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RESUMO

Os problemas ligados a diminuicdo do potencial produtivo dos ovarios estdo entre 0s
principais fatores limitantes a reproducdo com isso, objetivou-se com este trabalho avaliar
o efeito da infusdo de células-tronco mesenquimais (CTM) em ovarios de cabras
submetidas a multiplas aspiracdes foliculares por laparoscopia (LOPU). Foram utilizadas
cabras sem padrao racial definido (SPRD), ndo lactantes, com idade média de trés anos e
escore da condi¢do corporal (ECC) variando de 3,0 a 4,0 e distribuidas em dois
experimentos, no primeiro com doze cabras (n=12) e no segundo com sete (n=7). No
experimento um as cabras foram sincronizadas com o uso de esponjas intravaginais com
acetato de medroxiprogesterona e aplicaces de d-cloprostenol e a estimulagdo ovariana
constituiu-se na administracdo de FSHp e eCG, em aplica¢bes Unicas, feita 36 horas
anterior as LOPU’s, e posteriormente as fémeas foram submetidas a 5 sessoes/animal de
LOPU com intervalos de 12 dias. No experimento dois as cabras sincronizadas da mesma
forma do experimento um e posteriormente divididas em dois tratamentos: T1-CTR
(Controle — 3 animais); T2 - CTM (ovarios tratados com células tronco mesenquimais — 4
animais), incluindo a terapia celular através de infusdo ovariana com células tronco —
CTM, na concentragio de 1 x 10° cel/mL, nanomarcadas com Qtracker® e diluidas em 0,2
mL de solucéo fisioldgica (NacL a 0,9%) em duas aplicacdes: na dltima LOPU e 70 dias
apos. As avaliacbes quanto a funcionalidade ovariana/oocitaria foi realizada 45 dias
posterior a ultima infusdo de CTM. Coletas de sangue para dosagens hormonais de
estradiol e progesterona foram realizadas, antes da primeira, e ap6s a quinta LOPU
juntamente com biopsias do cortex ovariano. A avaliacdo histoldgica foi realizada apos
115 dias da primeira infusdo de CTM, a partir do abate dos animais e coleta dos ovarios.
Todas as analises foram executadas através do programa Statistical Analysis System (SAS
Institute Inc., 2002). No experimento um, houve diferenca significativa (P<0,05) na média
de foliculos aspirados com menor média na 3* LOPU. Em relacdo a média de odcitos
recuperados, ndo observou-se diferenca significativa entre a 12 e a 52 LOPU (P>0,05),
porem as médias dos foliculos aspirados na 22, 32 e 42 LOPU reduziram significativamente
em relacdo a 1* LOPU (P<0,05). Quanto a taxa de recuperagdo oocitaria, houve uma
reducdo na 32 e 42 LOPU em relagdo a 12 e 22 LOPU (P<0,05) e na 5 LOPU observou-se
um aumento da recuperacdo oocitaria em relagdo a 3% e 42 LOPU (P<0,05). Quanto a
qualidade, os CCO’s de grau 2 reduziram entre a 12 e a 4* LOPU e o0s o0citos de grau 4
aumentaram na 22 4% e 52 LOPU em relagéo a 12 e 32 LOPU(P<0,05). Houve uma reducéo
(P<0,05) de estruturas viaveis na 22 e 4 LOPU (46,4% e 53,8% respectivamente), com
retomada da viabilidade na 3% e 52 LOPU (80,76% e 61,2% respectivamente). As bidpsias
que antecederam as coletas e p0s sucessivas aspiracdes evidenciaram tecidos ovarianos
morfologicamente normais, com alteragcfes discretas no parénquima ovariano. N&o houve
diferenga (P>0,05) na dosagem de progesterona entre as sucessivas LOPU’s porem houve
um aumento (P<0,05) na dosagem de estradiol da 2° LOPU em relacdo as demais. No
experimento 2, ndao houve diferenca significativa (P>0,05) entre os foliculos aspirados,
odcitos recuperados e taxa de recuperacdo em relacdo aos grupos controle e grupos
tratados com CTM’s. Em relacdo a qualidade dos CCO’s nao ocorreu diferenca
significativa (P<0,05) entre as classificacfes das estruturas oocitarias. Nas avaliacGes
histologicas foram observadas discretas alteracGes no parénquima ovariano, sem
comprometimento do mesmo. Conclui-se que, cinco sessdes de aspiracfes foliculares por
laparoscopia com intervalos de doses dias ndo interfere morfofuncionalmente nos ovarios
de cabras e que a utilizacdo de CTM néo influenciou nos pardmetros qualitativos e
quantitativos de odcitos recuperados por LOPU de cabras SPRD.
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Abstract

The problems related to the reduction of ovaries productive potential are among the main
limiting factors for reproduction, therefore, the objective of this work was to evaluate the
effect of the infusion of mesenchymal stem cells (CTM) on ovary of goats submitted to
multiple follicular aspirations by laparoscopy (LOPU). Goats with undefined racial pattern
(SPRD), non-lactating, with mean age of three years and body condition scoring (ECC)
ranging from 3.0 to 4.0 were used and distributed in two experiments, in the first with
twelve goats (n= 12) and in the second with seven (n = 7). In the first experiment, the goats
were synchronized using intravaginal sponges with medroxyprogesterone acetate and d-
cloprostenol applications, ovarian stimulation consisted of administration of FSHp and
eCG in single applications 36 hours prior to LOPUs, and later females were submitted to 5
sessions/animal of LOPU at 12-day intervals. In the second experiment, the goats were
synchronized in the same way of the first experiment and later divided into two treatments:
T1-CTR (Control - 3 animals); T2-CTM (ovaries treated with mesenchymal stem cells - 4
animals), including cell therapy through ovarian infusion in two applications with 1 X
10° cel/mL of stem cells - CTM, nanoparticulated with Qtracker ® and diluted in 0.2 mL
of physiological solution (0.9% NacCl), these two applications were performed at the last
LOPU and 70 days after. Evaluations for ovarian / oocyte functionality were performed 45
days after the last CTM infusion. Blood collections for hormonal dosages of estradiol and
progesterone were performed, before the first LOPU, and after the fifth LOPU
simultaneously to biopsies of the ovarian cortex. The histological evaluation was
performed after the animals slaughter and collection of the ovaries, 115 days after the first
CTM infusion. All analyzes were performed through the Statistical Analysis System (SAS
Institute Inc., 2002). In the first experiment, there was a significant difference (P <0.05) in
the mean of the aspirated follicles with lower mean in the 3rd LOPU. Regarding the mean
of oocytes recovered, no significant difference was observed between the 1st and 5th
LOPU (P> 0.05), however the mean of follicles aspirated in 2nd, 3rd and 4th LOPU
significantly reduced compared to 1st LOPU (P <0.05). Regarding the oocyte recovery
rate, there was a reduction in the 3rd and 4th LOPU in relation to the 1st and 2nd LOPU (P
<0.05) and in the 5th LOPU there was an increase in oocyte recovery in relation to the 3rd
and 4th LOPU (P <0.05). As regards the quality, the grade 2 levels of the CCO system
increased between 1st and 4th LOPU and grade 4 levels increased in 2nd, 4th and 5th
LOPU in relation to 1st and 3rd LOPU (P <0.05). There was a reduction (P <0.05) of
viable structures in the 2nd and 4th LOPU (46.4% and 53.8%, respectively), with recovery
of viability in the 3rd and 5th LOPU (80.76% and 61.2% respectively). The biopsies that
preceded the collections and subsequent successive aspirations revealed morphologically
normal ovarian tissues, with discrete alterations in the ovarian parenchyma. There was no
difference (P> 0.05) in the progesterone dosage between successive LOPU's, but there was
an increase (P <0.05) in the estradiol dosage of the 2nd LOPU in relation to the others. In
the second experiment, there was no significant difference (P> 0.05) between aspirated
follicles, recovered oocytes and recovery rate in relation to the control groups and groups
treated with CTM's. Regarding the quality of CCOs, there was no significant difference (P
<0.05) between the classifications of oocyte structures. In the histological evaluations,
discrete alterations in the ovarian parenchyma were observed, without any impairment. It
was concluded that five sessions of follicular aspiration by laparoscopy with dose and day
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intervals did not interfere morphofunctionally in the ovaries of goats and that the use of
CTM did not influence the qualitative and quantitative parameters of oocytes recovered by
LOPU from SPRD goats.

Key words: Follicular puncture, goats, laparoscopy, stem cells, ovary.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicas da reproducdo animal sao
condigdes indispensaveis para o aumento da eficiéncia produtiva dos rebanhos. Neste
sentido, especialmente no tocante a ruminantes domésticos, biotécnicas como a
inseminacdo artificial (1A), fecundacdo in vitro (FIV) e a transferéncia de embrides (TE)
vém sendo utilizadas com sucesso. Outras biotécnicas estdo em fase de desenvolvimento e
séo objetos de intensas pesquisas.

Diversas tecnologias reprodutivas, tais como producdo in vitro de embrides (PIV),
transgénese e clonagem podem ser amplamente aplicadas as espécies domésticas. No
entanto, para a sua execucdo € necessaria uma grande quantidade de complexos cumulus
ooforus (CCO’s) competentes capazes de produzir embrifes e, consequentemente,
maximizar a producdo de caprinos.

Em pequenos ruminantes a PIV foi inicialmente adaptada a partir de protocolos de
bovinos, o que demonstrou uma marcante diferenca entre as espécies (PADILHA, 2013),
com o avancar das pesquisas, os protocolos foram sendo adaptados aos pequenos
ruminantes e consequentemente os resultados foram aparecendo (COX; ALFARO, 2007).
A obteng¢do dos CCO’s é etapa fundamental para a realizacdo da biotécnica de PIV em
animais domeésticos, e esses podem ser colhidos de ovarios obtidos em abatedouros, por
ovariectomia ou in vivo por aspiracdo de foliculos utilizando-se métodos de laparotomia,
laparoscopia ou via transvaginal guiada por ultrassom (GONCALVES et al., 2008;
PADILHA, 2013).

A aspiracdo folicular por laparoscopia (LOPU) vem sendo a mais utilizada na
obtencdo de odcitos, principalmente por permitir que a mesma doadora possa ser utilizada
repetidamente, uma vez que o procedimento € minimamente invasivo e a recuperacdo pos-
operatdria € muito mais rapida (ABDULLAH et al., 2008). Outro fato marcante é que o
sistema permite a producdo de descendentes de animais que ndo seriam capazes de
reproduzir usando inseminacdo artificial ou transferéncia de embrides apds mdaltiplas
ovulagbes (MOET), tais como animais pré-puberes (TEIXEIRA, 2013).

Apesar dos excelentes resultados obtidos na recuperacdo de odcitos por LOPU
(BALDASSARRE et al., 1994; BALDASSARRE et al., 1996; BALDASSARRE et al.,

2002), ainda sdo encontrados resultados controversos na literatura, principalmente quanto a
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diminuigcdo do namero de foliculos e da qualidade dos odcitos aspirados (CORDEIRO et
al., 2014) e o aparecimento de alteracGes ovarianas que podem comprometer a recuperagao
dos odcitos (VIANA et al., 2003) apos sucessivas puncgdes foliculares. Outra observacédo
relevante, é que apesar de pouca ocorréncia, também pode ser observada aderéncias devido
a manipulacgdo e puncdo dos ovarios (CORDEIRO et al., 2014).

A lesdo tecidual ocasionada por traumatismo, agentes quimicos e/ou infecciosos e
procedimentos cirdrgicos, como € o caso da LOPU, pode resultar em perda anatémica e
funcional da integridade dos tecidos (MONTEIRO et al, 2010). Com isso, surge a
possibilidade de reparacdo desses danos com a utilizagdo de células-tronco (PAN et al.,
2017), pois a partir do inicio do século XXI, com o advento de novos conhecimentos sobre
a plasticidade das células-tronco e com o surgimento de estudos cientificos que sugeriram
a transdiferenciacdo direta ou indireta, potencial imunomodulador e diferenciacdo dessas
células, estas passaram a ter seu emprego considerado na terapia celular (HERZOG et al.,
2003; MEIRELLES et al., 2006; TERRACIANO, 2013). A possibilidade de tratamento
com células-tronco conquistou notoriedade devido ao seu inigualavel potencial terapéutico
e tornou-se a principal alternativa da terapia celular (LAI et al., 2008).

Portanto, o experimento tem por objetivo avaliar o efeito da infusédo de células-
tronco mesenquimais (CTM) em ovarios de cabras submetidas a mdaltiplas aspiracdes

foliculares por laparoscopia (LOPU).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LesOes ovarianas e comprometimento reprodutivo

Os ovarios sdo um corpo irregular firme com uma forma basicamente ovoide
(DYCE, 2004), que estdo localizados aproximadamente ao nivel da bifurca¢do uterina, na
bursa ovariana, ligadas a uma alca suspensa na porc¢éo superior do oviduto (COUTINHO et
al., 2013). Tal érgdo exercem fungdes exocrinas, com a liberacdo de odcitos, que sdo 0s
gametas femininos, e enddcrinos com producdo e liberacdo de hormonios esteroides
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Diversas podem ser as causas de perda das funcdes ovarianas, podendo ser
hereditaria ou adquirida. A lesdo tecidual pode ser ocasionada por procedimentos
cirtrgicos, como no caso das punc@es de foliculos ovarianos, na tentativa de coleta de
CCO’s (VIANA et al., 2003), por traumatismo, ou por agentes quimicos e/ou infecciosos
pode resultar em perda anatémica e funcional da integridade dos tecidos (MONTEIRO et
al., 2010).

Dentre as causas de perda da funcdo ovariana podemos descrever a insuficiéncia
ovariana prematura que acomete cerca de 1% das mulheres na populagdo mundial antes
dos 40 anos (WELT, 2008). As mulheres com insuficiéncia ovariana prematura sofrem de
amenorréia primaria ou secundaria, deficiéncia de esteroides sexuais, infertilidade e
sindrome da menopausa (KALANTARIDOU et al., 1998; TAYLOR, 2001).

Também podemos citar os efeitos nocivos de quimioterapicos em relacdo a funcao
ovariana, que é uma das consequéncias mais devastadoras do tratamento do cancer
principalmente na populacdo jovem, resultando em faléncia ovariana (TERRACIANO,
2013).

Dentre as biotecnias reprodutivas, os traumatismos provocados pelas perfuragdes
das agulhas nas pung¢des ovarianas na busca por complexos cumulus ooforus (CCOs), pode
ocasionar alteracdes morfologicas e funcionais nos ovarios, podendo ocorrer substitui¢do
das células ovarianas por tecido fibroso. Esse processo pode estar diretamente relacionado

ao numero de sessdes de puncédo ao qual as doadoras sdo submetidas (VIANA et al., 2003).
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2.2 Células-tronco

Células-tronco sdo células capazes de autorrenovacao e diferenciagdo em muitas
categorias de células, podendo-se dividir e se transformar em outros tipos de celulares.
Além disso, as células-tronco podem ser programadas para desenvolver fungoes
especificas, tendo em vista que ainda ndo possuem uma especializacdo (TERRACIANO,
2013).

Em todos os animais vertebrados sdo encontrados dois tipos de células-tronco (CT):
as células-tronco embrionarias (CTE) e as células-tronco adultas (CTA), também
denominadas células-tronco somaticas (DEL CARLO et al., 2008). As CTEs sdo obtidas
de zigoto e da cavidade interna do pré-embrido (blastocisto) e as CTAs sdo obtidas em
diversos locais do corpo como medula 6ssea, tecido adiposo, rim, figado, bago, pulméo,
pancreas, tenddes, membrana sinovial, fluido amniético, placenta, corddo umbilical, polpa
dentaria e etc (NARDI; MEIRELLES, 2006; CARVALHO et al., 2015; FADEL et al.,
2011; COSTA et al., 2017).

Células-tronco adultas podem se dividir em hematopoiética e mesenquimais. As
células-tronco hematopoiéticas além de possuirem a capacidade de se autorrenovar, podem
se diferenciar em células especializadas do tecido sanguineo e células do sistema imune
(AMORIM et al., 2012). A sua obtencdo é feita a partir da medula 6ssea, do corddo
umbilical ou do sangue periférico (SILVA JUNIOR et al., 2009).

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo consideradas células multipotentes
com propriedades de autorrenovacdo e capacidade de diferenciagdo em tecidos
mesenquimais e, possivelmente, em ndo mesenquimais. As células-tronco mesenquimais
sdo consideradas uma linhagem de células-tronco somaticas e estdo presentes em regides
perivasculares de todos os tecidos adultos, em pequenas quantidades, incluindo a medula
0ssea, o tecido adiposo, o tecido muscular e os 6rgdos parenquimatosos (MEIRELLES et
al., 2008; MAMBELLI et al., 2009; ZUCCONI et al., 2009).

Existem também as classificacbes das celulas-tronco em: totipotentes que sao
células capazes de originar um organismo completo, uma vez que tém a capacidade de
gerar todos os tipos de células e tecidos do corpo, incluindo tecidos embrionarios e
extraembrionarios (VERFAILLIE, 2002). As células pluripotentes sdo aquelas obtidas a

partir da massa celular interna de blastocistos, dotadas de grande plasticidade e apresentam
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uma ilimitada capacidade de proliferacdo in vitro, além da possibilidade de formar células
derivadas dos trés folhetos embrionarios em cultura (AMORIM et al., 2012;
SYLVESTER; LONGAKER, 2004). As multipotentes tém a capacidade de gerar um
namero limitado de células especializadas podendo ser encontradas em quase todas as
areas do corpo (SOUZA et al., 2010). As células oligopotentes sdo capazes de diferenciar-
se em poucos tecidos e sdo encontradas em diversos tecidos ja diferenciados. As
unipotentes sdo células que conseguem apenas se diferenciar em um Unico tecido, ou seja,
o tecido a que pertencem (SOARES, 2010).

As CTM’s foram primeiramente estudadas a partir de aspirados da medula 6ssea,
onde estdo localizadas no compartimento basal medular, sendo responsaveis pela
hematopoiese e diferenciacdo em linhagens mesenquimais (CAPLAN; BRUDER, 2001;
PHINNEY; PROCKOP, 2007; BIANCO et al., 2008; ABDALLAH; KASSEM, 2009).

A Society for Cellular Therapy definiu critérios minimos para que uma célula seja
qualificada como ceélula-tronco mesenquimal, que incluem: aderéncia plastica, quando
isoladas em cultura; expressao de marcadores moleculares para CD105, CD73 e CD90, em
mais de 95% das células em cultivo; auséncia de expressdo dos marcadores para CD34,
CD45, CD14 ou ainda dos CD11b, CD79, CD19, HLA-DR, em mais de 95% das células
em cultivo; e capacidade dessas células em se diferenciarem em 0sso, gordura e cartilagem
(DOMINICI et al., 2006; HORWITZ et al., 2005).

A partir do inicio do século XXI, com o advento de novos conhecimentos sobre a
plasticidade das células-tronco e com o surgimento de estudos cientificos que sugeriram a
transdiferenciacdo direta ou indireta e diferenciacdo dessas células, estas passaram a ter seu
emprego considerado na terapia celular (HERZOG et al., 2003; MEIRELLES et al., 2006).
A possibilidade de tratamento com células-tronco conquistou notoriedade devido ao seu
inigualavel potencial terapéutico e tornou-se a principal alternativa da terapia celular
(COLOME et al., 2008; LAI et al., 2008).

2.2 Terapia com células-tronco
As células-tronco tem sido alvo de grandes pesquisas clinicas e experimentais pelos

seus efeitos benéficos com utilizacdo neuroldgicas (HIMES et al., 2006; PARK et al.,
2006; CHOI et al., 2010; LEE; PARK, 2009), cardiacas (OHNISHI et al., 2007; PSALTIS



19

et al., 2008; ILARDUYA et al., 2009; CHIN et al., 2010), hepaticas (MOHAMADNEJAH
et al., 2007; WANG et al., 2009), renais (MORIGI et al., 2008), pulmonares (HACKETT
et al., 2010), ortopédicas (FEITOSA et al., 2010), das glandulas mamarias (COSTA et al.,
2016), cicatrizagio (DEL CARLO et al., 2008; ARGOLO NETO et al., 2012) e também na
restauracdo reprodutiva com recuperacdo ovariana (PAN et al., 2016; TERRACIANO et
al., 2014; SU et al., 2016).

Em cardiologia, pesquisas contemporaneas referem restabelecimento das funcdes
inotrépicas e cronotropicas em modelos de cardiomiopatia dilatada, arritmias e focos de
necrose isquémica tratados com células-tronco mesenquimais (CTM’s) autdlogas
(OHNISHI et al., 2007; PSALTIS et al., 2008; ILARDUYA et al., 2009; CHIN et al.,
2010).

O restabelecimento morfofuncional do tecido lesado, foram alcangados utilizando-
se CTM’s para o tratamento experimental de desordens neuroldgicas, como discopatias
vertebrais (HIMES et al., 2006), doenca de Parkinson (PARK et al., 2006), esclerose
amiotréfica lateral (CHOI et al., 2010) e atrofia sistémica multipla (LEE; PARK, 2009).

Em doencas metabolicas como no diabetes mellitus experimental, observou-se
reducdo dos niveis séricos de glicose ¢ restabelecimento de células B pancreaticas apds a
infusdo endovenosa de CTM’s (XIE et al., 2009). Em modelos de cirrose hepética,
observou-se que o tratamento com MSCs retarda a progressdo da fibrogénese hepatica
(MOHAMADNEJAD et al., 2007).

O tratamento de lesdes Osteo-articulares degenerativas, como artrite reumatdide e
osteoartrite, com CTM’s reduziu a inflamacéo local e a progressdo das lesGes articulares
(CHEN; ROCKY, 2008). Também foi verificando os efeitos das células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea de ovinos e da polpa dentaria imatura humana em ovinos
com osteonecrose induzida, da cabeca do fémur e os resultados encontrados aparentemente
favorecem a regeneracgdo Ossea de tecidos lesados (FEITOSA et al., 2010)

Na dermatologia Argolo Neto et al. (2012) avaliando o uso de CTM’s sozinho ou
em combinacdo com plasma rico em plaquetas autélogo na reparacdo de lesdes cutaneas
em ratos diabéticos constatou que ambos os tratamentos apresentaram melhores resultados
do que a limpeza diéria das lesGes cutaneas com solucéo salina ou cobertura das lesbes

com curativo semipermedvel.
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As CTM’s demonstram excelentes resultados na reparagdo de lesdes provocadas
por mastite em caprinos (COSTA et al., 2017), conseguindo recuperar a glandula mamaria,
com reestabelecimento da producéo leiteira.

Foram avaliados os efeitos e a seguranca da aplicacdo das CTM humanas do tecido
adiposo em ratos com lesdes ovarianas induzidas por ciclofosfamida (TAKEHARA et al.,
2013). Segundo os autores ndo foi notada a formagdo de tumores ou mortes nos animais
experimentais, e as CTM da gordura humana foram capazes de induzir a angiogénese e
restaurar 0 numero de foliculos ovarianos e corpo luteo dos ovarios. Esses achados
sugerem que as CTM tem uma importante funcdo na restauracdo da funcdo de ovarios
danificados e podem ser Uteis na medicina regenerativa ja que durante muitos anos,
acreditou-se que ndo haveria a possibilidade de renovacdo da reserva oocitaria. Porém,
com o avanco dos estudos da oogénese, a teoria se tornou alvo de grande controversia
(TILLY; JOHNSON, 2007; JOHNSON et al., 2004).

As pesquisas gque visam solucionar os problemas de infertilidade em humanos, bem
como aumentar a eficiéncia reprodutiva de animais de alto valor genético ou em via de
extincdo, sdo de grande importancia. Assim, a possibilidade de formacéo de novos o6citos
apos o nascimento, utilizando-se células-tronco de diferentes origens, pode ter uma
importante aplicagdo terapéutica reprodutiva, mas ainda ndo se sabe quais 0S mecanismos

ideais para a producgéo de gametas (COSTA, 2016).

2.3 Produgdo in vitro de embrides

As biotécnicas reprodutivas devem garantir a manutencdo da morfologia folicular e
a obtencdo de odcitos viaveis a serem utilizados em programas de criopreservacao, cultivo
e fecundacdo in vitro, melhorando a produtividade de animais de alto valor zootécnico ou
em via de extincdo (BALDASSARRE; KARATZAS, 2004).

Estdo envolvidas na producdo in vitro de embribes (PIV) as etapas de colheita de
odcitos, maturacao (MIV), fecundacdo (FIV), bem como o cultivo ou co-cultivo (CIV) de
zigotos e estruturas embrionarias com posterior transferéncia para as receptoras ou a
criopreservacdo (GONCALVES et al., 2008; PADILHA, 2013; PARAMIO; IZQUIERDO,
2014).

A PIV tem sido consideravelmente desenvolvida nos ultimos anos, devido a alta

variabilidade na resposta ovulatéria, falhas de fertilizacdo e processos de degeneracao
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embrionaria que afetam os rendimentos obtidos com a tradicional multipla ovulacéo e a
transferéncia de embrides (ABDULLAH et al.,, 2008). Atualmente, a maioria dos
protocolos de PIV combina a estimulacdo do desenvolvimento folicular com tratamentos
curtos de gonadotrofinas e a recuperacdo do odcito por técnicas minimamente invasivas,
geralmente por captacdo de odcitos por laparoscopia (LOPU) (GIBBONS et al., 2007;
BALDASSARRE et al., 2002; BALDASSARRE; KARATZAS, 2004).

Em pequenos ruminantes a PIV foi inicialmente adaptada a partir de protocolos de
bovinos, o0 que demonstrou uma marcante diferenca entre as espécies (PADILHA, 2013),
com o avancar das pesquisam, os protocolos foram sendo adaptados aos pequenos
ruminantes e consequentemente os resultados foram melhorando (COX; ALFARO, 2007),

porém ainda necessita-se de mais pesquisas, pois o0s resultados sdo bastante oscilantes.

2.4 Origem e obtenc&o dos o6citos

A obtencdo dos odcitos é etapa fundamental para a realizacdo da biotécnica de
producédo in vitro de embrides (PIV) em animais domésticos, e esses podem ser colhidos de
ovarios obtidos em abatedouros, por ovariectomia ou in vivo por aspiragdo de foliculos
utilizando-se meétodos de laparotomia, laparoscopia ou via transvaginal guiada por
ultrassom (GONGCALVES et al., 2008; PADILHA, 2013). Ovarios de abatedouros
aparecem como fonte de od6citos de menor custo e em maior quantidade para a producéao de
embrides em larga escala (GONCALVES et al., 2008). Além disso, odcitos de animais
abatidos tém sido importantes na obtencdo de embrifes para uma variedade de propositos
de pesquisa, mas sdo de limitado valor em programas de melhoramento genético, visto que
0 histdrico e estado sanitario das fémeas séo, na maioria das vezes, desconhecidos.

A puncdo de foliculos guiada por ultra-som “ovum pick-up” (OPU), para a
recuperacdo de oocitos em fémeas vivas, é frequentemente realizada em bovinos (VIANA
et al., 2003; VIANA; BOLS, 2005). A técnica ainda € bastante limitada em pequenos
ruminantes, pois ndo é facil manipular os érgdo do sistema reprodutivo pelo reto, como
ocorre em bovinos, bubalinos e equinos, optando-se assim por intervencdes cirargicas para
facilitar a execucdo da técnica, diante disso, torna-se um procedimento dificil para os
veterinarios, mesmo experientes, além de causar mais traumatismo do que a laparotomia
ou laparoscopia (BALDASSARRE et al.,, 1996). A laparotomia causa inevitavelmente

algum grau de trauma cirdrgico, sendo necessario um cuidado extremo para evitar a
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formacdo de aderéncias pds-operatérias (BASSO et al., 2008). Essas consequéncias tornam
a laparotomia inadequada para uso em médio e longo prazo, especialmente em fémeas de
alto valor genético (FREITAS; SIMPLICIO, 2002; TERVIT, 1996).

Em pequenos ruminantes, a coleta de odcitos apds a exposicdo do ovario por
laparotomia foi gradualmente substituida por puncdo laparoscépica dos foliculos e
aspiracdo de seu contetido (ABDULLAH et al., 2008; TERVIT, 1996).

2.4.1 Aspiracéo folicular por laparoscopia (LOPU)

Snyder e Dukelow descreveram pela primeira vez a LOPU em 1974. Eles aspiraram
21 foliculos e recuperaram 6 odcitos de uma ovelha por laparoscopia.

Uma vantagem substancial da LOPU sobre a laparotomia é que a mesma doadora
pode ser utilizada em mais procedimentos de aspiracdo, uma vez que o procedimento é
minimamente invasivo e a recuperacao pds-operatdéria € muito mais rapida (ABDULLAH
et al., 2008). Outro fato marcante € que o sistema permite a producdo de descendentes de
animais que ndo seriam capazes de reproduzir usando inseminacdo artificial (1A) ou
transferéncia de embriGes ap6s mdltiplas ovulagbes (MOET), tais como animais preé-
puberes (TEIXEIRA, 2013).

A LOPU também proporciona um bom rendimento de odcitos com o intuito de
producdo de zigotos para microinjecdo de DNA ou para citoplastos receptores em
programas de transferéncia nuclear (BALDASSARRE; KARATZAS, 2004).

Apesar dos excelentes resultados obtidos na recuperacdo de odcitos por LOPU
(BALDASSARRE et al., 1994; BALDASSARRE et al., 1996; BALDASSARRE et al.,
2002), resultados controversos sao encontrados na literatura, atribuidos principalmente a
quantidade de pungbes no mesmo animal, podendo interferir quanto a diminuicdo do
namero de foliculos e da qualidade dos odcitos aspirados (CORDEIRO et al., 2014) e o
aparecimento de lesbes ovarianas que podem comprometer a recuperacdo dos o0citos
(VIANA et al., 2003) ap6s sucessivas puncBes foliculares (OPU). Outra observacao
relevante, é que apesar de pouca ocorréncia, também podem ser observadas aderéncias
devido a manipulacdo e puncdo dos ovarios (McEvoy et al., 2006; CORDEIRO et al.,
2014).
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Resumo

Para avaliar o efeito de sucessivas LOPU’s podem provocar nos ovarios de cabras, foram
utilizadas 12 cabras saudaveis e aptas a reproducdo. Os animais foram sincronizados e
estimulados com dose Unica de FSHp e eCG 36 horas precedente as LOPU’s. Foram feitas
cinco sessdes de aspiracdes com intervalos de 12 dias. Foram coletados sangue e
fragmentos do ovariano. Observou-se diferenca (P<0,05) na média de foliculos aspirados
nas LOPU’s, com menor média na 3* LOPU. A média de odcitos recuperados, ndo
observou-se diferenca entre a 12 e 52 LOPU (P>0,05), porem as medias dos foliculos
aspirados na 22, 32 e 42 LOPU reduziram em relagdo a 12 LOPU (P<0,05). Quanto a taxa de

recuperacdo oocitaria, houve uma reducdo na 3% e 42 LOPU em relacdo a 12 e 22 LOPU
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(P<0,05) e na 5 LOPU observou-se aumento da recuperacdo oocitaria em relagdo a 32 e 42
LOPU (P<0,05). A qualidade dos CCO’s de grau 2 reduziram entre a 12 e 42 LOPU e os de
grau 4 aumentaram na 22, 42 e 52 LOPU em relacdo a 1% e 3* LOPU(P<0,05). Houve
reducdo (P<0,05) de estruturas viaveis na 22 e 42 LOPU, com aumento na 3% e 52 LOPU. As
bidpsias evidenciaram tecidos ovarianos morfologicamente normais. Nao houve diferenca
(P>0,05) na dosagem de progesterona, porem houve um aumento (P<0,05) na dosagem de
estradiol da 2° LOPU em relagédo as demais. Desta forma conclui-se que cinco sessdes de
LOPU com intervalos de dose dias ndo interfere morfofuncionalmente nos ovarios de

cabras.

Palavras-chave: Aspiracao folicular; caprinos; laparoscopia; ovarios.

Introducéo

Em pequenos ruminantes a producéo in vitro de embrides (PIV) foi inicialmente
adaptada a partir de protocolos de bovinos, 0 que demonstrou uma marcante diferenca
entre as especies (Padilha, 2013), com o avancar das pesquisas, 0s protocolos foram sendo
adaptados aos pequenos ruminantes e consequentemente os resultados foram aparecendo
(Cox & Alfaro, 2007). A obtencdo dos odcitos é etapa fundamental para a realizacdo da
biotécnica de PIV em animais domésticos, e esses podem ser colhidos de ovarios obtidos
em abatedouros, por ovariectomia ou in vivo por aspiracdo de foliculos utilizando-se
métodos de laparotomia, laparoscopia ou via transvaginal guiada por ultrassom (Goncalves
et al., 2008; Padilha, 2013).

A aspiracdo folicular por laparoscopia (LOPU) vem sendo a mais utilizada na
obtencdo de odcitos, principalmente por permitir que a mesma doadora possa ser utilizada
repetidamente, uma vez que o procedimento € minimamente invasivo e a recuperacdo pos-
operatdria € muito mais rapida (Abdullah et al., 2008). Outro fato marcante é que o sistema
permite a producdo de descendentes de animais que ndo seriam capazes de reproduzir
usando inseminacdo artificial (1A) ou transferéncia de embrides apds multiplas ovulacdes
(MOET), tais como animais pré-puberes (Teixeira, 2013).

Apesar dos excelentes resultados obtidos na recuperacdo de odcitos por LOPU
(Baldassarre et al., 1994; Baldassarre et al., 1996; Baldassarre et al., 2002), ainda sdo

encontrados resultados controversos na literatura, principalmente quanto a diminuicdo do
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numero de foliculos e da qualidade dos odcitos aspirados (Cordeiro et al., 2014) e o
aparecimento de lesdes ovarianas que podem comprometer a recuperacdo dos od6citos
(Viana et al., 2003) ap0s sucessivas puncgdes foliculares. Outra observacéo relevante, é que
apesar de pouca ocorréncia, também pode ser observada aderéncias devido a manipulacao
e puncdo dos ovarios (Cordeiro et al., 2014). Esse estudo tem por objetivo avaliar o efeito
de sucessivas aspiragdes foliculares por laparoscopia sobre a morfofuncionalidade de

ovarios de cabras SPRD.

Materiais e Métodos

Comité de Etica

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Piaui, sob o protocolo de 117/15.

Local e periodo de realizagdo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Biotecnologia da Reproducdo Animal
do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Piaui (UFPI) localizado no

municipio de Teresina — PI, no periodo de outubro de 2016 e maio de 2017.

Selecdo dos animais experimentais

Foram utilizadas 12 cabras SPRD, ndo lactantes, com idade média de 3 anos, com
escore da condicdo corporal variando de 3,0 a 4,0, em escala de 1 a 5, de acordo com
Machado et al. (2008). As fémeas selecionadas foram mantidas em piquetes com pastagem
de Andropogon (gayanus Kunth), com suplementacdo de 400 gramas de concentrado por

animal fornecido ao cocho no periodo da tarde, com &gua e sal mineral ad libitum.
Sincronizacéao e estimulacédo ovariana
Os animais foram sincronizados com uso de esponjas intravaginais impregnadas com

60 mg de acetato de medroxiprogesterona no (D0) permanecendo por 11 dias. No nono dia

(D9) foi administrado por via intramuscular, 75 pg de d-cloprostenol. A estimulagéo
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ovariana constituiu na administracdo de 80 mg de FSHp e 300 Ul de eCG, ambas em

aplicagdo Unica, por via intramuscular, feita 36 horas anterior as LOPU’s.

Preparo dos animais e protocolo anestésico

Antes de cada aspiragdo, as fémeas foram submetidas a um jejum alimentar de 36h,
e liquido de 24h. A medicacdo pré-anestésica, foi realizada utilizando 0,05 mg/Kg/IM de
cloridrato de xilazina a 2% por via intramuscular e, apds 10 minutos, foi aplicado
cloridrato de cetamina a 10% para inducdo na dose de 5 mg/Kg/IV. Em seguida a fémea
foi colocada em maca cirargica apropriada, onde o animal foi entubado com uma sonda
endotraqueal de 7,5mm com balonete insuflavel, com o auxilio de um laringoscépio de
lamina reta. A sonda foi fixada no chanfro do animal, evitando assim aspiracdo do
contetdo ruminal. Em seguida a sonda foi acoplada ao aparelho de anestesia inalatéria para
permitir o fornecimento de oxigénio medicinal, sob ventilagdo assistida, facilitando a troca
gasosa, e Isoflurano como anestesia inalatéria. No campo cirurgico, regido do abdome

cranial ao Ubere, foi realizada a tricotomia e antissepsia com alcool iodado 2%.

Aspiracéo Folicular por Laparoscopia (LOPU)

As fémeas foram submetidas a 5 sessdes/animal de LOPU com intervalos de doze
dias entre as aspiraces foliculares.

As LOPU’s iniciaram com o posicionamento da fémea em Trendelemburg, ¢ a
agulha de Veress foi introduzida cerca de 10 cm cranial ao Ubere e cinco centimetros a
direita da linha média, para inflar a cavidade com CO2, e com o auxilio de um bisturi,
realizado um orificio para inserir trocarter de 7 mm a qual foi introduzido o laparoscopio.

O endoscapio rigido foi conectado a um cabo de fibra ética, fornecendo luz para o
interior da cavidade e a imagem resultante foi visualizada. Uma vez obtida a viséo interna
da cavidade, foi realizada uma pequena incisdo na pele para a introducéo do trocarte de 10
mm, para a passagem da pinca fenestrada de apreensdo com cremalheira para manipulacéo
do utero, tubas e bursas ovaricas, a fim de visualizar os ovarios. Antes de iniciar a
aspiracdo, os ovarios foram examinados e o numero de foliculos visiveis (trés a oito mm)
na superficie de cada um foi registrado. O ovério foi imobilizado pela apreensdo proxima

ao seu ligamento, evitando ao maximo danificar as estruturas das tubas e do pediculo. Em
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137  seguida, a agulha de aspiragdo foi introduzida na cavidade proxima ao local onde se
138  encontrara o ovario.

139

140  Figura 1 - Esquema de tratamento hormonal, puncGes foliculares, coletas sanguineas e
141  biopsias ovarianas em cabras durante o periodo experimental

142
BIOPSIA
BIOPSIA
143
DO- dia zero (inicio do tratamento com progestageno)
ES- colocacdo da esponja
D9- nono dia do tratamento progestageno e PGF2a- aplicagdo de 70ug de cloprostenol — intramuscular
D11- décimo primeiro dia(RE- retirada das esponjas final do tratamento progestageno)
_ Aplicagdo de 80 mg de FSHp e de 300 Ul de eCG- estimulagdo ovariana
Intervalos entre LOPUS
36 horas antes das laparoscopias(LOPUS)
LOPU Pung3do Folicular por Laparoscopia
_ Coleta de sangue para dosagem hormonal
144 BIOPSIA Biopsia dos ovdrios das cabras experimentais destinados a histologia
145
146 Os foliculos foram puncionados pela movimentacdo dos ovarios em diferentes

147  posi¢Bes com a pinca de apreensao. A pressao do vacuo foi ajustada para 35 mmHg em um
148  sistema de aspiragdo composto de uma agulha de 20G, conectada a uma canula de teflon de
149 50 cm de comprimento presa a rolha de silicone conectada no tubo de colheita (50 mL). No
150 interior do sistema de aspira¢do por onde passardo complexos cumulus oophorus foi feita
151 uma lavagem prévia com o meio de colheita deixando aproximadamente 2 mL deste
152  liquido, no fundo do tubo, para receber os odcitos.

153 A fim de minimizar a formacdo de possiveis aderéncias, 0s ovarios, ao final da

154  laparoscopia, foram banhados com 20 mL de solugdo fisiologica com 5% de glicerina
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aquecido a 37°C e, logo apos, o liquido da lavagem foi aspirado da cavidade. Ao final da
laparoscopia, as feridas cirurgicas foram suturadas com e colocado antibiético tépico sobre
cada incisdo na pele. Ao redor das feridas cirdrgicas foi utilizada pomada
repelente/cicatrizante. Nas intervencfes subsequentes, as incisdes foram realizadas no
mesmo local da incisdo anterior. ApGs serem retiradas da maca cirargica as fémeas foram

colocadas em local limpo até o seu completo restabelecimento.

Lavagem, rastreamento e selecdo dos Complexos Cumulus Oophorus (CCO)

O material aspirado foi transferido para um filtro de coleta de embrifes e lavado
com PBS a 37°C. O conteudo aspirado foi depositado em placas de Petri de 100 x 20mm
para a pesquisa de estruturas sob lupa estereomicroscépica. Os CCOs foram transferidos
para placas de 30 x 15 mm contendo TCM 199 (com Sais de Hanks), e classificados de

acordo com a qualidade morfologica em Graus I, 11, 1l e IV (Viana et al., 2004).

Biopsias

Foram realizadas duas biopsias na regido cortical do ovario com agulha/canula para
bidpsia semi automatica de tecidos moles 14G antes da primeira LOPU e ao final (LOPU
5). Os materiais obtidos nas bidpsias foram fixados em Metacarn (60% metanol, 30%
cloroformio e 10% de &cido acético glacial) por 24 h e depois transferidos para alcool a
70%. O material foi desidratado em solugdes de concentragbes crescentes de etanol,
diafanizado em xilol, incluido em resina histolégica e submetido & histotécnica para
coloracdo com hematoxilina-eosina e tricromio de Masson para analise sob microscopia

Optica.

Dosagens Hormonais

Amostras de sangue foram coletadas com intervalos de 12 dias durante todo o
periodo do experimento, diretamente da veia jugular, em tubos a vacuo de 10 mL sem
heparina, (Vacutainer®) e centrifugados a 3500 RPM por 15 min para a separa¢ao do soro
(Centrifuga Fanen Exelsa Baby I, modelo 206). Posteriormente, o soro foi aliquotado em

duplicata e armazenados em microtubos de 2,0 mL (Axigen Scientific MCT — 200B), em
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188  freezer a -20°C até a realizacdo dos ensaios no Laboratério de Biotecnologia da
189  Reproducdo Animal do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Piaui -
190  UFPI. As dosagens de progesterona e estradiol foram atraves do método ELISA (Kit DRG
191  ELISA that perform®).

192

193  Analise estatistica

194

195 O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente ao acaso com 12 repeti¢des (nimero de
196  animais). Os dados quantitativos obtidos (foliculos aspirados, o6citos recuperados, taxa de
197  recuperagdo de odcitos - porcentagem de odcitos recuperados por foliculo aspirado) e

198 qualitativos (qualidade dos odcitos), foram analisados utilizando a andlise de variancia

199 (ANOVA) com o pacote estatistico Statistical Analysis System (SAS®) for Windows verséo
200  9.0. As médias foram comparadas utilizando o teste de Duncan (P<0,05) e as variaveis nao

201  paramétricas foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado (P<0,05).

202

203  Resultados

204

205 Os dados obtidos demonstram que houve diferenca (P<0,05) na média de foliculos

206  aspirados nas LOPU’s (Tabela 1), com menor media na 32 LOPU.

207 Em relacdo a média de odcitos recuperados, ndo observou-se diferenca significativa
208 entre a 1% e a 5% LOPU (P>0,05), porem as médias dos foliculos aspirados na 22, 3% e 42
209  LOPU reduziram significativamente em relagéo a 12 LOPU (P<0,05) (Tabela 1).

210 Avaliando a taxa de recuperacdo oocitaria, através da razdo entre foliculos
211  aspirados e odcitos recuperados, houve uma reducao na 3% e 4 LOPU em relacdo a 1% e 22
212 LOPU (P<0,05) e na 5% LOPU observou-se um aumento da recuperacdo oocitéria em
213  relagdo a 32 e 42 LOPU (P<0,05) (Tabela 1).

214 Avaliando a influéncia de sucessivas aspiragdes foliculares por laparoscopia sobre a
215 qualidade dos Complexos Cumulus oophorus (CCO’s), classificados em graus de
216  qualidade oocitaria (Figura 2), observou-se que nas LOPU’s os odcitos de grau 1 e 3 ndo
217  apresentaram diferenca estatistica (P>0,05). Em relagdo aos CCQO’s de grau 2, reduziram
218 entre a 12e a 4? LOPU e os o0citos de grau 4 aumentaram na 22, 42 e 5* LOPU em relacéo a
219 12e 32 LOPU (P<0,05).

220
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221  Tabela 1 — Numero de foliculos aspirados, odcitos recuperados e taxa de recuperagdo
222  oocitaria em sucessivas aspiracdes foliculares por laparoscopia (LOPU) em fémeas
223  caprinas SPRD

_ LOPU
Variaveis Total
10 20 30 40 50
Foliculos
_ 138 94 98 114 115 559
aspirados
Média/Animal 11,52 10,4% 8,2° 10,4% 9,6% 10,0
Odcitos
55 28 26 26 49 184
recuperados
Média/Animal 4,6 2,5° 2,2° 2,2° 4,1% 31
Taxa de
recuperacéo 39,82 29,83 26,5 22,8 42,62 32,9
(%)

224 Médias com mesma letra, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

225 Médias com mesma letra, para variavel taxa de recuperacgdo, ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado a
226 5% de probabilidade.

227

228 Houve uma reducédo (P<0,05) de estruturas vidveis na 22 e 42 LOPU (46,4% e

229  53,8% respectivamente), quando comparadas com a viabilidade da 3% e 52 LOPU (80,76%
230 e 61,2% respectivamente) de acordo com a Figura 4.

231 As bidpsias pré (LOPU 1) e p0s cinco aspiragdes (LOPU 5) evidenciaram tecidos
232  ovarianos morfologicamente normais (Figura 4A). As alteracdes observadas apds a LOPU
233 5 foram discretas no parénquima ovariano de dois caprinos, observando-se uma area focal
234 de infiltrado inflamatdrio mononuclear com predominancia de linfécitos (Figura 4B).

235 Foram observadas aderéncias no local do procedimento cirdrgico em quatro das
236  doze cabras submetidas as sucessivas LOPU.

237

238

239

240
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241  Figura 2 — Grau de qualidade dos Complexos Cumulus oophorus (CCO’s) colhidos em

242  sucessivas aspiracOes foliculares por laparoscopia (LOPU) em fémeas caprinas SPRD
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244 Médias com mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo Teste do Qui-quadrado a 5%. Médias com

245  mesma letra maitscula ndo diferem entre si pelo Teste do Qui-quadrado a 5%.

246

247  Figura 3 — Viabilidade dos Complexos Cumulus oophorus (CCO’s) colhidos em

248  sucessivas aspirac@es foliculares por laparoscopia (LOPU) em fémeas caprinas SPRD
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250 Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste do Qui-quadrado a 5%.

251
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Figura 4 — Cortes histolégicos de tecido ovariano caprino antes e ap6s cinco aspiragoes
foliculares por laparoscopia em fémeas caprinas SPRD

A. Foliculos de transi¢do normais (setas). H-E, aumento de 400x. B. Infiltrado inflamatorio

mononuclear focal. H-E, aumento de 200x.

Né&o foram observados efeito das LOPUS (P>0,05) na concentracdo plasmatica de
progesterona. De maneira geral, as concentragdes permaneceram sem grandes variagdes
em todas as LOPUS (Figura 5).

Nas concentracGes plasmaticas de Estrogeno foram observadas médias mais
elevadas na 2* LOPU (P<0,05) em relacdo as demais LOPU’s, conforme mostrado na

Figura 5.
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Figura 5 - Niveis de progesterona e estradiol de cabras submetidas a sucessivas aspira¢coes

foliculares por laparoscopia
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Médias com mesma letra, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Discussao

Quando comparadas as medias de foliculos, observou-se uma reducdo gradual
significativa com posterior retomada numérica observando na ultima LOPU valores
préoximos e até superiores aos da primeira. Estudando sucessivas LOPU’s, Morton et al.
(2005) (ovinos) e Cordeiro et al. (2014) (caprinos) observaram diferencas significativas
entre a primeira e a Ultima aspiracdo, porém sem que fossem observadas uma retomada da
quantidade dos foliculos aspirados, odcitos recuperados e taxa de recuperagao, observados
com a evolucao das LOPU’s, como foi constatado neste experimento. Isso provavelmente
por conta do intervalo de tempo entre as LOPU’s empregada por Cordeiro et al. (2014),
com duracdo de 7 dias, ndo havendo tempo suficiente para retomada do crescimento dos
dados quantitativos e devido o reduzido nimero de LOPU realizados por Morton et al.
(2005), que utilizou apenas trés LOPU’s em intervalos de 14 dias. Por tanto,
provavelmente ndo foi o suficiente para uma provavel adaptacdo dos animais aos
procedimentos, como constatado neste experimento.

A hipdtese de que a reducdo dos indices avaliados ao longo das sucessivas LOPU’s

seria 0 uso frequente de hormonio exdgeno, o qual poderia estar induzindo a formacédo de
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anticorpos anti-FSH e anti-eCG (Cordeiro et al., 2014; Bodin, et al., 1997; De Ruigh et al.,
2000) foi excluida, pois a retomada dos indices com as LOPU’s consecutivas demonstram
que ndo ha interferéncias nas quantidades e qualidade dos o6citos de LOPU.

Outros autores que trabalharam com aspirag6es foliculares em pequenos ruminantes
(Teixeira et al., 2011; Gibbons et al., 2007) ndo encontraram reducdo nas concentracoes
quantitativas e qualitativas de odcitos apds sucessivas LOPU’s, resultados que contrapdem
ao observados. Tal fato demonstra as variacBes de resultados quanto a utilizacdo de
sucessivas aspiracoes foliculares no mesmo animal e o impacto causado na reproducao dos
mesmos.

A qualidade dos o6citos apresentou variagdes significativas entre as LOPU’s, com
momentos de queda e melhoria da qualidade no decorrer das sucessivas LOPU’s. Essas
varia¢des na qualidade oocitaria podem ter sido em decorréncia de ajuste de técnica, ja que
variacOes podem ocorrer por varios fatores, como calibre da agulha, pressao e calibre do
sistema de aspiracdo e tamanho de foliculos aspirados (Rodriguez et al., 2006; Fry et al.,
1997).

A maioria dos odcitos perde parte das celulas do cumulus no transito do foliculo até
0 tubo de coleta (Cordeiro et al., 2014). Uma forma de preservar as células do cumulus
seria por meio da adequacdo do vécuo trabalhando com foliculos em estadio mais precoce
que por sua vez tém complexos cumulus-o6cito mais compactos (Baldassarre et al., 1994).
O odcito caprino demonstra uma certa fragilidade a pressao do vacuo. Um leve aumento na
pressdo no momento da desobstrucdo das agulhas com coagulos de sangue, levava ao
aparecimento de odcitos desnudos.

Variagbes na qualidade de oodcitos apds sucessivas LOPU’s também foram
encontradas por Cordeiro et al. (2014) que observou diminui¢do tanto quantitativa quanto
qualitativa dos odcitos recuperados por LOPU. J& Morton et al. (2005) observou uma
reducdo na quantidade de foliculos e odcitos, mas ndo na qualidade dos odcitos
recuperados quando trabalhou com ovinos submetidos a sucessivas LOPU’s.

A avaliacdo histologica ndo revelou presenca de lesdes que interferissem na
morfofuncionalidade dos ovarios, apenas areas de infiltrado inflamatorio constatadas em
dois animais. Esses achados coincidem com os encontrados por Teixeira et al. (2011)
estudando a histologia de ovarios de ovelhas submetidos a nove se¢cdes de LOPU com
intervalo de sete dias.
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O fato da ndo observacdo de lesbes ovarianas pode ter ocorrido em funcdo das
puncdes ovarianas serem em locais especificos, que no caso, ocorre apenas nos foliculos
(Teixeira et al., 2011). Sendo assim, ja que os foliculos ovarianos localizam-se na
superficie do ovario, na regido cortical, o restante dos ovarios permaneceu integro como
foi observa neste experimento através da histologia.

O comprimento da agulha utilizada nas LOPU’s em pequenos ruminantes ¢ menor
que a agulha utilizada em OPU guiada por ultrassom, com isso a agulha perfura somente o
foliculo, sem que haja perfuracéo de outras partes do ovario evitando assim a ocorréncia de
alteracGes histopatologicas como observado por Viana et al. (2003) quando avaliou lesbes
no trato genital em vacas utilizados como doadoras de odcitos.

As pequenas areas de infiltrado inflamatdrio que foram observadas em duas cabras
deste experimento podem ter ocorrido por processos fisioldgicos normais do corpo lUteo,
subsequente ao foliculo que ovulou e que é totalmente eliminado por apoptose (Lucacin &
Pinto Neto, 2009), ou mesmo, pode ter ocorrido com os foliculos que foram aspirados, por
isso a constatacdo dessas areas de inflamacdo, porém sem comprometimento do
parénquima ovariano.

As dosagens de progesterona ndo apresentaram diferencas (P>0,05), mostrando que
ndo houve interferéncia das LOPU’s na producdo da mesma. Em relacdo ao estradiol
houve um aumento (P<0,05) na segunda LOPU provavelmente devido a presenga de
foliculos maiores ja que no momento da divergéncia da onda ovulatoria a taxa de
crescimento dos foliculos, dois ou trés dias depois da emergéncia da onda, o FSH sofre
rapido declinio (Mapletoft, 2000), com subsequente aumento da concentragdo de estradiol
no fluido folicular dos foliculos maiores e no sistema circulatério (Kaneko et al., 1991;
Mihm et al., 1997; Evans et al., 1997).

Foram observadas aderéncias em quatro dos doze animais, em um total de 33,3%,
resultado semelhante foram mencionados por Menchaca et al. (2016). Também foram
observadas por Cordeiro et al. (2014) em estudos com cabras adultas e pré puberes, que
15% dos animais tiveram aderéncia entre o ovario e as estruturas adjacentes,
predominantemente ap0s a quarta intervencdo, e 10% desenvolveu aderéncias entre o
omento e os locais de insercao dos trocartes apos sucessivas LOPU’s. Stangl et al. (1999)
também constataram aderéncias em ovelha submetidas as sessdes de LOPU. Este fato esta

relacionado a manipulagéo da intervencéo cirdrgica, apesar de minimamente invasiva.
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Conclusao

As cinco secdes de aspiracdes foliculares por laparoscopia (LOPU) com intervalos de doze
dias entre elas ndo interferiram na quantidade e qualidade de odcitos recuperados e nao

causam lesGes suficientes para modificar a morfofuncionalidade ovariana.
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Efeito da infusdo de células-tronco mesenquimais em ovarios de cabras submetidas a
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Resumo

Os problemas ligados a diminuicdo do potencial produtivo dos ovarios estdo entre 0s
principais fatores limitantes a reproducgdo. Objetivou-se avaliar o efeito da infusdo de células-
tronco mesenquimais derivadas do corddao umbilical de caprinos em ovarios de cabras
submetidas a maltiplas aspiracdes foliculares por laparoscopia (LOPU). Foram utilizadas 7
cabras SPRD, ndo lactantes, com idade média de 3 anos e escore da condicao corporal (ECC)
variando de 3,0 a 4,0. As cabras foram divididas em dois tratamentos: T1-CTR (Controle — 3
animais); T2 - CTM (ovérios tratados com células-tronco mesenquimais — 4 animais). Os
animais foram sincronizadas com o0 uso de esponjas intravaginais com acetato de
medroxiprogesterona e aplicacdes de d-cloprostenol e a estimulacdo ovariana constituiu-se na
administracdo de FSHp e eCG, em aplicacdes Unicas, feita 36 horas anterior as LOPU’s. As
fémeas foram submetidas a 5 sessdes/animal de LOPU com intervalos de 12 dias e a terapia

celular através de infusdo ovariana com células tronco — CTM de corddo umbilical caprino, na
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concentracio de 1 x 10° cél/mL, nanomarcadas com Qtracker® e diluidas em 0,2 mL de
solucdo fisiologica (NacL a 0,9%) em duas aplicagdes: na ultima LOPU e 70 dias apds. A
avaliacdo quanto a funcionalidade ovariana/oocitéria foi realizada 45 dias posterior a quinta
LOPU. Foram realizadas biopsias aspirativas no cértex ovariano antes da primeira LOPU, e
apos a quinta LOPU. A avaliacdo histoldgica foi realizada ap6s 115 dias da primeira infuséo
de CTM, a partir do abate dos animais e coleta dos ovarios. Todas as analises foram
executadas através do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 2002). Com
1SS0, observou-se que ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre os foliculos aspirados,
o0citos recuperados e taxa de recuperagdo em relacdo aos grupos controle e grupo de cabras
tratadas com CTMs. Quanto a qualidade dos CCO’s ndo ocorreu diferenca significativa
(P>0,05) entre as classificagdes qualitativas das estruturas oocitarias nas diversas LOPU’s. Na
histologia, as alteracdes quando observadas, foram discretas, restritas ao parénquima
ovariano, sem comprometimento do mesmo. Com isso, a utilizacdo de CTM ndo influenciou

nos parametros qualitativos e quantitativos de oocitos recuperados por LOPU.

Palavras-chave: Ovarios, caprinos, laparoscopia, células-tronco

1. Introducéo

Para obtencdo dos odcitos, que € etapa fundamental para a realizacdo da biotécnica de
producdo in vitro de embrides (PIV) em animais domésticos, o procedimento in vivo mais
utilizado €é a aspiracdo folicular por laparoscopia (LOPU) (Abdullah et al., 2008). Ainda nao
estdio bem esclarecido as consequéncias da utilizacdo de sucessivas LOPU’s na
morfofuncionalidade dos ovarios e consequentes perdas reprodutivas.

Ja foram constatadas alteracBes quanto a diminui¢do da quantidade e qualidade de

oocitos apds multiplas aspiragdes foliculares em caprinos (Cordeiro et al., 2014), como
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também alteracbes histoldgicas com diminuicdo da atividade reprodutiva em bovinos
submetidos a vérias puncdes ovarianas (Viana et al., 2003).

A lesdo tecidual ocasionada por traumatismo ou agentes quimicos e/ou infecciosos
pode resultar em perda anatémica e funcional da integridade dos tecidos (Monteiro et al.,
2010). Com isso, surge a possibilidade de reparacao desses danos com a utilizacdo de células-
tronco (Pan et al., 2017), pois a partir do inicio do século XXI, com o advento de novos
conhecimentos sobre a plasticidade das células-tronco e com o surgimento de estudos
cientificos que sugeriram a transdiferenciacdo direta ou indireta e diferenciacdo dessas
células, estas passaram a ter seu emprego considerado na terapia celular (Herzog et al., 2003;
Meirelles et al., 2006). A possibilidade de tratamento com células-tronco conquistou
notoriedade devido ao seu inigualavel potencial terapéutico e tornou-se a principal alternativa
da terapia celular (Lai et al., 2007).

Células-tronco mesenquimais tem sido alvo de grandes pesquisas clinicas e
experimentais pelos seus efeitos benéficos com utilizacdo neuroldgicas (Himes et al., 2006;
Park et al., 2006; Choi et al., 2010; Lee; Park, 2009), cardiacas (Ohnishi et al., 2007; Psaltis et
al., 2008; llarduya et al., 2009; Chin et al., 2010), hepaticas (Mohamadnejad et al., 2007),
renais (Morigi et al., 2008), pulmonares (Hackett et al., 2010), ortopédicas (Feitosa et al.,
2010), das glandulas mamarias (Costa et al., 2017), cicatrizacdo (Del Carlo et al., 2008;
Argblo Neto et al., 2012) e também na restauracdo reprodutiva com recuperacao ovariana
(Pan et al., 2016; Terraciano et al., 2014; Su et al., 2016). Diante do exposto, objetivou-se
avaliar o efeito da infusdo de células-tronco mesenquimais derivadas do corddo umbilical de
caprinos em ovarios de cabras submetidas a maltiplas aspiracdes foliculares por laparoscopia

(LOPU).
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2. Material e Métodos

2.1. Comité de Etica
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Piaui, sob o protocolo de 117/15.

2.2. Local e periodo de realizacao do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da Reproducdo Animal
(LBRA) e no Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco (NUPCelt) do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (UFPI) localizado no
municipio de Teresina — PIl. Os animais experimentais foram oriundos do LBRA e as células-
tronco do NUPCelt. O experimento foi realizado entre os meses de outubro de 2016 e maio de

2017.

2.3. Selecdo dos animais experimentais

Foram utilizadas 7 cabras SPRD, ndo lactantes, com idade média de 3 anos, com escore
da condicéo corporal variando de 3,0 a 4,0, em escala de 1 a 5, onde 1 corresponde ao animal
muito magro e 5 ao muito gordo. As fémeas selecionadas foram mantidas em piquetes com
pastagem de Andropogon (gayanus Kunth), com suplementacdo de 400 gramas de
concentrado por animal fornecidos ao cocho no periodo da tarde, com agua e sal mineral ad
libitum. As cabras foram divididas em dois grupos sendo um com 3 animais (Grupo G1-
Controle) e outro com 4 animais (G2-CTM - ovaérios tratados com células tronco

mesenquimais).
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109  2.4. Sincronizacéo e estimulacédo ovariana

110

111 Os animais foram sincronizados com o uso de esponjas intravaginais impregnadas com
112 60 mg de acetato de medroxiprogesterona no (DO) por um periodo de 11 dias, sendo que no
113 nono dia (D9) foi administrado por via intramuscular, 75 pg de d-cloprostenol. A estimulacédo
114  ovariana constituiu na administracdo de 80 mg de FSHp e 300 Ul de eCG, ambas em
115 aplicagdo unica, por via intramuscular, feita 36 horas anterior as LOPU’s.

116

117 Figura 1 - Esquema de tratamento hormonal, puncdes foliculares, coletas sanguineas,
118  biopsias ovarianas, infusdo com células-tronco mesenquimais e ovariectomia em cabras

119  durante o periodo experimental

120
BIOPSA &= | | | | | | | |—’ BIOPSA |:r|
| 36h [ 12 dias | 36h [ 12 dias | 36h | 12 dias | 36h [ 12 dias | 36h [ 70dias | 45 dias | 36h [ 30 dias | )
abiad & & &0 g
121
DO- dia zero (inicio do tratamento com progestageno)
ES- colocagdo da esponja
D9- nono dia do tratamento progestageno e PGF2a- aplicagdo de 70ug de cloprostenol — intramuscular
D11- décimo primeiro dia(RE- retirada das esponjas final do tratamento progestageno)
_ Aplicacdo de 80 mg de FSHp e de 300 Ul de eCG- estimulagdo ovariana
Intervalos entre LOPUS
36 horas antes das laparoscopias(LOPUS)
LOPU Pungdo Folicular por Laparoscopia
_ Coleta de sangue para dosagem hormonal
BIOPSIA Biopsia dos ovdrios das cabras experimentais destinados a histologia
G2 CTM Tratamento com células-troncos mesenquimais
122
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2.5. Aspiragdes foliculares e infusdo de células tronco

As fémeas dos grupos G1 e G2 foram submetidas a 5 sessdes/animal de LOPU com
intervalos de doze dias e uma LOPU apds 115 dias do inicio do tratamento com células
tronco. A terapia celular foi realizada na LOPU 5 e uma outra infusdo ap6s 70 dias. Foram
utilizadas CTM do corddo umbilical de caprinos na concentracdo de 1 x 10° cél/mL, as quais

foram infundidas com o nanomarcador Qtracker® e diluidas em 0,2 mL de PBS estéril.

2.6. Preparo dos animais e protocolo anestésico

Antes de cada aspiracdo, as fémeas passaram por jejum alimentar 36h, e liquido de
24h, os animais receberam como medicacao pré-anestésica, 0,05 mg/Kg/IM de cloridrato de
xilazina a 2% por via intramuscular e, ap6s 10 minutos, foi aplicado cloridrato de cetamina a
10% para inducdo na dose de 5 mg/Kg/lV. Em seguida a fémea foi colocada em maca
cirdrgica apropriada, onde o animal foi entubado com uma sonda endotraqueal de 7,5mm com
balonete insuflavel, com o auxilio de um laringoscépio de lamina reta. A sonda foi fixada no
chanfro do animal com tiras de gaze, evitando assim aspiracdo do conteudo ruminal. Em
seguida, a sonda foi acoplada ao aparelho de anestesia inalatéria para permitir o fornecimento
de oxigénio medicinal, sob ventilacdo assistida, facilitando a troca gasosa, e Isoflurano como
anestesia inalatoéria. No campo cirargico, regido do abdome cranial ao Ubere, foi realizada a

tricotomia e antissepsia com alcool iodado 2%.
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2.7. Aspiracao Folicular por Laparoscopia (LOPU)

As LOPU’s iniciaram com 0 posicionamento da fémea em Trendelemburg, e a agulha
de Veress foi introduzida cerca de 10 cm cranial ao Ubere e cinco centimetros a direita da
linha média, para inflar a cavidade com CO2, e com o auxilio de um bisturi, realizado um
orificio para inserir trocarter de 7 mm a qual foi introduzido o laparoscopio.

O endoscopio rigido foi conectado a um cabo de fibra ética, fornecendo luz para o
interior da cavidade e a imagem resultante foi visualizada. Uma vez obtida a visdo interna da
cavidade, foi realizada uma pequena inciséo na pele para a introducdo do trocarte de 10 mm,
para a passagem da pinca fenestrada de apreensdo com cremalheira para manipulacdo do
Gtero, tubas e bursas ovaricas, a fim de visualizar os ovarios. Antes de iniciar a aspiragdo, 0s
ovarios foram examinados e o nimero de foliculos visiveis (trés a oito mm) na superficie de
cada um foi registrado. O ovario foi imobilizado pela apreensdo proxima ao seu ligamento,
evitando ao maximo danificar as estruturas das tubas e do pediculo. Em seguida, a agulha de
aspiracdo foi introduzida na cavidade préxima ao local onde se encontrara o ovario.

Os foliculos foram puncionados pela movimentacdo dos ovarios em diferentes
posicdes com a pinca de apreensao. A pressdo do vacuo foi ajustado 35 mmHg em um sistema
de aspiracdo composto de uma agulha de 20G, conectada a uma canula de teflon de 50 cm de
comprimento presa a rolha de silicone conectada no tubo de colheita (50 mL). No interior do
sistema de aspiracdo por onde passardo complexos cimulus oophorus foi feita uma lavagem
prévia com 0 meio de colheita deixando aproximadamente 2 mL deste liquido, no fundo do
tubo, para receber 0s o0citos.

A fim de minimizar a formacdo de possiveis aderéncias, os ovarios, ao final da
laparoscopia, foram banhados com 20 mL de solucdo fisiolégica com 5% de glicerina

aquecido a 37°C e, logo apds, o liquido da lavagem foi aspirado da cavidade. Ao final da
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laparoscopia, as feridas cirdrgicas foram suturadas com e colocado antibi6tico topico sobre
cada incisdo na pele. Ao redor das feridas cirdrgicas foi utilizada pomada
repelente/cicatrizante. Nas intervencdes subsequentes, as incisdes foram realizadas no mesmo
local a incisdo anterior. Apds serem retiradas da maca cirargica as fémeas foram colocadas

em local limpo até o seu completo restabelecimento.

2.8. Lavagem, rastreamento e sele¢céo dos Complexos Cumulus Oophorus (CCO)

O material aspirado foi transferido para um filtro de coleta de embrides e lavado com
PBS a 37°C. O contetdo aspirado foi depositado em placas de Petri de 100 x 20mm para a
pesquisa de estruturas sob lupa estereomicroscopica. Os CCQO’s foram transferidos para placas
de 30 x 15mm contendo TCM 199 (com Sais de Hanks), e classificados de acordo com a

qualidade morfologica em Graus I, 11, 111 e IV (Viana et al., 2004).

2.9. Obtencéo, isolamento e cultivo de Células-Tronco Mesenquimais do Corddo Umbilical

(CTCU)

As células-tronco do corddo umbilical de caprinos foram adquiridas junto ao

Laboratorio de Cultivo de Células-Tronco (LABCELT) do Ndcleo Integrado de Morfologia e

Pesquisa com Células-Tronco (NUPCelt), de acordo com preconizado por (Silva, 2016)

2.10. Marcacéo, transplante e rastreamento das células-tronco mesenquimais

As CTM foram marcadas com Qtracker® (Molecular Probes by life Technologies,

EUA), para rastreamento de tecido ex-vivo. Ao atingir 80% da confluéncia em cultivo in vitro,
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as células-tronco do corddo umbilical foram tripsinizadas e centrifugadas a 462G por 10
minutos. 1 x 10° de CTM foram marcadas Qtracker® - emissdo (655nm) e excitagdo (405 —
615nm). Os correspondentes A e B do Qtracker® foram homogeneizados e adicionados as
CTM’s, incubados em estufa de CO2 a 37°C por 50 minutos e agitadas no vortex a cada 10
minutos. Em seguida, foi acrescido 1 mL de meio Alfa-MEM e centrifugadas duas vezes,
462G durante cinco minutos, e o pellet foi ressuspendido em 0,2 mL de solucéo fisioldgica
(NacL a 0,9%) e realizada infusédo no parénquima ovariano das cabras tratadas. As cabras

controle receberam solucéo fisiologica (NaCl a 0,9%) no mesmo volume.

2.11. Biopsias e cortes histologicos dos ovarios

Foram realizadas duas biopsias na regido cortical do ovario com agulha/canula para
biopsia semi automatica de tecidos moles 14G antes da primeira LOPU e ao final (LOPU 5).
Ao final da sexta LOPU foram realizadas as ovariectomias e o material obtido nas bidpsias e
das ovariectomias foram fixados em Metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e 10% de
acido acetico glacial) por 24 h e depois transferidos para alcool a 70%. O material foi
desidratado em solugbes de concentracdes crescentes de etanol, diafanizado em xilol, incluido
em resina histologica e submetido a histotécnica para coloracdo com hematoxilina-eosina e

tricromio de Masson para analise sob microscopia dptica e de epifluorescéncia.

2.12. Andlise estatistica

O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente ao acaso com 7 repeticles

(ndmero de animais). Os dados quantitativos obtidos (foliculos aspirados, odcitos

recuperados, taxa de recuperacdo de odcitos - porcentagem de o0citos recuperados por
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foliculo aspirado) e qualitativos (qualidade dos odcitos), foram analisados utilizando a
ANOVA com o pacote estatistico Statistical Analysis System (SAS®) for Windows versdo
9.0. As médias foram comparadas utilizando o teste de Duncan (P<0,05).

Para os estudos com terapia celular com células-tronco, as variaveis foram submetidas
a ANOVA. Quando um efeito do tratamento foi detectado, realizou-se o teste de comparagao
de médias de SNK e Duncan, de acordo com o Coeficiente de Variagdo observado. Quando as
variaveis quantitativas ndo apresentem distribuicdo normal, juntamente com as semi-
quantitativas, estas foram submetidas as analises ndo paramétricas de Qui-quadrado. Foi

adotado um nivel de rejei¢do da hipétese de nulidade de 5% (P<0,05) para ambas as analises.

3. Resultados

Os numeros de foliculos aspirados, odcitos recuperados e taxa de recuperagao
oocitaria em sucessivas LOPU’s em fémeas caprinas SPRD tratadas e ndo tratadas com
células-tronco mesenquimais (CTM), s&o apresentados na Tabela 1.

De acordo com os resultados, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre os
foliculos aspirados, odcitos recuperados e taxa de recuperacdo em relagdo aos grupos controle
e grupo de cabras tratadas com CTM’s (Tabela 1).

Avaliando a influéncia da infusdo de CTM no ovario de cabras apds sucessivas
aspiracoes foliculares por laparoscopia, sobre a qualidade dos Complexos Cumulus oophorus
(CCO’s), classificados em graus de qualidade oocitaria (Figura 2) e sobre a viabilidade das
estruturas (Figura 3), ndo ocorreu diferenca significativa (P>0,05) entre as classificacdes

qualitativas das estruturas oocitarias nas diversas LOPU’s.



248

249

250

251
252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

60

Tabela 1 - Numero de foliculos aspirados, odcitos recuperados e taxa de recuperagdo
oocitaria em sucessivas aspira¢@es foliculares por laparoscopia (LOPU) em fémeas caprinas

SPRD tratadas e ndo tratadas com células-tronco mesenquimais (CTM)

Variavel Controle CT™M
Foliculos aspirados 11,00+3,00 9,00+2,45
Odcitos recuperados 6,66+0,57 4,66%1,53
Taxa de Recuperacédo 64,00+£20,47 51,83+3,18

Foi utilizado o teste de SNK a 5% de probabilidade (P>0,05).

Na bidpsia realizada na LOPU 5, o tecido ovariano apresentou caracteristicas
compativeis com a normalidade, em cinco dos sete caprinos. As alteracdes quando
observadas, foram discretas, restritas ao parénquima ovariano, observando-se uma area focal
de infiltrado inflamat6rio mononuclear com predominancia de linfécitos (Figura 04 D).

Na histologia dos ovérios pds ovariectomia, também demonstrou tecido ovariano
normal na maioria das amostras, com evidéncia de foliculos primordiais a antrais, corpos
albicans e pequenos e grandes vasos sanguineos (Figura 4 A, B e C). As alteracdes
histopatoldgicas observadas foram leves e focais: area focal contendo quantidades moderada
de pigmentos de hemossiderina (Figura 4 F), hemorragia focal leve na regido cortical (Figura
4 E) e infiltrado inflamatdério mononuclear focal leve, com predominio de linfécitos em dois

animais controle (D) e um animal do grupo CTM.
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268 Figura 2 - Grau de qualidade dos Complexos Cumulus oophorus (CCO’s) colhidos em
269  sucessivas aspiracoes foliculares por laparoscopia (LOPU) em fémeas caprinas SPRD tratadas

270 e ndo tratadas com células-tronco mesenquimais (CTM)
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272  Foi utilizado o teste de Duncan a 5% de probabilidade (P>0,05).

273
274  Figura 3 - Viabilidade dos Complexos Cumulus oophorus (CCO’s) colhidos em sucessivas
275  aspiracOes foliculares por laparoscopia (LOPU) em fémeas caprinas SPRD tratadas e nédo

276  tratadas com células-tronco mesenquimais (CTM)

Viabilidade de odcitos pds infusao de CTM

90%
80%

70%

60% -

50% -

0% - H Vidveis
30% -

20% -

10% -

0% - T

Controle CTM

277

278  Foi utilizado o teste de Duncan a 5% de probabilidade (P>0,05).
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Figura 4 - Cortes histologicos de ovarios caprinos. Foliculo terciario (A). Parénquima
ovariano normal: vasos (seta) (B), Foliculos primordiais (seta preta) e corpo albicans (seta
vermelha) (C) Area de infiltrado inflamat6rio mononuclear focal (D). Hemorragia focal (E) e

Pigmentos de hemossiderina P, H-E, aumento de

200x
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285
286  Figura 5 - Fotomicrografia de fluorescéncia de CTM’s marcadas com Qtracker® em cortes

287  parafinados de tecido ovariano de cabras ap6s 115 dias de infusdo celular, ovério direito (A),

288  ovario esquerdo (B)

&

289
290

291 Na avaliacdo histoldgica, para o rastreamento das células-tronco em microscopia de
292  fluorescéncia, o marcador Qtracker® nanocristais foi visualizado apds processamento de
293  inclusdo em parafina, mesmo apds 115 de infusdo das CTM’s no parénquima ovariano
294  (Figura 05).

295

296 4. Discussdo

297

298 As células-tronco tém a capacidade de regenerar tecidos lesionados (Teramura;
299  Frampton, 2013), além de promover o reestabelecimento da capacidade funcional, como
300 observado por Terraciano et al. (2014). Su et al. (2016) avaliando o efeito potencial de
301 andaimes de colageno sobre a retencdo de células-tronco do tecido adiposo infundidos no
302 ovario e seu efeito restaurador sobre a funcdo ovariana em um modelo de insuficiéncia
303 prematura ovariana em ratos, demonstrou restauragdo a longo prazo da funcdo ovariana

304 incluindo ciclos estrais, niveis de estradiol, desenvolvimento de foliculos e fertilidade. Por
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outro lado, este experimento ndo observou diferenca entre 0s aspectos quantitativos e
qualitativos dos odcitos puncionados de ovarios de cabras tratadas e ndo tratadas com células-
tronco mesenquimais, provavelmente por ndo terem sido observadas lesGes ovarianas que
comprometessem sua funcdo apds as sucessivas aspiracdes foliculares.

Segundo Terraciano et al. (2014), a imunohistoquimica para o rastreamento de células-
tronco encontrou as mesmas distribuidas pela camada da teca, que indica que as células
infundidas nos ovérios podem ndo se diferenciar diretamente em od6citos e células da
granulosa, mas sobreviver no intersticio, desempenhando papéis importantes no
microambiente que envolve 0s 06citos no cortex ovariano. 1sso seria um fato importante para
explicar o porqué da quantidade de odcitos e foliculos ndo aumentarem pds-tratamento com as
CTM’s.

Lesdes ovarianas apds sucessivas aspiracoes foliculares foram sugeridas por Cordeiro
et al. (2014) que observaram diminuicdo qualitativa e quantitativa dos odcitos de cabras apos
seis puncdes foliculares com intervalo de sete dias entre elas, e constatado por Viana et al.
(2003) quando observaram correlacdo positiva entre quantidade de o6citos recuperados e
fibrose ovariana em vacas submetidas a multiplas aspiracdes foliculares. Na histologia dos
ovarios, Viana et al. (2003) constataram a presenca de tecido cicatricial, infiltrados de células
inflamatorias e presenca de tecido luteal disperso no estroma ovariano.

Avaliando as modificacbes bioldgicas e biomecanicas das disfuncdes ovarianas
causadas por quimioterapia induzida (CIOD) em ratos apés a intervencdo com células-tronco
mesenquimais do corddo umbilical humano (UCMSCs) e células tronco mesenquimais do
liquido amniotico humano (h-AMSCs), Pan et al. (2016) conseguiram restaurar a morfologia,
elasticidade e dureza ovariana danificadas para padres anteriores, e as funcdes ovarianas
mostraram alguma recuperacao, proporcionando assim a base bioldgica e biomecénica para

tratamentos clinicos.
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As lesdes contatadas, ao final das sucessivas LOPU’s, observadas neste experimento,
foram minimas e ndo comprometeram a capacidade dos ovarios de producdo oocitaria e
qualidade dos mesmos. Isso pode ser explicado pelo fato dos processos fisiolégicos normais,
com o corpo luteo, subsequente ao foliculo que ovulou, é totalmente eliminado por apoptose
(Lucacin; Pinto-Neto, 2009), este fato também pode ter ocorrido com os foliculos que foram
aspirados, por isso a constatacdo de lesdes leves e sem comprometimento do parénquima
ovariano.

O fato de terem sido visualizadas durante a avaliacdo histologica as células-tronco
marcadas com nanocristais Qtracker®, mesmo apos 115 de infusdo das CTM’s no
parénquima ovariano demonstra a eficacia da técnica de infusdo e de marcacédo das células,
demonstrando assim um modelo animal de infusdo ovariana de celulas-tronco do cordéo
umbilical de caprinos em ovarios de cabras, assim como descrito por Costa et al. (2017) em

modelo de terapia celular na recuperacdo da glandula mamaria de cabras com mastite.

5. Conclusao

As células-tronco Mesenquimais (CTM) ndo maximizam a quantidade e qualidade de

odcitos recuperados apos sucessivas aspiracdes foliculares por laparoscopia em cabras SPRD.

Conflito de interesse

Nenhum dos autores tem qualquer conflito de interesse a declarar.
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CONSIDERACOES FINAIS

As sucessivas aspiragOes foliculares por laparoscopia (LOPU) néo influenciaram na
morfofuncionalidade de ovarios de cabras SPRD.

A infusdo de células-tronco mesenquimais (CTM) em ovarios caprinos nao
influenciou na qualidade e quantidade de odcitos recuperados por LOPU,

As sucessivas LOPU ndo interferem nas concentragfes hormonais de estradiol e
progesterona em caprinos.

Novos estudos poderdo contribuir para o desenvolvimento de outros protocolos a fim
de estabelecer padrbes de modelos experimentais de incremento na funcionalidade de ovarios

caprinos.



