidos ovarianos fresco ou
cultivados em sistemas tridimensionais durante 1 ou 7 dias.

DO D1 D7
CF 27,85 + 13,67
LM 35,29 + 10,2142 32,81+18,39/
FA 23,29 + 9,74 A 18,75 + 9,91 A
ALG 30,79 + 5,51 A 24,20 + 17,73 A

Legenda: Letras mailsculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre colunas (dias: D1 e D7);
Letras minusculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre linhas (grupos: LM, FA e ALG).
*Difere do CF (P < 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitagdo magnética. FA: matriz
de fibrina-alginato. ALG: matriz de alginato.
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MITOCHONDRIAL MEMBRANE POTENTIAL (MMP - MITOTRACKER)

Em D1, os grupos LM e FA tiveram um aumento (P < 0,05) da taxa de atividade
mitocondrial quando comparados ao CF (Figura 10, Tabela 6). Em D7, apenas o grupo ALG
teve menor (P < 0,05) taxa de atividade mitocondrial quando comparado ao CF. Ao analisar as
taxas de atividade mitocondrial em cada grupo separadamente com relacdo aos dias D1 e D7,
contatou-se que a LM apresentou diminuicdo (P < 0,05) das taxas em D7. O FA teve um
aumento (P > 0,05) na taxa de atividade mitocondrial em D7. N&o houve diferenca estatistica
(P >0,05) entre os dias no grupo ALG, porém, apresentou menor (P < 0,05) taxa em D7 quando

comparado aos demais grupos.

Figura 9. Figuras da emissdo de fluorescéncia do MitoTracker obtidas a partir de
microscopia confocal de tecidos ovarianos. A. Alta taxa de emissdo de fluorescéncia
do DCF no tecido ovariano bovinos. B. Baixa taxa de emissdo de fluorescéncia do
DCF no tecido ovariano bovino.
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Tabela 6. Média + desvio padréao de fluorescéncia do MitoTracker em tecidos ovarianos fresco

ou cultivados em sistemas tridimensionais durante 1 ou 7 dias.

DO D1 D7
CF 47,21 + 23,31
LM 95,37 + 41,344 29,49 + 15,4382
FA 74,22 + 32,29 84,67 + 32,9982
ALG 75,01 + 44,24%2 38,73 + 17,98

Legenda: Letras maiusculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre colunas (dias: D1 e D7);
Letras minusculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre linhas (grupos: LM, FA e ALG).
*Difere do CF (P < 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitagdo magnética. FA: matriz
de fibrina-alginato. ALG: matriz de alginato.
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OROBOROS

Ao analisar a respiracdo basal (Routine, Figura 11), observou-se que 0S grupos

apresentaram reducéo (P < 0,05) no consumo basal de oxigénio durante os sete dias de cultivo

em relacdo ao tempo 1 (D1). Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos.

Routine
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Figura 11. Média de Routine de tecidos ovarianos fresco ou cultivados em sistemas
tridimensionais durante 1, 3, 5 ou 7 dias. Legenda: Letras maiusculas se referem a diferenca (P
< 0,05) entre os tempos no mesmo grupo (T1, T3, T5, T7); Letras minusculas se referem a
diferenca (P < 0,05) entre os sistemas em um mesmo tempo (LM, FA, ALG). *Difere do CF (P
< 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitacdo magnética. FA: matriz de fibrina-alginato.
ALG: matriz de alginato. Todos os resultados foram expressos como taxas médias de consumo
de oxigénio em pmol de oxigénio consumido por segundo/unidade de fragmentos ovarianos.
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Ao avaliar o consumo de O, devido & oxidagdo do succinato exogeno, ou Seja, a
respiracdo ndo relacionada a fosforilacdo (LEAK, Figura 12), observamos que 0 consumo
maximo de O sob estimulo foi maior (P < 0,05) no tempo 1 (D1) e, a partir do tempo 3 (D3)
ocorreu uma diminuicdo (P < 0,05) do consumo maximo em todos os grupos. Nao houve

diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 12. Media de LEAK de tecidos ovarianos fresco ou cultivados em sistemas
tridimensionais durante 1, 3, 5 ou 7 dias. Legenda: Letras maiusculas se referem a diferenca (P
< 0,05) entre os tempos no mesmo grupo (T1, T3, T5, T7); Letras minusculas se referem a
diferenca (P < 0,05) entre os sistemas em um mesmo tempo (LM, FA, ALG). *Difere do CF (P
< 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitacdo magnética. FA: matriz de fibrina-alginato.
ALG: matriz de alginato. Todos os resultados foram expressos como taxas médias de consumo
de oxigénio em pmol de oxigénio consumido por segundo/unidade de fragmentos ovarianos.
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Ao analisar o consumo méximo de Oz (ETS, Figura 13) obtido pelo desacoplamento da
cadeia respiratoria mitocondrial, pode-se observar que, em geral, todos 0s grupos apresentaram
diminuigdo do consumo de O, com relagéo ao tempo 1 (D1) dentro de cada grupo. Embora o
consumo de Oz por ETS néo tenha sido significativamente diferente entre os grupos, hd uma

tendéncia do LM manter o consumo de O, mais constante durante os sete dias de cultivo.
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Figura 13. Média de ETS de tecidos ovarianos fresco ou cultivados em sistemas
tridimensionais durante 1, 3, 5 e 7 dias. Legenda: Letras maiusculas se referem a diferenca (P
< 0,05) entre os tempos no mesmo grupo (T1, T3, T5, T7); Letras mindsculas se referem a
diferenca (P < 0,05) entre os sistemas em um mesmo tempo (LM, FA, ALG). *Difere do CF (P
<0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitacdo magnética. FA: matriz de fibrina-alginato.
ALG: matriz de alginato. Todos os resultados foram expressos como taxas médias de consumo
de oxigénio em pmol de oxigénio consumido por segundo/unidade de fragmentos ovarianos.
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Apbs a analise da razdo LEAK/ETS (Figura 14) que avalia a propor¢do do consumo
maximo de Oz que ndo esta relacionada com a fosforilagdo, observou-se que todos 0s grupos
tiveram diminuicéo (P < 0,05) do consumo méaximo de Oz quando comparados ao tempo 1 (D1).

Desta forma, ha uma diminuicao da respiracdo nao relacionada a fosforilacéo.
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Figura 14. Média da razdo LEAK/ETS de tecidos ovarianos fresco ou cultivados em sistemas
tridimensionais durante 1, 3, 5 e 7 dias. Legenda: Letras maiusculas se referem a diferenca (P
< 0,05) entre os tempos no mesmo grupo (T1, T3, T5, T7); Letras mindsculas se referem a
diferenca (P < 0,05) entre os sistemas em um mesmo tempo (LM, FA, ALG). *Difere do CF (P
< 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitacdo magnética. FA: matriz de fibrina-alginato.
ALG: matriz de alginato. Todos os resultados foram expressos como taxas médias de consumo
de oxigénio em pmol de oxigénio consumido por segundo/unidade de fragmentos ovarianos.
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N&o héa diferenca estatistica na proporcdo da respiracdo relacionada a fosforilacao
(Figura 15) entre os grupos e os dias de cultivo, mostrando que todos o0s grupos mantiveram o

consumo de O relacionado a fosforilagdo constante durante o cultivo in vitro.

(Routine-LEAK)/ETS

LM
0.5
— FA
Aa e ALG
_ 044 _]__ =
s
.g ‘Aa
< 0.3 Ba
= B
5 Ba fia a T  Ba Ba Ba
a2 927 Ba Ba
= [ T
0.1
0.0— T T T T
Tempo 1 Tempo 3 Tempo 5 Tempo 7

Figura 15. Média da razdo Routine-LEAK/ETS de tecidos ovarianos fresco ou cultivados em
sistemas tridimensionais durante durante 1, 3, 5 ou 7 dias. Legenda: Letras maiusculas se
referem a diferenca (P < 0,05) entre os tempos no mesmo grupo (T1, T3, T5, T7); Letras
minusculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre os sistemas em um mesmo tempo (LM, FA,
ALG). *Difere do CF (P < 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitagdo magnética. FA:
matriz de fibrina-alginato. ALG: matriz de alginato. Todos os resultados foram expressos como
taxas médias de consumo de oxigénio em pmol de oxigénio consumido por segundo/unidade
de fragmentos ovarianos.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Ao analisar a area percentual das mitocondrias pela area total de tecidos ovarianos
fresco ou cultivados (Tabela 7), observou-se que todos os grupos apresentaram semelhancas (P
> (0,05) tanto em D1 quanto em D7 quando comparados ao CF, exceto o grupo ALG que foi
teve menor area no D7 em relacéo ao fresco, LM e FA. Na comparacdo dos diferentes tempos
no grupo ALG foi verificada reducéo (P < 0,05) na média da area de mitocéndrias, evidenciando

perda destas organelas ao longo do cultivo somente neste grupo.

Tabela 7. Propor¢do da area de mitocondrias pela érea total do tecido ovariano (%), fresco ou

cultivados, em sistemas tridimensionais durante 1 ou 7 dias.

DO D1 D7
Controle Fresco 2,35+0,91
Levitacdo Magnética 4,55 + 4,074 4,36 + 1,96
Fibrina-Alginato 3,69 + 1,59" 5,97 + 3,04%
Alginato 3,71+1,85% 1,92 +0,95*5°

Legenda: Valores representados em média + desvio padrdo. Letras mailsculas se referem a
diferenga (P < 0,05) entre colunas; Letras minusculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre
linhas. *Difere do controle fresco (P < 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitacdo
magnética. FA: matriz de fibrina-alginato. ALG: matriz de alginato. Area em pm?.
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Ao avaliar a area média das mitocondrias de tecidos ovarianos (Tabela 8), observou-se

que em D1 todos os grupos tiveram um aumento (P < 0,05) da area média das mitocondrias

com relacdo ao CF. Em D7, somente a LM teve a média das mitocéndrias maior (P < 0,05) que

0 CF e todos os grupos tiveram diminuicdo das médias das areas apds 7 dias de cultivo (P <

0,05).

Tabela 8. Area (um?) média das mitocondrias de tecidos ovarianos fresco ou cultivados em

sistemas tridimensionais durante 1 ou 7 dias.

DO D1 D7
Controle Fresco 0,12+ 0,05
Levitacdo Magnética 0,40 + 0,19*A4 0,20 + 0,11*B2
Fibrina-Alginato 0,22 + 0,09*A 0,11 + 0,095
Alginato 0,35 + 0,14*A2 0,12 + 0,038¢

Legenda: Valores representados em média + desvio padrdo. Letras maiusculas se referem a
diferenga (P < 0,05) entre colunas; Letras minusculas se referem a diferenca (P < 0,05) entre
linhas. *Difere do controle fresco (P < 0,05). CF: controle fresco. LM: matriz de levitacdo
magnética. FA: matriz de fibrina-alginato. ALG: matriz de alginato. Area em pum?,
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Em geral, o grupo FA apresentou 0 maior nimero de mitocondrias, tanto em D1 quanto
em D7 (P < 0,05, Tabela 9) com relacdo aos demais grupos. Em D1, os grupos LM e ALG
apresentaram menos (P < 0,05) mitocdndrias do que o CF. Todos os grupos de cultivo

apresentaram elevacdo no nimero de mitocondrias no D7 em relacdo ao D1.

Tabela 9. Numero absoluto de mitocondrias de tecidos ovarianos fresco ou cultivados em

sistemas tridimensionais durante 1 ou 7 dias.

DO D1 D7

CF 13
LM 7xAa 16%2
FA 107 36*5P
ALG 6*A2 118¢

Legenda: Valores representados em média + desvio padrdo. Letras maiusculas se referem a
diferenca (P < 0,05) entre colunas (dias: D1 e D7); Letras minusculas se referem a diferenca (P
< 0,05) entre linhas (grupos: CF, LM, FA e ALG). *Difere do CF (P < 0,05). CF: controle
fresco. LM: matriz de levitacdo magnética. FA: matriz de fibrina-alginato. ALG: matriz de
alginato.
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Ao analisar a histomorfologia dos fragmentos ovarianos por TEM foi possivel
identificar que em algumas amostras havia perda da integridade estromal, caracterizada por
afrouxamento do tecido conectivo do estroma associado e perda das estruturas das células e
mitocondrias. A proporc¢édo dos cortes analisados em gue se identificava dano estromal foi maior
nos grupos FA (100% dos cortes em D1 e 67% em D7) e ALG (33% dos cortes em D1 e 67%
em D7), enquanto no CF havia 33% de amostras com dano estromal e mitocondrial e no grupo
LM ndo foi observado dano em D1 e apenas 33% dos fragmentos apresentava dano em D7

(Figuras 16).

Figura 16. Micrografias eletronicas de células da granulosas de foliculos pré-antrais bovino.
A. Tecido ovariano nao cultivado (CF) com mitocondrias e estroma preservados. B. Tecido
ovariano cultivado in vitro por 7 dias em sistema tridimensional (matriz de ALG)

apresentando danos nas mitocondrias e estroma. Barras (A; B): 2 um.
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6 DISCUSSAO

A literatura sugere uma superioridade dos cultivos tridimensionais em relagéo ao cultivo
2D. Habitualmente os cultivos de foliculos pré-antrais isolados e fragmentos de tecido ovariano
sdo feitos em matrizes de gel, de diferentes composicdes e concentragdes (ARAUJO et al.,
2014; LARONDA et al., 2014; HIGUCHI et al., 2015), ou com uso de “scaffolds” para inclusao
de foliculos isolados, sistema este batizado de “ovario artificial’(KEDEM et al., 2011,
KHUNMANEE; PARK, 2022).

Sabe-se que a cultura de tecido ovariano como tecnologia para o desenvolvimento
folicular in vitro ndo é tdo eficaz pois, o desenvolvimento do foliculo primordial no cultivo
pode ocorrer, porém, o desenvolvimento até o estagio antral € infrequente (DESAI et al., 2010;
HIGUCHI et al., 2015). A sinalizacdo autdcrina e parécrina entre o odcito e as células
foliculares, juntamente com o suporte vascular fornecido pela estrutura 3D do tecido ovariano,
sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento adequados dos 00citos no ovario
(LUCIANO etal., 2011). Portanto, € muito importante manter a estrutura 3D do tecido ovariano
durante o cultivo in vitro.

Uma vez verificada a superioridade do sistema de LM (3D) em relacédo ao sistema 2D,
convencional, era necessario a comparacdo com outros sistemas tridimensionais amplamente
utilizados na literatura, tais como a matriz de alginato (ALG) e a de fibrina-alginato (FA). Estas
matrizes podem variar em termos de rigidez de acordo com a concentracdo utilizada, o que
interfere de maneira significativa no resultado dos cultivos e na capacidade de crescimento dos
foliculos. Esta dificuldade de se identificar a concentracdo ideal de ALG e FA, e a dificuldade
de manipular o produto na replicagdo dos experimentos, torna o seu uso complicado e de dificil
emprego na pratica clinica, uma vez que demanda grande expertise para seu preparo. Sendo
assim, realizou-se os cultivos in vitro de fragmentos ovarianos bovinos durante sete dias

utilizando as matrizes tridimensionais de FA e ALG, além do sistema de cultivo por LM. De
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modo geral, ao final do cultivo pdde-se observar que os tecidos cultivados em LM e FA tiveram
a viabilidade preservada, sendo superior ao grupo ALG. A degeneracdo celular como um todo
e a comprovacdo de vitalidade das células e tecidos pdde ser feita de varias maneiras. Neste
estudo, a viabilidade tecidual foi avaliada pela quantidade de células apoptoticas (técnica do
Yo-Pro), pela perda da integridade da membrana celular (técnica do iodeto de propidio) e
também pelas analises morfoldgicas feitas tanto pela histologia convencional (técnica de HE)
quanto pela microscopia eletrénica de transmisséo, que permitiram verificar a conservagao ou
perda da arquitetura e microarquitetura folicular normal, do tecido saudavel. Além disso, um
aspecto bastante relevante da vitalidade do tecido, se refere a conservacdo do estroma, que
normalmente é negligenciado; neste estudo o emprego do picrosirius teve a finalidade de
quantificar o colageno estromal, o que indiretamente determina a maior ou menor degeneracao
local. Em todas estas anélises os sistemas LM e FA de cultivo foram similares entre si e
superiores ao ALG.

Os alginatos sdo derivados de algas marrons e tém sido amplamente estudados como
biomateriais devido as suas propriedades de biocompatibilidade e capacidade de formar
hidrogéis (GREEN; SHIKANOV, 2016; LARONDA et al., 2014b). Esses hidrogéis de ALG
podem ser usados como matrizes para cultivo de células, incluindo fragmentos ovarianos e
foliculos pré-antrais isolados (XU, J. et al., 2013b). No entanto, é importante mencionar que
alguns estudos relataram que o ALG pode atuar como uma barreira ao crescimento folicular e
a formacédo de antro (SILVA et al., 2015; XU et al., 2009). Isso pode ser devido a rigidez da
matriz de ALG, a falta de fatores de crescimento necessarios para o desenvolvimento completo
dos foliculos, a porosidade que nédo permite a difuséo de substratos maiores como albumina e a
biodisponibilidade de oxigénio e nutrientes pode ser limitada (PAIS et al., 2021).

Ja a fibrina pode formar uma biomatriz com varios componentes da MEC e fatores de

crescimento como o fibrinogénio. O fibrinogénio é uma proteina que é polimerizada em fibrina
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pela acdo da trombina na presenca de calcio. Em comparacdo, o alginato é um andaime
relativamente inerte e que ndo interage com integrinas de células de mamiferos (SHIKANOV
et al., 2009b). Xu e colaboradores, concluiram que a combinacdo de fibrina com alginato
melhora o desenvolvimento de foliculos priméarios de macacas em compara¢do com 0 uso de
ALG isoladamente, provavelmente pela presenca de fibrina que pode fornecer uma matriz mais
degradavel, permitindo a interacdo adequada entre as células foliculares e o ambiente
circundante (XU et al., 2013).

Nas pesquisas in vitro, o sistema de levitacdo magnética com nanoparticulas é utilizado
para avaliar a liberacdo controlada de substancias terapéuticas, como marcadores para avaliar a
toxicidade de compostos, vasoatividade de células musculares (TSENG et al., 2016), modelos
de estudos de tumores (BECKER; SOUZA, 2013; JAGANATHAN et al., 2014), modelos de
culturas celulares (TSENG et al., 2013; TSENG et al., 2014). Um estudo in vivo sobre o
tratamento da disfuncéo eréctil de ratos com células-tronco derivadas de tecido adiposo, utilizou
o sistema de LM e concluiu que foi possivel manter as células-tronco no corpo cavernoso
utilizando um ima e obteve-se bons resultados na terapia (LIN et al., 2016b). No estudo de
Antonino e colaboradores, foi concluido que o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais bovinos
com o sistema 3D por LM, propiciou o desenvolvimento in vitro dos foliculos secundarios
bovinos com taxas superiores de viabilidade folicular, formacdo e manutengédo do antro além
de crescimento regular comparado ao sistema 2D convencional (ANTONINO et al., 2019).
Além disso, a LM é um método mais simples de ser executado comparado a manipulacéo das
outras matrizes gel. A auséncia de resisténcia ao redor dos foliculos em crescimento, uma vez
que o meio de cultivo é liquido e ndo gel, provavelmente interfere de maneira positiva na
capacidade de formacdo e expansao do antro folicular.

Além disso, Silva e colaboradores, ao utilizar o cultivo tridimensional para foliculos

pré-antrais caprinos com matriz de alginato, demonstrou que 0 aumento na concentracdo da
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matriz promove melhores resultados nas taxas de sobrevivéncia folicular, maior percentagem
de desenvolvimento in vitro, na taxa de fertilizacao e na producéo de embrides viaveis (SILVA
et al., 2015). Xu e colaboradores, também observaram correlacdo positiva ao relacionar a
viabilidade folicular com o aumento da concentracdo da matriz tridimensional de alginato
utilizada para cultivar foliculos pré-antrais de primatas (XU et al., 2009).

Independente do sistema de cultivo empregado, sabe-se que logo apds a remoc¢édo dos
ovarios de seu sitio de origem, a interrupcdo do fluxo sanguineo e consequente
comprometimento do aporte de oxigénio para o tecido, leva a um aumento no processo de
degeneracdo celular (WONGSRIKEAO et al., 2005). A reducédo da oxigenacao celular diminui
a producdo de ATP interna afetando diretamente a permeabilidade das membranas celulares
alterando o fluxo de Na+ para o citoplasma, ativando a Na+ /K+ ATPase, que altera a
distribuicdo de Ca++ fazendo com que a agua intracelular se eleve (ALBERTS et al., 2013),
podendo resultar em aumento do volume da célula, formacdo de vacuiolo no citoplasma,
degeneracdo e morte celular (BARROS; HERMOSILLA; CASTRO, 2001). Estudo prévio,
demostrou que o cultivo 3D com nanoparticulas e hidrogéis de silica diminuiu a degeneracao
celular e aumentou a viabilidade de células de tecido neural (LEE et al., 2013).

Aléem da conservacdo da viabilidade ou morte celular do estroma e foliculos, é
fundamental que analisemos a capacidade funcional do tecido em cultivo, 0 que, no caso do
ovario, implica na capacidade de ativacdo e maturacdo folicular (evolugdo dos estagios de
desenvolvimento do foliculo deste primordial até antral maior), bem como na preservacdo da
capacidade respiratoria do tecido, que aqui foi avaliado pela técnica de Oroboros, além da
avaliacdo da producédo de EROs. A ativacao folicular foi beneficiada pelo cultivo 3D no grupo
LM. Entende-se que, assim como houve melhoria nas taxas de viabilidade celular, o cultivo por
LM pode ter preservado as principais caracteristicas morfoldgicas dos foliculos ovarianos que

por conseguinte melhoraram a comunicacéo entre as células circundantes que séo responsaveis
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pela producdo de fatores estimulatérios da ativacdo folicular. Entretanto, houve também alta
taxa de ativacdo folicular no grupo CF (tecido ndo cultivado). Acredita-se que a remocao dos
foliculos de seu ambiente (tecido) ou mesmo agressdes diversas sobre este tecido (exposicao a
agentes gonadotdxicos, isquemia do tecido, entre outras agressdes ambientais), podem levar a
uma ativagdo folicular maciga, um fenomeno conhecido como “Burn-out” (RONESS et al.,
2013). Este fendmeno, observado ja por diferentes autores (TELFER et al., 2008; TELFER;
ZELINSKI, 2013; DE ROO et al., 2020), tem sido atribuido a auséncia do efeito de substancias
inibitdrias da ativacdo (mantenedoras da quiescéncia ovariana) sobre estes foliculos primordiais
e, dentre estas substancias, o hormonio anti-mulleriano (AMH) parece ser dos mais relevantes.
A criopreservacdo de tecido ovariano é capaz de manter vidveis foliculos em fase de
desenvolvimento, que sdo os produtores de AMH, estes degeneram ao longo dos processos de
congelamento e de cultivo ou reimplante; isso leva a uma reducdo importante dos niveis de
AMMH tecidual e consequentemente a perda de seu papel inibitdrio sobre a ativacdo (RONESS
et al.,, 2013). A manipulacdo do tecido durante abate do animal, coleta das amostras e
processamento do tecido para cultivo, pode ter causado este mesmo efeito sobre as amostras, 0
que explicaria a grande proporcéao de foliculos ativados com a morfologia normal ja no tecido
fresco fixado. Em concordéancia, ha trabalhos que confirmaram a ativacéo do foliculo primordial
pela manipulagdo mecéanica das tiras corticais (TELFER et al., 2008; TELFER; ZELINSKI,
2013; DE ROO et al., 2020). De Roo e colaboradores descreveram a evolucdo detalhada do
desenvolvimento folicular e o envolvimento da via Hippo foliculo-especifica durante 6 dias de
cultura de tecidos in vitro e os resultados confirmaram uma ativagdo do foliculo primordial
impulsionada pela via Hippo devido a manipulacdo mecénica das tiras corticais (DE ROO et
al., 2020).

Experimentos anteriores com ovarios inteiros e fragmentos corticais estabeleceram o

papel significativo do estroma ovariano no suporte a ativacdo do foliculo primordial e
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crescimento inicial (EPPIG, 1996; GROSBOIS et al., 2023; HOVATTA et al., 1997,
O’BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003; TELFER et al., 2008). Grosbois e colaboradores
afirmaram que a ativacdo do foliculo primordial ocorre concomitantemente com um
afrouxamento do cortex ovariano durante o cultivo in vitro de fragmentos ovarianos de
mulheres, caracterizado por uma diminuicdo precoce na densidade de células estromais e uma
remodelacdo dindmica da MEC ovariana (GROSBOIS et al., 2023). Desta forma, o grupo LM
pode ter permitido esse processo de maneira mais eficiente, pois o fragmento néo fica aderido
a placa de cultivo (como ocorre no sistema 2D) e esse tipo de matriz permite a remodelacao
dindmica da MEC (SOUZA et al., 2010). O ambiente fisico dos foliculos em desenvolvimento
parece afetar diretamente a resposta ao estimulo e inibicdo de fatores de ativacéo e, portanto, o
ambiente de desenvolvimento influencia diretamente sua capacidade de crescimento
(MCLAUGHLIN et al., 2014).

Neste sentido, se apenas a manipulacdo do tecido e a remoc¢do dos fragmentos da
estrutura integral do ovério ja permite a ativacdo, 0 que se observa é que ap0s 24 horas de
cultivo (analises de D1) ocorre o pico da apresentacdo de foliculos ativados com a morfologia
normal viaveis, variando de 70 a 35% da populacédo folicular, na dependéncia do sistema de
cultivo empregado, sendo 70% nos cultivos LM, 50% nos FA e 37,5% nos ALG. Apos 7 dias
a proporcao de foliculos ativados com a morfologia normal decai, mas as custas do aumento da
proporcao de foliculos degenerados. De acordo com Sutton e colaboradores, os cultivos mais
extensos do que 7 dias costumam comprometer de maneira muito significativa a qualidade do
tecido cultivado (SUTTON et al., 2021). Em nosso estudo foi possivel verificar nos grupos LM
e FA que o tecido conseguiu manter concentracdes de coldgeno semelhantes ao tecido fresco,
porém o ALG promoveu grande formacdo de colageno nas amostras.

Do ponto de vista funcional ao analisarmos a capacidade respiratoria do tecido ao longo

do cultivo, foi verificado um aumento significativo da atividade mitocondrial (avaliagdo pelo
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potencial de membrana mitocondrial) apds 24 horas de cultivo nos grupos LM e FA, sugerindo
alta atividade metabolica celular, a qual foi reduzida apds 7 dias de cultivo, igualando ao
controle fresco; poderiamos especular que apds os 7 dias de cultivo houve estabilizacdo do
tecido com recuperacdo de sua atividade metabolica apds reparo do estresse inicial do
manuseio. Acompanhando a maior atividade mitocondrial houve um consumo basal (em
repouso) muito elevado de oxigénio (Oroboros-routine) na avaliacdo de tempo 1 (24 horas),
seguido de reducdo progressiva deste consumo ao longo do cultivo até o dia 7. Este aumento
do consumo de O ndo foi inicialmente realizado as custas de uma maior quantidade de
mitocondrias no citoplasma das células, uma vez que houve inclusive diminuicdo destas
organelas ap0ds 24 horas de cultivo em todos 0s grupos. Entretanto, ap6s os 7 dias de cultivo
todos os sistemas promoveram aumento do ndmero de mitocondrias, concomitante a uma
reducdo progressiva do consumo basal de O». Vale ressaltar que este menor consumo de Oz néo
ocorreu devido a perda da capacidade respiratoria do mesmo, uma vez que o consumo de O>
mediante estimulo toxicoldgico (parametro ETS do Oroboros) do tecido estava preservado ao
longo dos 7 dias de cultivo, mantendo a capacidade de resposta. De acordo com Pesta e Gnaiger,
um certo grau de desacoplamento intrinseco, que esta relacionado a um consumo de O2 para
fosforilagdo oxidativa e pode ocorrer sem que isso necessariamente indique dano tecidual,
entretanto, desacoplamento de natureza patoldgica ou toxicoldgica sdo considerados defeitos
mitocondriais (PESTA; GNAIGER, 2012). Em situacdes de hipoxia, a respiracdo e a producdo
de ATP ficam restritos, tornando a fosforilagdo oxidativa mais eficiente do que em situacgdes de
boa saturacao de oxigénio. Nas condicGes de hipdxia o consumo de oxigénio nao relacionado a
fosforilagcdo do ATP fica suprimida objetivando reduzir o gasto energético, isso sugere um papel
dos baixos niveis de oxigénio intracelular na prevencao da producdo de EROs e na prote¢éo da

eficiéncia bioenergética (GNAIGER; MENDEZ; HAND, 2000).
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Em um estudo com células endoteliais onde se induziu dano celular por estimulo
criogénico para preservacao celular seguido de reoxigenacao, verificou-se que houve reducgéo
de todos os parametros respiratorios nas células expostas ao dano em comparagdo com células
ndo expostas, porém sem aumento de morte celular (avaliado pelo Trypan blue). Ao realizar
estimulo quimico para incremento da atividade respiratoria todos os parametros foram
semelhantes aos de células ndo expostas: a membrana plasmatica manteve-se impermeavel ao
succinato e a funcdo da membrana mitocondrial interna foi conservada, indicando uma
preservacdo da capacidade respiratéria das células, semelhante aos resultados verificados neste
estudo. Os autores deste estudo concluiram que a perda da capacidade catalitica para a
respiracdo € um evento precoce em resposta ao dano (no caso, o congelamento) seguido de
reoxigenacdo, eficiente enquanto ndo ocorre a perda da integridade da membrana celular
(STEINLECHNER-MARAN et al., 1997).

Segundo Shiratsuki e colaboradores uma outra adaptacdo celular que ocorre como
mecanismo de protecdo contra a hipdxia é a glicosilagdo em substituicdo a fosforilacdo
oxidativa; este evento é acompanhado da reducdo da quantidade e da funcdo das mitocondrias
(SHIRATSUKI et al., 2016). Como mencionado acima, neste estudo houve inicialmente uma
reducdo do nimero de mitocondrias, o que estd condizente com o dano sofrido pelo tecido
durante a manipulacéo e as primeiras horas de cultivo até a estabilizacdo do mesmo, que parece
ocorrer em algum tempo apos as 24 horas e antes do dia 7. Inclusive, se observarmos o0 consumo
de O2 dos tecidos, veremos que 0 consumo basal comeca a ser reduzido ja a partir do dia 3 de
cultivo, mantendo-se mais baixo apos.

Verificamos que das multiplas andlises realizadas neste estudo, os resultados sdo
consistentes e coerentes, indicando superioridade dos sistemas LM e FA sobre o alginato, na
manutencdo da vitalidade tecidual (folicular e estromal), bem como preservacdo da funcéo

respiratoria do tecido cultivado. Vale destacar, entretanto, que o sistema LM foi mais eficiente
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na ativacao de foliculos, com menores indices de foliculos degenerados, sendo este o objetivo
principal dos cultivos realizados. Um aspecto que necessita ser revisto € o tempo de cultivo,
uma vez que ja com 24 horas os foliculos primordiais haviam sido ativados e a taxa de
degenerado ndo era tdo elevada; consideramos que cultivos com menor duracdo possam
alcancar o mesmo objetivo com menor dano. Também em favor do sistema LM, a despeito do
custo das particulas, este & um sistema mais facil de ser reproduzido, uma vez que o manuseio
das particulas é simples e de facil capacitacdo técnica para treinamento de equipes. Sendo assim,
consideramos que dentre os sistemas de cultivo testados, a LM é a opcdo mais efetiva para a
realizacao do “Step 1”7 do cultivo multistep, a fim de se obter o6citos maduros a partir de

foliculos primordiais inclusos.
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CONCLUSAO

O cultivo tridimensional por levitacdo magnética favorece e preserva a morfologia, a
vitalidade e a capacidade respiratoria do tecido ovariano durante o cultivo in vitro, sendo mais
eficiente em termos de ativacao folicular do que os demais cultivos.

Parece haver um periodo de reparo ap0Os estresse, marcada por intensa atividade
respiratoria e metabdlica nas primeiras 24 horas de cultivo, com sinais da presenca de hipdxia
tecidual, a qual parece ser compensada ap0s este periodo ndo sendo tdo evidente apds 24 horas.

A ativacdo dos foliculos primordiais foi maior em D1 do que em D7, sugerindo ndo
haver necessidade de um cultivo tdo extenso para a obtencdo de foliculos ativados com a
morfologia normal. Com provéavel beneficio de um cultivo de 3 dias, quando ha indicios de

estabilizacdo da respiracdo do tecido nos testes funcionais.
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