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RESUMO: O transplante de tecido ovariano (TTO) é uma biotécnica utilizada com sucesso
para a preservacdo da fertilidade em humanos. Contudo, os atuais protocolos realizados
precisam ser aprimorados. Devido restricdes éticas em experimentacdo com material bioldgico
humano, modelos animais sdo alternativas comparativas eficientes. Assim, visando a
otimizacdo desta biotécnica, diversos fatores vém sendo testados, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). Este trabalho objetivou avaliar a eficiéncia daexposicdo prévia ao
VEGF sobre o tecido ovariano bovino seguido de autotransplante subcutdneo por sete dias.
Foram utilizadas trés vacas, estas foram biopsiadas para a coleta de fragmentos ovarianos (n =
18), estes foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos: (1) Controle fresco (n = 6),
fragmentos imediatamente fixados; (2) Transplante/VEGF+ (n = 6) e (3) Transplante/VEGF-
(n = 6). Foram avaliados os seguintes pontos: fluxo sanguineo na regido do transplante por
ultrassonografia Doppler, aspectos macroscépicos dos transplantes, nimero e morfologia dos
foliculos pré-antrais inclusos no tecido autotransplantado e os diferentes estadios de
desenvolvimento folicular. N&o foi observado diferenca (P > 0,05) na avaliagdo da perfusao
sanguinea entre tratamentos transplantados; na avaliagio macroscoOpica; quanto a média de
foliculos em desenvolvimento; e quanto ao percentual de foliculos normais quando comparando
0 grupo controle com o o0s grupos tratamento. No entanto houve uma diferenca (P < 0,05)
qguando comparado a percentagem de foliculos normais entre os grupos transplantados, onde o
grupo VEGF — foi significativamente superior. Como conclusdo, os resultados preliminares
demonstraram resultados similares para a sobrevivéncia do tecido transplantado apds exposicao
ou ndo com VEGF.

Palavras-chave: Angiogénese. Fatores de crescimento. Foliculos pré-antrais. HipOxia.

Transplante.



ABSTRACT: Ovarian tissue transplantation (OTT) is biotechnology used with success to
preserve fertility in humans. However, the current protocols performed should be improved.
Due to ethics restrictions in the experimentation with human biological material, comparative
animal models have been alternatively used with efficiency. Hence, aiming at the optimization
of this biotechnology, several factors have been tested as the vascular endothelial growth factor
(VEGF). This study aimed to evaluate the efficiency of the previous exposure to VEGF in the
bovine ovarian tissue followed by subcutaneous autotransplantation for seven days. Three
mares were used and biopsied to the harvesting of ovarian fragments (n = 18), and were
distributed randomly in the following groups: (1) Fresh control (n = 6) fragments immediately
fixed; (2) Transplantation/'VEGF+ (n = 6) and (3) Transplantation/'VEGF— (n = 6). The
following endpoints were evaluated: blood flows in the transplantation region using Doppler
ultrasonography, macroscopic aspects of the grafts, number, and morphology of the preantral
follicles enclosed in the autotransplanted tissue, and the different follicular development stages.
No difference (P > 0.05) was observed between the transplanted treatments considering blood
perfusion, macroscopic evaluation, mean follicular development, and the percentage of normal
follicles when comparing the fresh control group and the transplanted groups. However, a
difference (P < 0.05) when compared with the percentage of normal follicles between the
transplanted groups, with the Transplantation/\VEGF- group being significantly superior. As a
conclusion, the preliminary results demonstrated similarities for the survivability of the
transplanted tissue after tissue exposure or not to VEGF.

Keywords: Angiogenesis. Growth factors. Hipoxia. Preantral folicles. Transplantation.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Classificacdo dos foliculos ovarianos pré-antrais e antrais quanto ao estagio de
AESENVOIVIMENTO. ...ttt be e e b reesbeeneenneenes 18
Figura 2 — Imagem ilustrativa dos tipos de transplante de tecido ovariano de acordo com o
individuo doador e 0 individuo receptor do ENXEItO. ........coveererieiriiiieie e 19
Figura 3 —Imagem ilustrativa dos tipos de transplante de tecido ovariano bovino de acordo com
0 local onde € realizad 0 ENXEIO. .....c.eiiiiieeeeieie ettt enneneas 20
Figura 4 — Desenho eXperimental. .........cooeiieiieie i 25
Figura 5 — Area de fluxo sanguineo (em pixels) das regides em cada sitio de transplante
heterotopico (R5, VEGF+ e R6, VEGF-) em fragmentos expostos (+) ou ndo (-) ao fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF) ao longo dos dias pos-transplante. ..........c.ccccccveuenee. 28
Figura 6 — Imagens morfologicas de foliculos pré-antrais de tecido ovariano bovino
autotransplantado SUDCULANEAMENTE. ......cveiiiieiieie et eas 31

Figura 7 — Percentual (%) de foliculos pré-antrais morfologicamente normais apds
autotransplante heterotopico de tecido ovariano DOVINO. .........cccccvevviiieiiiene e 32
Figura 8 — Média (x erro padrdo da média, EPM) do desenvolvimento folicular de foliculos

morfologicamente normais apos autotransplante heterotopico de tecido ovariano bovino......34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Sistema semiquantitativo para a classificacdo macroscopica dos fragmentos
ovarianos apos autotransplante SUDCULANEO. .........c.ereiiiririiirie e 26
Tabela 2 — Valores médios (X), desvio padréo (s), erro padrdo da média (EPM) e variancia (V)
da avalicdo macroscopica de fragmentos ovarianos bovino com e sem VEGF, apds
autotransplante SUDCULANEO POF SETE IS, .....ecvveiveeieiie e 29
Tabela 3 — Distribuicdo do nimero de foliculos pré-antrais normais e anormais por categoria
folicular entre 0s animais € entre 0S trataAMENLOS. ........ccereriiirieieie s 30



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

% Porcentagem

~ Aproximadamente

+ Mais ou Menos

® Marca Registrada

U Micrometro

pM Micromolar

ADSCs Adipose Derived Stem Cells (Céluas-Tronco Derivadas de Tecido Adiposo)
bFGF Fator Basico de Crescimento de Fibroblastos

BPU Biopsy Pick-Up

BSA Bovine Serum Albumin (Albumina Sérica Bovina)

cm Centimetro

EPM Erro Padrdo da Média

HEPES 4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid)

IFAM Instituto Federal de Ciéncia, Educacdo e Tecnologia do Amazonas
IFPB Instituto Federal de Ciéncia, Educacdo e Tecnologia da Paraiba
IM Intramuscular

v Intravenosa

Kg Quilograma

L Litro

LADIAR Laboratorio de Diagnostico por Imagem Aplicado a Reproducao
LAMOFOPA Laboratério de Manipulagcdo de Odcitos e Foliculos Pré-antrais

mg Miligrama

MHz Mega-Hertz

mL Muililitro

mM Milimolar

MRNA Acido Ribonucleico Mensageiro

ng Nanograma

°C Graus Celcius

P<0,05 Probabilidade de erro menor do que 5%
P>0,05 Probabilidade de erro padrdo maior que 5%

PAS Acido Periddico-Schiff



R1 Regido 1

R2 Regido 2

R3 Regido 3

R4 Regido 4

R5 Regido 5

R6 Regido 6

SC Subcutanea

TTO Transplante de Tecido Ovariano

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor (Fator de Crescimento Endotelial

a-MEM* Alpha Minimal Essential Medium (Meio Essencial Minimo Alfa Modificado)



SUMARIO

1. INTRODUGAO .......coioeeeeeeeeteeeee ettt 15
2. FUNDAMENTACAO TEORICA ...ttt 17
2.1. Morfofisiologia ovariana DOVING............c.cccevviiiiciic e 17
2.2. Transplante de teCido OVATTAND ........c.coeiveiiirieiiiisi e 18
2.3. Isquemia, hipdXia € aNQIOGENESE .......ccviiiiieiieeeeteere e 20
2.4. Aditivos para melhorar a sobrevivéncia do tecido ovariano no enxerto ................ 21
2.4.1. VEGF no transplante de tecido OVarian0...........ccecveiiieiieiie e 21

3. MATERIAIS E METODOS ......ooveieeeeeeee ettt esis s 23
3.1, COMIE 08 BHICA ....ovveeceeceeceeee ettt sttt ettt en st en st s nees 23
KT N 411 07 ST PSPPSRI 23
3.3. Coleta de teCIdO OVANIAND .......eeiviiieiieiieeie ettt 23
3.4. Manuseio do teCIAD OVAKIAND .......cccviirieieierie st eneas 24
3.5. Design eXPErMENTAL........ccooiiiiiiiiiie e 24
3.6. Autotransplante de fragmentos OVAKAN0S.............covuveiieiiiieiie e 24
3.7. Avaliagao da pe rfuSE0 SANQUINEA ......ceveierieriiiiesie ettt 25
3.8. Recuperacgdo dos enxertos e avaliagdo macroSCOPICA ..........ecvreereeeerierienieseneenenneas 26
3.9. Preparacdo do material para a avaliagdo histologica.............ccecvvveiiveriniiiiieiiennan 26
3.10. AvaliaGao hiSTOIOGICA ........ccveueeiirieieiicieie e s 27
311, ANALISE ESTALISTICA .....vevieeeeiieieie ettt sttt ettt 27
4. RESULTADOS E DISCUSSAO........coviiiiiniiineie s 28
4.1. Avaliacdo da area de fluXo SANQUINEO .......ccveiieiiiiiciecce e 28
VR ANVE: [ - Tor: Tl 0 7= Tod o RS oo] o] [ox- NSRS 28
4.3. Avaliacdo dos cortes NiSTOIOQICOS ........ccveiuiiiieiieie e 29
4.3.1. Foliculos morfologicamente NOrMAIS ..........cocuveiirieieiirisees e 31
4.3.2. Foliculos em desenVOIVIMENTO ........ccorviieiiiiiiiicee e 33

5. CONCLUSAOD ....ocumiimririiiis ittt 35

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ........ooeieeeieteeteeeeeeees e ee e 36



15

1. INTRODUCAO

O tratamento a base de quimioterapicos, em pacientes acometidas por cancer, produz
como efeito colateral, uma intensa deplecdo da populacdo de foliculos ovarianos, culminando
com perda da capacidade reprodutiva (OKTAY et al, 2016). Com o aumento nas Ultimas
décadas da eficacia terapéutica das quimioterapias antineoplasicas, a manutencdo da fertilidade
e das funcBes enddcrinas dessas pacientes pds cura tém sido uma preocupacdo de profissionais
oncologistas e de pesquisadores no campo da reproducao.

Dentre as estratégias atualmente empregadas, o transplante de tecido ovariano (TTO)
emerge como uma biotécnica promissora para garantir que a fertilidade e a atividade endécrina
sejam preservadas, evitando-se 0 uso de terapias hormonais exdcrinas (as quais sabidamente
podem, ao longo do tempo, perder sua eficiéncia). Porém, a biotécnica de TTO necessita de
aprimoramentos, uma vez que ainda ha alguns empecilhos que diminuem sua eficcia.

Segundo Donfack (2017), a hipdxia tecidual e a isquemia sdo os principais obstaculos a
serem superados logo apds o transplante. A hipdxia é causada pela pobre vascularizagdo
tecidual pos enxertia e pela falta de tecido conjuntivo de sustentacdo entre o enxerto e o tecido
circundado, acarretando em morte celular e consequente reducdo da qualidade do tecido
transplantado. Sendo assim, a reducdo do periodo de isquemia/reperfusdo tecidual pode
potencializar o sucesso do transplante, tendo em vista que a angiogénese é um fator de suma
importancia para a sobrevivéncia do enxerto, capaz de mitigar a hipoxia tecidual apds TTO.

Adicionalmente, no intuito de maximizar a sobrevivéncia durante o TTO, diversas
substancias vém sendo investigadas. Uma delas € o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) que vem sendo utilizado como fator de sobrevivéncia em técnicas de TTO por possuir
propriedades angiogénicas (SOUZA et al., 2020). Contudo, até o momento da execucdo deste
trabalho, ndo existem estudos avaliando o efeito do VEGF em autotransplante de tecido
ovariano bovino subcutaneo.

O uso de ovarios humanos para manipulacdo e realizacdo de transplantes para pesquisas
é extremamente limitado, principalmente devido a sua escassez e as suas restricdes éticas. Dessa
forma o uso de animais como modelo experimental ganha importancia ainda mais significativa.
O modelo bovino tem sido empregado em TTO por possuir algumas semelhancas com os
humanos, por exemplo: o tamanho do ovario, o didmetro dos foliculos maduros e corpo Iiteo,
a populacéo folicular na regido cortical, além de serem espécies monovulatorias e policiclicas;

por ter bons resultados, inclusive com a producdo de embrides (CAMPUS-JUNIOR, 2016) e
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por ser uma espécie de importante significado socioecondbmico, uma vez que possui aptiddes
para a producédo de carne, leite e pele.

Objetivou-se com este estudo, avaliar o efeito do VEGF sobre o tecido ovariano bovino
autotransplantado em sitio subcutdneo, tendo a possibilidade de encontrar uma solugdo
alternativa viavel para maximizar os resultados obtidos em procedimentos de autotransplante,
favorecendo a manuten¢do e restauracdo da fertilidade do cortex ovariano em mamiferos de
producdo com alto valor biologico e/ou espécies ameacadas de extingdo, bem como em

humanos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Morfofisiologia ovariana bovina

O ovario € composto por diversos tipos de células diferenciadas que tem como principais
fungbes a producdo de hormbnios, peptideos e fatores de crescimento (endocrina) e a
diferenciacdo e liberacdo de odcitos (gametogénica). Na maioria das fémeas mamiferas, com
excecao para a égua, aorganizagdo ovariana é dividida em uma porgéo cortical, localizado mais
externamente, onde encontramos o0s foliculos ovarianos em diversos estagios de
desenvolvimento e uma porcdo medular, localizada internamente, constituida por tecido
fibroelastico distribuido irregularmente, nervos e vasos sanguineos (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Dentro do ovario, os odcitos estdo inclusos em foliculos, que representam a unidade
morfofuncional do ovario. Cada foliculo é constituido por um odcito circundado por células da
granulosa e dateca (DOS SANTOS et al., 2012). O crescimento e o desenvolvimento folicular,
em bovinos, iniciam-se ainda durante afase fetal, por volta dos 30 - 90 dias de gestacdo, quando
ocorre 0 desenvolvimento das oogonias, com consequente formacdo dos foliculos primordiais
(WANDJI et al.,1996). Segundo Hulshof et al. (1994) os foliculos primordiais sdo formados
por um odcito, circundado por células da granulosa de formato pavimentoso e por células da
teca. Estes representam cerca de 95% da populacdo de foliculos pré-antrais (PAFsS)
compreendidos pelos foliculos que ndo possuem a formacdo de uma cavidade repleta de fluido
folicular denominada de antro folicular (ERICKSON, 1986), permanecendo em estado de
quiescéncia, caracterizado pela parada da proliferacdo das células da granulosa (ARAUJO et
al, 2014).

Apos gradual recrutamento os foliculos primordiais saem do estagio de dorméncia e
passam para a fase de crescimento, iniciando o desenvolvimento folicular com retomada da
proliferacdo das células da granulosa e a diferenciacdo morfologica destas, que mudam do
formato pavimento para o formato cuboidal. Este fendmeno € conhecido como ativagcao
folicular (SUH et al., 2002).

Uma vez ativados, os foliculos sdo recrutados para o desenvolvimento e maturagcao
folicular formando as demais categorias de PAFs: transicdo (odcito circundado por células da
granulosa de formato pavimentoso e cuboide), primario (oocito, circundado por uma camada
simples de células da granulosa de formato cuboidal) e secundario (o6cito circundado por duas
ou mais camadas de células da granulosa de formato cuboidal, sem antro visivel) (Figura 1). A

medida que vai ocorrendo o crescimento dos foliculos e a organizacdo das células da granulosa
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em varias camadas, da-se o inicio da formacdo do antro, sendo classificados como foliculos
antrais, aqueles que possuem a cavidade antral repleta de liquido, divididos em: terciarios e
foliculos pré-ovulatérios (ou de Graaf) (HULSHOF et al., 1994).

Figura 1 — Classificacdo dos foliculos ovarianos pré-antrais e antrais quanto ao estigio de
desenvolvimento.

ANTRAIS

PRE-ANTRAIS A

1 | : |

Primordial Transiciao Primario  Secundario Terciario Pré-ovulatorio

Fonte: Elaborada pelo autor.

Contudo, ao longo da vida reprodutiva apenas uma pequena fracdo dessa populacdo
folicular (aproximadamente 0,1%) sofre maturacdo e owvulacdo bem-sucedidas, a outra parte
(99,9 %) é eliminada pelo processo fisiologico conhecido como atresia folicular, diminuindo
assim o potencial reprodutivo da fémea (NUTTINCK et al., 1993).

Quanto a manutencdo da integridade morfolégica, os foliculos podem ser considerados
como normais (contétm um oo0cito intacto e células da granulosa intactas) e anormais ou
degenerados (retragdo plasmatica, picnose nuclear e desagregagdo entre células da granulosa e
odcito, com desorganizacdo da arquitetura folicular), (CARVALHO etal., 2014).

2.2. Transplante de tecido ovariano
Conforme Tahaei et al. (2015), o transplante ovariano pode ser estabelecido como um

processo cirtrgico de reintroducdo/introducdo de tecidos ovarianos em hospedeiros vivos, que

funcionam como incubadoras bioldgicas, estimulando a retomada da foliculogénese. Tendo
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como objetivo principal a restauracdo da fungdo endocrina e ovariana de mulheres que sdo
submetidas atratamento de cancer. A realizacdo deste procedimento possibilita que as pacientes
pré-puberes, ou ndo, iniciem rapidamente o seu tratamento contra a doenca oncoldgica e em
contrapartida tenha sua fertilidade assegurada (DONFACK, 2017).

De acordo com o individuo doador e o individuo receptor do enxerto, o transplante pode
ser classificado como: a) alotransplante, ou seja, o transplante é realizado entre individuos de
uma mesma espécie; b) autotransplante, o transplante € realizado no mesmo individuo; c)
xenotransplante, realizado entre individuos de espécies diferentes e d) isotransplante, quando o
transplante € realizado entre individuos geneticamente idénticos (DONFACK, 2017; SILBER
et al, 2012) (Figura 2).

Figura 2 — Imagem ilustrativa dos tipos de transplante de tecido ovariano de acordo com o
individuo doador e o individuo receptor do enxerto.

AUTOTRANSPLANTE ALOTRANSPLANTE

XENOTRANSPLANTE ISOTRANSPLANTE

% -~

Fonte: Elaborada pelo autor.

Quanto ao local onde o tecido ovariano € enxertado, o transplante pode ser classificado
como: a) ortotopico: o enxerto sera realizado na cavidade pélvica, no ovario remanescente ou
préximo a ele e b) heterotdpico: o enxerto é feito fora da cavidade peritoneal, como por
exemplo, nos sitios intramuscular (IM) e subcutaneo (SC) (DONNEZ et al., 2013) (Figura 3).

A realizacdo do transplante de modo ortotopico proporciona o acondicionamento do
enxerto em um ambiente mais préximo do seu natural, fornecendo assim, boas condicdes de
temperatura, pressdo, suprimento sanguineo e estimulos moleculares. Esse método propiciou o
restabelecimento da fertilidade em cerca de 95% das pacientes submetidas aeste procedime nto

em um estudo realizado por Donnez & Dolmans (2017). Porém, esta técnica é muito invasiva,
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necessitando de intervencdo anestésica mais complexa, acesso a cavidade abdominal,
aumentando 0s riscos ao paciente, no que diz respeito a infeccOes, principalmente em casos de
retransplantes (KIM et al., 2014).

Figura 3 — Imagem ilustrativa dos tipos de transplante de tecido ovariano bovino de acordo
com o local onde é realizado o enxerto.

Ortotépico | ‘\\r\/ .

Heterototopico

Fonte: Elabora pelo autor.

Ja o transplante de modo heterotopico apresenta menor risco ao paciente, pelo fato de ser
um procedimento cirdrgico menos invasivo que pode ser realizado de forma mais rapida, com
a utilizacdo de anestésicos locais, possibilitando a insercdo de mulktiplos fragmentos e em

periodos distintos, facilitando correcBes em casos de falha no enxerto (KIM et al., 2014).

2.3. Isquemia, hipdxia e angiogénese

Os tecidos ovarianos transplantados sofrem injurias como, hipoxia (reducdo do aporte de
oxigénio) e isquemia (falta de suprimento sanguineo) desde a remocdo do tecido do animal, até
os primeiros dias ap06s o transplante, ou seja, o transplante se configura como um processo
danoso para o tecido ovariano (LEE et al., 2016). Desta forma, os primeiros sete dias apos a
realizacdo do enxerto sdo crucias para osucesso do transplante, para a estabilizacdo do nimero
de foliculos (VAN EYCK etal., 2009) e vascularizacdo (ISRAELY et al., 2004).
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Em resposta a reducdo de oxigénio e a isquemia, ocorre um recrutamento de novos vasos
sanguineos, a partir de vasos pré-existentes, em direcdo ao tecido ovariano (VAN EYCK etal.,
2010), por meio de um organizado fluxo molecular, mediado por fatores pré-angiogénicos
(CAO et al., 1998); este processo € denominado fisiologicamente de angiogénese. Nesta
perspectiva, € fundamental aaplicacdo, utilizacdo e aperfeicoamento de técnicas para minimizar
os efeitos negativos sofridos pelos enxertos ovarianos durante e ap6s o transplante, favorecendo
principalmente o restabelecimento da vascularizacdo através da angiogénese (BUKOVSKY &

CAUDLE, 2012), para que o transplante tenha bons resultados.

2.4. Aditivos para melhorar a sobrevivéncia do tecido ovariano no enxerto

Os PAFs possuem uma taxa metabdlica relativamente baixa, podendo ser considerados
como tolerantes a isquemia, além disso, sdo o0s primeiros a serem beneficiados pela
neovascularizacdo (AERTS; BOLS, 2010). No entanto, ap6s o transplante ocorrem lesbes
isquémicas extremas e perdas foliculares de cerca de 50% da populacdo folicular (AERTS et
al., 2008).

Com o intuito de aumentar a sobrevivéncia do tecido ovariano, diversas substancias vém
sendo testadas, dentre estas, podemos citar: fibrina (SHIKANOV et al., 2011), colageno
(HENRY et al., 2015), matrigel (ZHANG et al., 2015), &cido hialurbnico (TAVANA et al.,
2016; OKTAY et al., 2016), hormdnios como a eritropoietina  (MAHMOODI et al., 2014),
vitamina E (NUGENT et al., 1998), vitamina D e L-mesitan (AZEVEDO, 2019), L-carnitina
(ZHANG etal., 2015), trolox (SCALERCIO et al., 2015), terapias celulares com células-tronco
derivadas de tecido adiposo (ADSCs) (MANAVELLA et al, 2018; CACCIOTTOLA et al.,
2020), fatores de crescimento, principalmente o VEGF (WANG et al.,, 2013; LANGBEEN et
al, 2016; TAVANA et al,, 2016; SHIKANOV et al, 2011; SKAZNIK-WIKIEL et al., 2011,
HENRY et al., 2015; PINTO, 2020; SOUZA et al., 2020; AZEVEDO, 2019), fator de
estimulacdo de colénia de granulocitos (SKAZNIK-WIKIEL etal., 2011) e fator de crescimento
fibroblasto basico (bFGF) (WANG et al., 2013; TAVANA et al., 2016).

2.4.1. VEGF no transplante de tecido ovariano

O VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), ou seja, fator de crescimento endotelial
vascular, vem desempenhando um papel fundamental na regulacdo dos processos angiogénicos,

participando ativamente de vias de sinalizacdo, através da modulacdo da proliferacdo e
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migracdo de células endoteliais e a formacdo de novos vasos (SRINIVASAN et al,, 2015). A
atuacdo do VEGF é mediada por trés receptores diferentes: 0 VEGFR-1 e VEGFR-2, expressos
principalmente em ceélulas endoteliais vasculares e o VEGFR-3, expresso principalmente em
células endoteliais linfaticas (MELINCOVICI et al., 2018).

O VEGF tem sido utilizado como um fator importante para a regulacdo do crescimento e
maturacdo folicular, e para a manutencdo das funcbes ovarianas (AZEVEDO, 2019). De acordo
com Serrano et al. (2016), a selecdo de foliculos ovarianos em bovinos € influenciada pela
expressao de VEGF, ou seja, os foliculos ndo dominantes conservam uma maior concentragao
dos niveis de expressdo do mRNA, tanto dos receptores de VEGF e seus receptores soliveis,
como dos receptores de membrana, porém a domindncia folicular esta associada a uma
diminuicdo da expressdo de mRNA dos receptores soliveis, favorecendo o efeito biologico do
VEGF, beneficiando o desenvolvimento folicular.

Quando se considera a biotécnica de TTO, o VEGF vem sendo utilizado de diferentes
modos, como por exemplo: encapsulado junto a matriz, injetado no local de transplante ou
adicionado no meio de incubacdo dos fragmentos ovarianos (SOUZA et al., 2020).

Diversos estudos estdo sendo realizados com o intuito de avaliar o efeito do VEGF sobre
enxertos de transplante ovariano. Mineur et al. (2007) relatam efeitos positivos do VEGF em
transplante ovariano de owvelhas, assim como, em vacas (LANGBEEN et al, 2016), cadelas
(COMMIN et al, 2012), mulheres (FRIEDMAN et al., 2012) e fémeas de camundongos
(SHIKANOV etal., 2011).

O VEGF, quando em associagdo com outros fatores angiogénicos como o bFGF,
proporciona um aumento na taxa de PAFs e de vasos sanguineos (LANGEBEEN et al., 2016),
além de, promover o retorno do estro (GAO et al, 2015). Porém, outros estudos evidenciam que
esta associacdo ndo afeta a expressdo génica de VEGF e densidade folicular (TAVANA et al,
2016). Com isso, mais estudos sdo necessarios para a elucidacdo do efeito do VEGF no

transplante de tecido ovariano, uma vez que, ha controvérsias sobre 0 mesmo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Comité de Etica

O procedimento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais
da Universidade Estadual do Ceara, sob protocolo de submissdo n° #6520796/2015. O
experimento foi conduzido na Universidade Estadual do Ceara, campus Itaperi, em Fortaleza-
CE.

3.2. Animais

Foram utilizadas trés vacas higidas, com idade entre cinco a oito anos, sem raca definida,
pertencentes a Fazenda de Experimentacdo Agropecuaria Dr. Esal Accioly Vasconcelos,
Guaitba da Universidade Estadual do Ceara. Os animais foram mantidos semi-confinados, a
pasto em piquetes (forragem nativa e capim-mombaca) durante o dia e confinados durante a
noite. Quanto a alimentacdo, o0s animais receberam suplementacdo com ragcdo concentrada
comercial balanceada, sal mineral e agua ad libitum. Apds o estudo, os animais foram alojados
nas mesmas instalacdes e usados para pesquisa em estudos adicionais, pois as técnicas utilizadas

ndo afetaram a atividade reprodutiva dos animais.

3.3. Coleta de tecido ovariano

Os fragmentos ovarianos foram obtidos pelo método de bidpsia ovariana por pick-up
(biopsy pick-up, BPU, Aerts et al. (2008)). Os animais receberam analgesia (flunixina
meglumina; Banamine®, 1,1 mg/kg, por via intravesona (IV); Merck Animal Health, EUA),
relaxamento retal (brometo de N-butil hioscina; Buscopan®, 0,2 mg/kg, por via 1V; Boehringer
Ingelheim; Alemanha) e sedagdo (xilazina; Sedomin®, 1 mg/kg, por via IV; Konig S.A,
Argentina). O dispositivo BPU que foi usado € um instrumento automéatico com mola com um
émbolo na ponta de trocarte interno contendo um entalhe para recuperagdo do fragmento (15
mm x 1,6 mm) rodeado por uma agulha de corte externo de calibre 16 (US Biopsy, Franklin,
EUA). O dispositivo foi introduzido através de uma guia de agulha montada em uma sonda
para transdutor de matriz convexa guiada por ultrassom transvaginal de 10 MHz (Honda HCV-

3710MV), que foi usado para a colocacdo da agulha de bidpsia dentro do ovario.
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3.4. Manuseio do tecido ovariano

Logo apds o procedimento de BPU, os fragmentos de biopsia (n = 6 fragmentos
puncionados por animal, oriundos de trés animais, sendo 18 ao todo) foram lavados e mantidos
em meio a-MEM suplementado com 1,25 mg/mL de albumina de soro bovino (BSA), 100 mg/L
de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, 0,047 mM de piruvato de sodio e 2,5 mM de
HEPES. Todos estes produtos foram obtidos da empresa Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA).

3.5. Designexperimental

Neste estudo, os fragmentos de bidpsia ovariana (2 x 2 x 12 mm, Haag et al., 2013) de
cada animal (replicata) foram coletados e distribuidos aleatoriamente em trés grupos tratados
descritos a seguir: (1) Controle fresco (n =2 por animal, 6 ao todo), fragmentos imediatamente
fixados para avaliagdo histologica; (2) Transplante fresco VEGF + (n =2 por animal, 6 ao todo),
os fragmentos foram incubados em temperatura ambiente de 25°C por 30 minutos em meio a-
MEM suplementado com 50 ng/mL VEGF (V7259; Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) e entdo
imediatamente autotransplantados por um periodo de sete dias; (3) Transplante fresco VEGF-
(n =2 por animal, 6 ao todo), os fragmentos foram incubados em temperatura ambiente de 25°
C por 30 minutos em meio a-MEM sem adicdo de VEGF e entdo imediatamente

autotransplantados por um periodo de sete dias (Figura 4).

3.6. Autotransplante de fragmentos ovarianos

Para o procedimento cirdrgico de transplante dos fragmentos ovarianos, as vacas foram
sedadas (xilazina; Sedomin, 1 mg / kg, 1V; Konig S.A, Argentina) e anestesiadas localmente
(cloridrato de lidocaina, 10 mg/kg, subctaneo (SC). Em seguida, uma Unica incisdo (~4 cm) foi
feita na pele, na regido do flanco nas trés vacas para enxertar os fragmentos ovarianos no tecido
subcutaneo. Os fragmentos ovarianos foram autotransplantados e suturados com néilon 6/0 ndo
absorvivel. Os fragmentos incubados em VEGF foram inseridos na borda caudal da incisao,
enquanto os fragmentos incubados sem VEGF foram transplantados na regido da borda cranial

da incisdo.
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Figura 4 — Desenho experimental.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.7. Avaliacao da perfusdo sanguinea

Apds o procedimento de enxerto ovariano, foi avaliada a perfusdo do fluxo sanguineo
perto dos fragmentos enxertados, pela ultrassonografia Doppler em cores. Os videoclipes
ultrassonograficos foram obtidos em seis regides (R) sendo elas: regido dorsal ao
autotransplante (R1), regido cranial ao autotransplante (R2), regido ventral ao autotransplante
(R3), regido caudal ao autotransplante (R4), regido do autotransplante VEGF+ (R5) e regido do
autotransplante  VEGF- (R6). Contudo, para efeito de comparacdo estatistica, foram
considerados somente o fluxo sanguineo das areas R5 e R6. Osexames foram realizados a cada

48 horas por um periodo de sete dias. Foi utilizada uma maquina de ultrassom Doppler colorido
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duplex portatil (CTS-8800V, SIUI, Jiangsu, China) conectado a uma sonda microconvexa (6,5
MHz).

3.8. Recuperacdo dos enxertos e avaliagdo macroscopica

Apos sete dias os animais receberam anestesia (de modo similar ao protocolo descrito
para o transplante) para a realizacdo da recuperacdo dos enxertos. Durante a recuperacdo dos
enxertos, estes foram avaliados macroscopicamente por um Unico operador usando um sistema
de pontuacdo semiquantitativo (SOUZA et al., 2020). Os critérios, bem como o sistema de
pontuacdo utilizado durante a avaliagdo macroscépica dos enxertos estdo descritos na (Tabela
1).

Tabela 1 — Sistema semiguantitativo para a classificacdo macroscopica dos fragmentos
ovarianos apos autotransplante subcutaneo.

. Pontuacéo
Parametros
1 2 3 4 5
Intacto e
Alguns pontos Intactoe Intactoe mccr;?:]jo
A- Morfologia Necrotico de necrose semelhant_e_ao Ilg_elramente aumento de
enxerto original inchado
volume
B- Adesdodo
enxerto ao .
tecido Pobre ngijr:r;rirgjeonte Modisgi(:%r;\ente Forte Intenso
hospedeiro
C- BExtensdo do
nzar?g::enrﬁgt?ja Sangramento ;gsa; (:s;;r Na metade do Em dois tergos Em todoo
~ ausente fragmento do fragmento fragmento
remoc¢édo do do fragmento

enxerto

Legenda: a. morfologia: 1 = necrético (enxerto totalmente escuro), 2 = alguns pontos de necrose, 3 = intacto e
semelhante ao enxerto original, 4 = intacto e ligeiramente inchado e 5 = intacto e inchado comaumento de volume;
b. adesdo do enxerto ao tecido hospedeiro: 1 = pobre (facil de remover), 2 = ligeiramente inserido, 3 =
moderadamente inserido, 4 = forte (bem inserido, com alguma dificuldade para remocdo), e 5 = intenso (muito
dificil de remover); c. Extenséo do sangramento no momento da remo¢ao do enxerto: 1 = sangramento ausente, 2
= em até duas areas ao redor do fragmento, 3 = na metade do fragmento, 4 = em dois ter¢os do fragmento e 5 =
em torno de todo o fragmento.

Fonte: Souza et al. (2020)

3.9. Preparacdo do material para a avaliacdo histoldgica
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Apos a avaliagdo macroscopica, os enxertos teciduais foram colocados individualmente
em uma placa de Petri contendo a-MEM e HEPES para lavagem, passando por tubo Eppendorf
para fixacdo. Todas as amostras foram fixadas em paraformaldeido (4%) por duas horas, logo
apos foram desidratadas em solugdo de alcool 70%. Apds a preparacao histoldgica padrdo, as
amostras foram cortadas em secg¢des seriais de 7 um (ALVES et al, 2015). Cada secgdo foi
montada e corada com Acido Periodico-Schiff (PAS) e contrastada com hematoxilina.

3.10. Avaliacéo histoldgica

Para avaliacdo histologica dos foliculos, os cortes histoldgicos foram analisados em
microscopia de luz (Nikon E200; Téquio, Japdo) com aumento de 400x. Os foliculos foram
classificados morfologicamente como: normais (quando apresentaram um odcito intacto e
células da granulosa intactas distribuidas de forma organizada) e anormais ou degenerados
(retracdo plasmatica, picnose nuclear e desagregacao entre células da granulosa e odcito, com
desorganizacdo da arquitetura folicular), conforme Carvalho etal. (2014).

Os foliculos também foram classificados de acordo com o estagio de desenvolvimento
em primordial, ou em foliculos em desenvolvimento (transicdo, primério e secundério),
segundo Hulshof et al. (1994). Todas as sec¢Oes histologicas foram examinadas pelo mesmo
examinador, o qual ndo sabia a identidade e o tratamento ao qual cada ldmina pertencia. Com
o0 intuito de evitar a contagem dupla dos foliculos entre as seccdes histoldgicas, s6 foram
analisados os foliculos PAFs contendo o6citos com nucleo visivel evitando-se a repeticdo de

leitura entre os segmentos histologicos.

3.11. Anélise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a sua normalidade utilizando o software Sigmaplot
versdo 11.0 (San Jose, CA, Estados Unidos). A avaliacdo da morfologia folicular foi realizada
por meio de teste qui-quadrado. Os demais parametros foram comparados utilizando-se
ANOVA em dados ranqueados seguidos de teste Mann-Whitney. Apds analise, 0s resultados
foram descritos em percentagem (morfologia folicular) ou média + erro padrdo da média

(demais parametros). Os dados foram considerados significativos quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao da area de fluxo sanguineo

Em geral, o fluxo sanguineo ndo apresentou diferenca significativa (P > 0,05) entre o0s
tratamentos, bem como entre os dias avaliados (Figura 5). Estes resultados estdo de acordo
com relatos prévios de Pinto et al, (2020), que ao avaliar e validar a utilizacdo da
ultrassonografia por modo Doppler, ndo encontrou diferenca na avaliagdo do fluxo sanguineo

de enxertos ovarianos caprino em autotransplante heterotdpico.

Figura 5 — Area de fluxo sanguineo (em pixels) das regides em cada sitio de transplante
heterotopico (R5, VEGF+ e R6, VEGF-) em fragmentos expostos (+) ou ndo (-) ao fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) ao longo dos dias pos-transplante.
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Legenda: + (fragmentos transplantados expostos ao VEGF (50ng/mL)); - (fragmentos ndo expostos ao VEGF).
Regides avaliadas: (R5) regido do autotransplante VEGF+ e (R6) regido do autotransplante VEGF-. Dias de
avaliacdo pos-transplante (0, 2, 4, 6 e 7). Ndo houve diferenca (P > 0,05) entre os dias de transplante entre
tratamentos e entre tratamentos dentro do mesmo dia de transplante.

4.2. Avaliacdo macroscépica
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Os aspectos macroscopicos dos fragmentos ovarianos recuperados apos autotransplante
subcutaneo por sete dias, ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05) nos parametros
de morfologia, adesdo do enxerto ao tecido hospedeiro e extensdo do sangramento no momento
do enxerto, quando comparado entre os fragmentos pertencentes ao grupo controle fresco em
relacdo aos fragmentos dos grupos VEGF + e VEGF — (Tabela 2).

Corroborando com os resultados apresentados por Souza et al. (2020) onde também ndo
foi observado diferenca significativa na avalicdo macroscopica de fragmentos ovarianos de
éguas ap0Os autotransplante. Nesta mesma perspectiva Pinto et al. (2020) ao comparar a
implantacdo de fragmentos ovarianos de cabras em sitios IM e SC, também ndo observaram
diferenca significativa entre os grupos em relacdo a morfologia e a ades@o do enxerto, no
entanto, observaram diferenca significativa quanto a hemorragia, sendo que a maior pontuacdo
foi observada nos fragmentos recuperados dositio IM. Fato este que pode ser explicado devido

a intensa vascularizagdo presente na musculatura (DATH et al., 2010).

Tabela 2 — Valores médios (X), desvio padrao (S), erro padrdo da média (EPM) e variancia (V)
da avalicdo macroscopica de fragmentos ovarianos bovino com e sem VEGF, apo6s
autotransplante subcutaneo por sete dias.

Parametros de avaliagdo

Morfologia Adeséo Hemorragia

VEGF+ VEGF- VEGF+ VEGF- VEGF+ VEGF -

Média 43 2,3 50 50 23 2,7
Desvio padréo 0,6 1,0 0,0 0,0 15 0,6
Erro padrdo da média 0,2 04 0,0 0,0 05 0,2
Variancia 20-50 10-50 20-50 20-50 10-50 20-50

Legenda: Fragmentos de tecido ovariano bovino foram destinados para os grupos controle fresco (controle), ou
transplantados para bovinos (n = 3) em sitio subcutaneo (flanco) com ou sem a incubag&o prévia com o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF; VEGF + ou VEGF -), respectivamente. Ndo houve diferenca (P > 0,05)
entre os tratamentos.

Fonte: O autor, adaptado de UECE (2021).

4.3. Avaliacdo dos cortes histolégicos
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Nos 3.981 cortes histoldgicos analisados provenientes das 18 amostras de biopsia (seis
fragmentos por animal x trés vacas), foi encontrado um total de 623 foliculos pré-antrais. A
distribuicdo do numero de foliculos pré-antrais normais e anormais entre 0s animais e 0S
tratamentos esta descrita na (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo do ndmero de foliculos pré-antrais normais e anormais por categoria
folicular entre os animais e entre 0s tratamentos.

Numero de foliculos pré-antrais
Grupos

Replicatas experimentais . . . .. L - Lo s
Primordiais Primordiais Transicionais Transicionais Primarios Primarios Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais Normais  Anormais
Controle 21 22 0 0 0 2 24 21
Animal 1 VEGF + 9 31 4 3 2 1 15 35
VEGF - 38 15 3 3 0 0 41 18
Controle 11 4 4 0 0 1 15 5
Animal 2 VEGF + 0 5 0 1 0 0 0 6
VEGF - 2 2 1 3 0 0 3 5
Controle 249 51 49 8 7 2 305 61
Animal 3 VEGF + 3 23 1 10 0 0 4 33
VEGF - 5 23 1 2 0 1 6 26
Total 338 176 63 30 9 7 413 210

Legenda: Fragmentos de tecido ovariano bovino foram destinados para os grupos controle fresco (controle), ou
transplantados para bovinos (n = 3) em sitio subcutaneo (flanco) com ou sem a incubacgéo prévia com o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF; VEGF + ou VEGF -), respectivamente.

Fonte: O autor, UECE (2021).

Dos foliculos encontrados, 431 pertenciam ao grupo controle; 93 foliculos pertenciam
ao grupo transplante VEGF + e 99 ao grupo transplante VEGF -. A deple¢éo folicular observada
guando comparamos 0 numero total de foliculos do grupo controle, em relacdo aos grupos
transplante (VEGF + e VEGF -) é esperada, pelo o fato do tecido transplantado sofrer danos
supostamente provocados pela recuperacao de tecido ovariano do doador (BARBERINO et al.,
2016), procedimento cirtrgico de transplante e enxerto (CAMPBELL et al., 2014) e suprimento
vascular inadequado (MA et al., 2017), levando a quadros de hipoxia e dano isquémico ao
tecido enxertado, culminando em perda folicular.

Considerando o nimero de foliculos por animal, no animal 1 foram encontrados 154
foliculos; no animal 2, 34 foliculos e no animal 3 foram encontrados 435 foliculos. Neste caso
podemos observar que houve uma diferenca quanto ao numero total de foliculos entres os
animais. Fato este que pode ser explicado pela a heterogeneidade da amostra.
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Na figura abaixo (Figura 6) estdo representados morfologicamente os foliculos pré-

antrais e suas respectivas categorias nos diferentes tratamentos.

Figura 6 — Imagens morfologicas de foliculos pré-antrais de tecido ovariano bovino
autotransplantado subcutaneamente.
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Legenda: Fragmentos de tecido ovariano bovino foram destinados para os grupos controle fresco (controle), ou
transplantados parabovinos (n = 3) em sitio subcutaneo (flanco) com ou sem a incubacdo prévia por 30 minutos
com o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF; VEGF + ou VEGF -), respectivamente. A, E e G (seta),
foliculos primordiais normais; C, F e H foliculos primordiais anormais; (1) foliculo transicional anormal e (B e D)
foliculos priméarios normais. Ampliagdo: 400 x Barras: 20 pum.

Fonte: O autor, UECE (2021).

4.3.1. Foliculos morfologicamente normais

Os resultados quanto ao percentual de foliculos considerados morfologicamente
normais nos fragmentos de tecido ovariano fresco (controle), bem como nos fragmentos
autotransplantados heterotopicamente com e sem a presenca de VEGF demonstraram que

ambos os grupos transplantados (VEGF + e VEGF-) foram significativamente inferiores



32

qguando comparados com o grupo controle fresco (Figura 7). Conforme relatado por Souza et
al. (2020) em experimento realizando em éguas autotransplantadas heterotopicamente
(pescoco), ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) entre o grupo controle e 0s grupos

transplantados quanto ao percentual de foliculos pré-antrais normais.

Figura 7 — Percentual (%) de foliculos pré-antrais morfologicamente normais apds
autotransplante heterotopico de tecido ovariano bovino.
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Legenda: Fragmentos de tecido ovariano bovino foram destinados para 0s grupos controle fresco (controle), ou
transplantados para bovinos (n = 3) em sitio subcutaneo (flanco) com ou sem a incubag&o prévia com o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF; VEGF +ou VEGF -), respectivamente. * Indica diferenca (P < 0,05) entre
os tratamentos quando comparado com o grupo controle fresco. A B Indica diferenca (P < 0,05) entre os grupos
transplantados.n = nimero total de foliculos lidos em cada tratamento.

Fonte: O autor, UECE (2021).

Quando comparados entre tratamentos transplantados, o grupo VEGF - apresentou um
percentual de foliculos normais significativamente superior (P < 0,05) quando comparado com
0 grupo VEGF +. Relatos prévios (PINTO, 2020) demonstraram uma diferenca significativa (P
< 0,05) na porcentagem de foliculos pré-antrais normais entre 0s grupos resfriamento e
autotransplante com VEGF e resfriamento e autotransplante sem VEGF, onde o grupo com
VEGF teve uma maior porcentagem de normais em relacdo ao grupo sem o VEGF, diferindo
do encontrado no presente trabalho. Desta forma, o VEGF parece ser mais importante como um
fator de sobrevivéncia em tecido ovariano submetido a manipulacdo mais adicional, do que
quando em tecido fresco.

O VEGF é uma substancia gque possui propriedades angiogénicas, que em teoria seriam

benéficas para o processo de formacdo de novos vasos e, consequentemente, de diminuicdo do
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processo de isquemia/reperfusdo caracteristicos do procedimento de transplante. No entanto, o
grupo suplementado com VEGF ndo teve um resultado benéfico sobre os foliculos
morfologicamente normais. Isso em parte pode ser explicado pelo aumento da expressdo de
substancias como citocinas, fatores pro-inflamatorios e radicais livres (BLUMENFELD, 2018;
GELLERT et al.,, 2018); agentes estressores e estresse oxidativo (NIKOLETOPOULOU etal.,
2013) pbs-transplante. O aumento na liberagdo destas substancias ocorre em resposta aos danos
causados pela a hipoxia e a isquemia tecidual, que consequentemente levam os foliculos a
apoptose apds o transplante.

Segundo Fransolet et al. (2015) a influéncia exercida pelo VEGF, na formacdo de novos
vasos sanguineos em TTO tem intensidade diferente de acordo com a linhagem animal,
sugerindo que a acdo do VEGF pode ser espécie-especifica. Adicionalmente, Araljo et al.
(2011) demonstrou que o VEGF possui um efeito concentragdo dependente, sobre foliculos
secundérios isolados cultivados, sugerindo um papel concentracdo dependente deste fator de

crescimento.

4.3.2. Foliculos em desenvolvimento

Quanto ao desenvolvimento folicular, considerando apenas os foliculos normais, nao
houve diferenca significativa (P > 0,05) entre os tratamentos relacionando a média (x erro
padrdo da média) dos foliculos primordiais com a média (+ erro padrdo da média) dos foliculos
em desenvolvimento (Figura 8).

Ha ndo observacdo de um nimero maior de foliculos em desenvolvimento em relacdo aos
foliculos primordiais, pode ser explicada pelo fato dos foliculos primordiais terem uma taxa de
metabolizacdo menor sendo considerados como mais resistentes em relacdo aos foliculos em
desenvolvimento, sendo assim grande parte dos foliculos em desenvolvimento, por terem uma
taxa de metabolizacdo mais elevada, ndo resistiram e degeneraram, quando expostos a fatores
estressantes e condicdes danosas.

O desenvolvimento folicular pode ser influenciado pelas condigOes estressantes e danosas
ao tecido durante o procedimento de transplante (LEE et al., 2016). Além disso fatores como:
temperatura e tempo de transporte, bem como temperatura e tempo de incubacdo devem ser
considerados. O tamanho do fragmento e meio de incubacdo também podem contribuir para o
sucesso do desenvolvimento folicular (BARBERINO et al., 2019).
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Figura 8 — Média (x erro padrdo da média, EPM) do desenvolvimento folicular de foliculos
morfologicamente normais apos autotransplante heterotdpico de tecido ovariano bovino.
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Legenda: Fragmentos de tecido ovariano bovino foram destinados para os grupos controle fresco (controle), ou
transplantados para bovinos (n = 3) em sitio subcutaneo (flanco) com ou sem a incubacg&o prévia com o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF; VEGF + ou VEGF -), respectivamente. Ndo houve diferenga (P > 0,05)
entre os tratamentos observados dentro das categorias entre tratamentos e dentro do tratamento entre categorias.
Fonte: O autor, UECE (2021).
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5. CONCLUSAO

O VEGF ndo apresentou efeitos benéficos sobre o tecido ovariano bovino submetido ao
autotransplante subcutaneo num periodo de sete dias. Os resultados apresentados sdo relativos
auma amostra de trés animais e devem ser interpretados cautelosamente. A avaliacdo da analise
das demais amostras do experimento podera esclarecer os resultados encontrados, afim de
comprovar-se ou ndo a eficacia do VEGF. Ajustes na concentracdo do VEGF, bem como seu
tempo de exposicdo nos tecidos ovarianos submetidos a manipulacdo biotecnologica adicional
(por exemplo, criopreservacdo) constituem-se de grande interesse de investigacdo. Finalmente,
o efeito do VEGF sobre tecidos transplantados por periodos de tempo maiores (dados ainda ndo
testados), implicara em maior desafio tecidual, podendo ser benéfico para a producdo de

sobrevivéncia tecidual.
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