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RESUMO: As células estromais ovarianas sao componentes menos estudados nas avaliagdes
histoldgicas de fragmentos ovarianos submetidos a vitrificagao, apesar de sua funcao de suporte,
sustentacdo e acdo androgénica durante foliculogénese e desenvolvimento de foliculos pré-
antrais (FOPAs). Este trabalho teve como objetivo comparar a densidade estromal de tecido
ovariano equino submetidos ou nao a vitrificagdo. Ovarios oriundos de 5 éguas obtidos por
ovariectomia laparoscopica foram submetidos a um protocolo de vitrificagdo com Etilenoglicol
(EG) e trealose no meio base (a-MEM + 2,5 mM Hepes + 6% de Soro Fetal Equino), seguido de
reaquecimento. Ambos fragmentos (seja vitrificado, seja controle fresco nao vitrificado) foram
seccionados em tamanho de cultivo padronizado (3x3x1 mm) e destinados ao processamento
histologico classico para avaliagdo da densidade das células estromais, visando compreender os
impactos dessa técnica de preservacdo tecidual sobre o microambiente ovariano. Os achados
elucidam que o material vitrificado (44,68 + 0,57 células/mm?, Média + EPM), apresentou
densidade estromal significativamente maior no grupo vitrificado em comparacdo ao controle
fresco ndo-vitrificado (41,90 + 0,53 células/mm?). Adicionalmente, a variagdo de idade entre as
réplicas e a data de coleta do material pode influenciar a densidade estromal. Conclui-se,
portanto, que a avaliacdo da densidade estromal constitui uma ferramenta relevante para a
compreensdo do microambiente ovariano ¢ podem servir de base para o aperfeicoamento de
estratégias de preservacao de espécies zootécnicas e biomédicas.

Palavras-chave: Banco de germoplasma; Foliculos pré-antrais; Microambiente ovariano;

Processamento histologico.



ABSTRACT: Ovarian stromal cells are less-studied components in histological evaluations of
ovarian fragments subjected to vitrification, despite their role in providing support, sustenance,
and androgenic activity during folliculogenesis and the development of preantral follicles (PAFs).
The objective of this study was to compare the stromal density of equine ovarian tissue that had or
had not undergone vitrification. Ovaries from 5 mares, obtained via laparoscopic ovariectomy,
were subjected to a vitrification protocol using ethylene glycol (EG) and trehalose in the base
medium (o-MEM + 2.5 mM HEPES + 6% fetal equine serum), followed by thawing. Both tissue
fragments (whether vitrified or fresh, non-vitrified controls) were sectioned into standardized
culture-sized pieces (3 X 3 x 1 mm) and subjected to conventional histological processing to assess
stromal cell density, with the aim of understanding the impacts of this tissue preservation technique
on the ovarian microenvironment. The findings show that the vitrified material (44.68 + 0.57
cells/mm?, mean £ SEM) exhibited a significantly higher stromal density in the vitrified group
compared to the fresh, non-vitrified control (41.90 + 0.53 cells/mm?). Additionally, age variation
among the replicates and the date of material collection may influence stromal density. It can
therefore be concluded that the assessment of stromal density is an important tool for
understanding the ovarian microenvironment and can serve as a basis for improving strategies for
the preservation of zootechnical and biomedical species.

Keywords: Germplasm bank; Preantral follicles; Ovarian microenvironment; Histological

processing.
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1. INTRODUCAO

A equideocultura brasileira destaca-se entre as maiores do mundo, com um
rebanho de 5,7 milhdes de animais distribuidos por 1,7 milhdo de estabelecimentos por
todo o pais (IBGE, 2024). A atividade desse setor produtivo movimenta cerca de R$30
bilhdes anualmente e emprega mais de 3 milhdes de pessoas de forma indireta e direta
(CNA, 2025). A expansao desse setor deve-se a expressividade do rebanho e a aplicagao
de biotécnicas de reproducao (CNA, 2025; Squires, 2020) que impulsionam o mercado
interno ¢ externo, com a comercializagdo de animais vivos e de seus materiais
biotecnologicos.

As fémeas da espécie equina diferem das demais espécies domesticadas, por ser
uma espécie poliéstrica sazonal de fotoperiodo positivo. O ovario equideo possui
conformagdes morfoldgicas singulares, como a fossa ovulatoria (exclusivo da égua) e a
inversao das zonas medular e cortical ovarianas (Ono, 2015; Brito, 2022). Entretanto, tais
caracteristicas nao impedem que o modelo equino seja de grandiosa importancia para o
estudo da dinamica folicular ovariana comparativa com outras espécies de producdo, bem
como a humana (Alves et al., 2016; Benammar et al., 2021). Nesse cenario, o estudo da
fisiologia reprodutiva das fémeas equinas, especialmente no que concerne a dindmica
ovariana, torna-se ferramenta fundamental para a compreensdo e o aprimoramento dos
processos reprodutivos de diversas espécies de producao sendo, portanto, considerada um
modelo de “duplo proposito-duplo beneficio” (Gastal et al., 2020).

No entanto, para a adequada avaliacdo da dindmica ovariana equina, os estudos
nesta espécie dependem de rigorosas avaliagdes no que concerne a fatores
morfofisioldogicos como, por exemplo, a compreensdo ndo somente da morfologia e
densidade folicular (como classicamente avaliado), mas também da densidade de células
estromais durante o processo de avaliacdo histologica do cortex ovariano (Costa, 2025).
Esses parametros sdo indispensaveis como indicadores da proliferagao das células da
granulosa, células estromais e dos processos de neovascularizagdo de foliculos pré-antrais
inclusos em tecidos ovarianos submetidos a desafios de processamento (como por
exemplo, a vitrificagdo tecidual; Rodrigues, 2025). Apesar da participacdo das células
estromais nos complexos processos da dindmica folicular e do funcionamento ovariano,
uma grande énfase da pesquisa ovariana humana e animal tem se atentado
majoritariamente aos processos concernentes a foliculogénese, enquanto que os processos

relacionados a dindmica tecidual do parénquima ovariano (Kinnear, et al. 2020), ou seja,
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0o microambiente no qual ocorre o desenvolvimento desses foliculos, sdo menos
estudados.

O uso da vitrificagdo de tecidos ovarianos objetivando a formacgdo de bancos de
germoplasma vem se tornando uma estratégia importante para a preservagao da fertilidade
humana e dos animais domésticos (Carvalho et al, 2011) A técnica de vitrificacao consiste
em um congelamento ultrarrapido das amostras visando impedir a formagao de cristais de
gelo intracelulares (Shi et al., 2017). Entretanto, durante a exposi¢do do material biologico
a temperaturas extremamente baixas, efeitos colaterais advindos de elevadas
concentragdes de agentes crioprotetores toxicos, podem induzir o aumento do estresse
oxidativo, contribuindo para o risco de morte celular (Silva L. et al., 2020; Gandolfi et
al., 2006.).

Nos equinos, em relacdo a preservacdo de gametas (Giarretta, 2015), sémen
congelado (Alves et al., 2022) e fragmentos ovarianos (Carrijo, 2016), ainda sdo limitadas
as investigacdes que abordem especificamente as alteracdes na densidade de células
estromais em tecidos ovarianos submetidos a vitrificagdo. Nesse sentido, a avaliagdo da
densidade de células estromais em tecidos ovarianos equinos submetidos a vitrificagao
ganha importancia premente, por apresentar-se como uma ferramenta relevante para
elucidar os efeitos desses protocolos sobre o microambiente ovariano e contribuir para o
aprimoramento de técnicas de preservagdo da fertilidade de humanos e animais
domésticos.

Diante da importancia das células estromais para a manuten¢ao do microambiente
ovariano e dos potenciais efeitos da vitrificagdo sobre a integridade tecidual, hipotetiza-
se que o processo de vitrificacdo promove alteracdes na densidade de células estromais
do tecido ovariano equino, refletindo modificacdes no microambiente tecidual. Portanto,
este estudo tem como objetivo comparar a densidade estromal de tecido ovariano equino
submetido a um protocolo de vitrificagdo e reaquecimento com material fresco nao
vitrificado, usando fragmentos de tamanho de cultivo in vitro (3 x 3 x 1 mm), visando
compreender os impactos dessa técnica de preservacgdo tecidual sobre o microambiente

ovariano.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Anatomia e morfofisiologia ovariana equina
Os ovarios equinos situam-se na por¢ao ventral proxima a 4 e 5* vértebras lombares,

com o ovario direito em posi¢cdo mais cranial em comparagdo ao esquerdo. Possuindo
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tamanho e textura dependentes da fase reprodutiva, com 2-4 cm no periodo de anestro e
aumenta aos 6-8 cm na época reprodutiva (Bettencourt et al., 2018). Com superficie dupla,
com um lado convexo, aderida ao mesovario, local que ocorre a irrigagdo e inervacao do
orgdo, enquanto que em sua por¢do concava e lisa, (Jones, Troxel, 2006) encontra-se a
fossa ovulatoria, sendo essa a localizacao na qual ha a ovulacao na espécie. Externamente,
0 ovario ¢ envolvido por uma camada de epitélio superficial, o epitélio germinativo
(Konig, Liebich, 2016; Oliveira et al., 2019).

Uma caracteristica marcante da gonada feminina equina ¢ a disposi¢@o invertida
do cortex e medula. Ao contrario do observado em outras espécies domésticas, nessa
espécie, a zona parenquimatosa ou cortical, com foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento, formam o centro do 6rgdo, que € envolvido por uma camada espessa,
inervada e vascularizada composta de tecido conectivo, a medula. O suprimento
sanguineo da medula adapta-se proporcionalmente a atividade ovariana, em resposta a
atividade endécrina do 6rgdo e a presenga de corpos liteos no cortex (Ginther, 1992;
Brinsko, 2010; Hafez, 2004). Essas conformagdes singulares estabelecem o modelo
equino (Alves et al., 2016) como um importante pilar dos estudos da dinamica folicular

comparativa e do microambiente ovariano (Figura 1)

Mulher e Egua

l:] Cortex

Odcito

Epitélio germinativo

superficial 1 3 ]

.\ . Odcito ovulado .
Corona radiata Fossa ovulatoria
@ Foliculo primordial ® Foliculo primario @ Foliculo antral @ Foliculo maduro (Graaf) @ Foliculo rompido @ Corpo liteo

Figura 1 — Anatomia comparativa ovariana da mulher e da égua.
(Fonte: Benammar et al., 2021 adaptada.)
Nessa conjuntura, a heterogeneidade da distribuicdo espacial folicular equina ¢

um conceito significativo para estudos com fragmentos teciduais da espécie (Alves et al.,
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2018). Fatores como porgao e regides ovarianas influenciadas pela idade, classe folicular
e morfologia ovariana determinam a distribuicao espacial na camada cortical ovariana; os
foliculos pré-antrais de éguas jovens ficam mais proximos ao centro geométrico, enquanto
que uma dispersao ¢ observada com a mesma classe folicular em animais mais velhos
(Alves et. al., 2018; Hyde et al., 2022). Estruturalmente, a camada cortical ovariana ¢
composta por estruturas foliculares e estromais de carater frouxo, sendo constituida de
fibras colagenas (tipos I e III) e de agrupamentos de fibroblastos, denominados células
estromais. O estroma, composto de células, matriz extracelular (MEC) e produtos
metabolicos possuem uma fungao de suporte ao desenvolvimento folicular, apresentando
uma complexa interagdo entre seus componentes. (Shen, 2023; Brito, 2022; Silva Y.,
2020).

Portanto, a compreensdo da anatomorfofisiologia ovariana equina ¢ fundamental
para o sucesso das biotecnologias reprodutivas, visto que, a avaliagdao de alteragdes de
densidade e viabilidade das estruturas estromais € essencial para compreender o suporte
fisico e ambiental para o desenvolvimento folicular (Rodrigues, 2025). Dessa forma, a
importancia da investigacdo dos fatores de estresse relacionados aos processos de
preservacao tecidual como a vitrificagao ¢ fundamental para a compreensdao de como o
criodano pode alterar a densidade e comprometer a integridade do microambiente

ovariano.

2.2. Foliculogénese e interacio estroma-foliculo

Os foliculos ovarianos dependem de fatores extracelulares para seu recrutamento
e desenvolvimento oocitario no parénquima cortical. A foliculogénese inicia na vida pré-
natal com a formacdo dos foliculos primordiais, culminando em foliculos ovulatorios
liberados no animal adulto (Leitao, 2018; Senger, 2005). Para a ativacao desses foliculos
primordiais e progressdo da maturacdo oocitaria, a atividade de células adjacentes ¢
essencial, com acao de substancias paracrinas supressoras € moduladoras pelas células
estromais e foliculos proximos (Hyde et al., 2022; Kinnear, 2020).

As células estromais sdo caracterizadas pelo formato fusiforme e organizagao em
espirais, com fun¢do importante enddcrina e paracrina na manutencdo, formagdo e
desenvolvimento de corpos luteos e foliculos ovarianos. Durante esse processo, com o
crescimento folicular, h4 a diferenciacao dessas células estromais para células da teca que
se subdividem em teca interna e teca externa. As células da teca interna sdo produtoras de

androgenos, contribuindo para a fungdo enddcrina das células estromais; As células da



15

teca externa sdo compostas de células similares a fibroblastos, importantes para a
sobrevivéncia e manutencao dos foliculos (Kinnear et al., 2020; Konig; Liebich, 2016;
Liu, 2020). Em contrapartida, a acdo paracrina das células estromais se dé pela secrecdo
de moléculas biologicas ativas, incluindo moléculas reguladoras, como citocinas, fatores
de crescimento e peptideos bioativos capazes de influenciar células proximas
(Kuchakzadeh et al., 2024; Lima, 2016).

A intera¢do celular durante a maturacdo folicular surge também da interagdo
bioquimica entre as células da teca, de origem estromal, e as células da granulosa, que
como consequéncia, ajudam a promover o desenvolvimento folicular (Parrot; Skinner,
1998). A sintetizacdo de reguladores enddcrinos de crescimento e androgenos pelas
células da teca interna, integra-se no processo da conversio de androgenos desses
compostos em estrogenos, realizado pelas células da granulosa garantindo o suporte
endocrino indispensavel para a maturagao folicular (Hummitzsch et al., 2015; Richards
et al., 2017). Logo, a organizagdo folicular equina constitui uma unidade funcional na
qual a eficiéncia da granulosa, maturagdo folicular e desenvolvimento oocitario estd
relacionada a integridade e a densidade do contetido estromal ovariano.

As moléculas reguladoras secretadas pelo estroma influenciam a proliferacao e
a sobrevivéncia das células da granulosa, atuando como moduladores do ritmo da
foliculogénese ao interagir em processos como morfologia celular, agregacdo,
comunicacdo, proliferagdo e sobrevivéncia (Bottini, 2020; Kinnear, 2020; Berkholtz et
al., 2006; Liu, 2020). Nesse sentido, a manutengao de uma densidade celular estromal
adequada facilita para que esses sinais pardcrinos alcancem os foliculos (Aguiar et
al.,2020), diminuindo o processo de atresia e facilitando a competéncia oocitaria,
especialmente em tecidos submetidos a desafios de processamento como aqueles

submetidos a vitrificagao.

2.3. Microambiente ovariano
O microambiente ovariano prové suporte nutricional e transporte de sinalizagdes
para o crescimento de foliculos, ovulag¢do e formagdo de corpos luteos, sendo também um
componente essencial para a comunicagao intercelular entre os diferentes tipos celulares
presentes. Esse ambiente ¢ composto pela matriz extracelular (MEC), células estromais,
sistema vascular e imune, além de células tronco ovarianas. Nesse sentido, torna-se um
pré-requisito para o desenvolvimento folicular e a maturacdo oocitaria, nos quais a matriz

extracelular e o estroma ovariano desempenham papel fundamental, contribuindo para o
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suporte fisico, bioquimico e paracrino necessario a foliculogénese (Shen et al., 2023; Guo
et al., 2024; Woodruff; Shea, 2007).

A matriz extracelular ovariana (MEC) ¢ composta por redes de proteinas,
proteoglicanos e glicosaminoglicanos responsaveis pela regulacao de funcdes celulares
como adesao, migragao e proliferacao pela interagcdo célula-receptora e pela interagao das
células com fatores de crescimento sequestrados pela MEC. Essas interagdes se dao pela
acdo da MEC como uma reserva que ¢ capaz de armazenar e liberar moléculas,
controlando a biodisponibilidade durante o processo da foliculogénese (Kinnear et al.,
2020, Tomaszewski et al., 2021). Nesse processo a constante remodelacdo da matriz
acompanha a morfogénese, ancorando as células e regulando a diferenciagdo celular de
acordo com o aumento do foliculo, possibilitando a sustentacdo por envolver as células
foliculares (Martins, 2020), interagindo com as células estromais para contribuir para o
desenvolvimento ¢ manutenc¢ao do microambiente folicular.

Nesse contexto, as células estromais participam do microambiente ovariano de
forma dindmica, exercendo um papel central no controle da sintese da matriz extracelular.
Assim, a MEC permite o funcionamento ideal do nicho, por agir na sintese e secre¢ao
continua de coldgenos garantido pela populacdo de fibroblastos (Boraldi et al., 2024), as
quais se adaptam as variagdes e tensdes geradas pelo desenvolvimento folicular.
Paralelamente, o processo de mecanotransducdo realizado pelo estroma ovariano
influencia a atividade celular, no qual o estimulo mecanico ¢ capaz de modular respostas
bioquimicas (Wang; Yang, 2025). A vista disso, as interagdes do microambiente ovariano
com o foliculo, principalmente no que se diz a funcionalidade e percep¢ao celular da MEC
e do estroma, estabelecem o dinamismo complexo da foliculogénese e do suporte
necessario para o desenvolvimento oocitério.

A integridade do microambiente ovariano estd diretamente relacionada a
organizagdo e a quantidade de células presentes no estroma, sendo sua densidade um
parametro relevante para a integridade tecidual. Dessa forma, a avaliacdo da densidade
celular pode refletir o grau de preservacgdo estrutural do tecido; in vitro, células estromais
proximas aos foliculos auxiliam no processo de neovascularizagdo de foliculos pré-antrais
inclusos em tecidos ovarianos submetidos a desafios de processamento (como por
exemplo, a vitrificacdo tecidual, Rodrigues, 2025), sobrevivéncia e qualidade de enxertos
ovarianos (Gastal et al., 2017). A dinamica das variagdes do nicho ovariano com a matriz
extracelular e na integridade de células estromais, observadas em diferentes espécies

como equinos (Alves et al., 2016), humanos (Grosbois et al., 2023) e bovinos (Catunda
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et al., 2026) concretizam a relevancia do microambiente ovariano para os estudos de

biotecnologias reprodutivas, nas quais a avaliagdo da densidade de células estromais se

destaca como um parametro importante para a investigagao da integridade do tecido.
2.4. Preservacao tecidual ovariana e vitrificacao

A criagdo de bancos de germoplasma para a preservagdo da fertilidade humana e
equina destaca-se como uma das aplicagdes de grande énfase nos estudos de
biotecnologias reprodutivas, sendo o modelo reprodutivo da égua um importante
comparativo para os estudos em outras espécies, especialmente em relacao ao da mulher
(Alves et al., 2016; Benammar et al., 2021). Neste contexto, metodologias de
criopreservacao que sejam capazes de salvaguardar a qualidade do material gonadal sao
desejadas. Ademais, para suprir a necessidade da criopreservacao de odcitos equinos e
fragmentos ovarianos a utilizagdo do método de vitrificagdo tecidual compde uma
alternativa a técnica do congelamento lento (Ming et al., 2024; Gastal et al., 2018).

A vitrificagdo consiste na desidratacao do tecido a temperatura ambiente, por meio
da exposicdo a solugdes altamente concentrados de crioprotetores, seguida pelo
congelamento ultrarrdpido que evita a formacdo de cristais de gelo, permitindo que a
solugdo passe do estado liquido ao estado vitreo (Figura 2) e possa entdo ser conservada
a temperaturas ultrabaixas e posteriormente possa ser aquecida para uso (Hafez, 2004;
Gastal et al., 2017). Entretanto, durante o processo de resfriamento e exposicao do
material a crioprotetores toxicos, podem induzir o aumento do estresse oxidativo,
contribuindo para o risco de morte celular.

Figura 2 - Processo de vitrificacao tecidual ovariana comparado a congelamento lento e

os impactos nas células estromais ovarianas.

Criopreservacao de tecido ovariano

Vulnerabilidade em
Congelamento lento vs Vitrifca¢io células estromais

Congelamento Lento Vitrificacio

Células estromais

e perivasculares

Estresse celular Redugdo de criolesdes Populages mais
induzido pelos cristais  celulares e impede criosensiveis durante o
de gelo, perda celular  formagdes de cristais  processo de congelamento

(Fonte: adaptado de Wu et al., 2026).
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No contexto das células estromais, os achados experimentais sdo varidveis, nos
quais a vitrificagdo pode preservar a integridade estromal de forma superior a outros
métodos de criopreservagao, mas o oposto também ja foi observado (Behl et al., 2023).
As alteragOes causadas as estruturas celulares estromais, estdo associadas a danos
oxidativos, que desorganizam o microambiente tecidual (Candelaria, 2024), podendo
comprometer a viabilidade celular e a atividade folicular, além de impactar a densidade
de células estromais.

A eficacia da vitrificagdo de tecido ovariano depende de varios fatores, como o
método escolhido e a selecdo de crioprotetores (Gandolfi et al., 2006). Diante disso, a
compreensdo da dindmica de células estromais e sua interagdo com o microambiente
ovariano torna-se fundamental para o aprimoramento das biotecnologias reprodutivas,
particularmente no contexto da preservacao de tecido ovariano. Neste cendrio, a busca
por protocolos de vitrificagdo que minimizem as criolesdes e mantenham a integridade
estrutural sdo fundamentais para a manutencdo da viabilidade celular. Dessa forma, a
associacdo entre o conhecimento da morfofisiologia ovariana e o desenvolvimento de
protocolos mais eficazes podem ampliar as aplicacdes dessas biotecnologias tao

importantes para a reproducao equina.

3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho de conclusao de curso (TCC) foi desenvolvido como parte de
um projeto experimental mais amplo, no qual tecidos ovarianos equinos de éguas com
diferentes condi¢des clinicas foram submetidos a protocolos de vitrificacao, com foco na
avaliacdo da densidade de células estromais. O estudo encontra-se em desenvolvimento
na Universidade Federal de Pelotas (UFPel), com os procedimentos experimentais
devidamente aprovados pelo Comité de Etica da institui¢iio (Protocolo n.° 12986-2021).

3.1. Coleta de amostras

Foram utilizados fragmentos ovarianos provenientes de éguas adultas SRD (n=5),
ndo gestantes, obtidos apos procedimento de ovariectomia unilateral por laparotomia no
Hospital de Clinicas Veterindrias da Universidade Federal de Pelotas (HCV - UFPel),
com idade de 6+3,01 anos (média + EPM), peso corporal médio de 321,4+24,89 kg e
classificadas em escore corporal médio de 7-8 (na escala em que 1 sdo considerados
animais magros e 9 considerados obesos segundo Henneke et al., 1983).

3.2. Processamento dos fragmentos ovarianos
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Imediatamente apos a coleta, os ovarios foram imersos com alcool 70% por 10
segundos, para desinfec¢do superficial e, em seguida, lavados trés vezes com solugcdo
salina tamponada com fosfato (PBS) para remocdo de debris celulares. Em sequéncia,
com auxilio de pinga anatdmica e bisturi, os ovarios, tiveram os tecidos adiposos e
ligamentos adjacentes removidos, sendo entdao seccionados longitudinalmente conforme
descrito por Alves et al. (2018), com exclusdo de regides contendo corpos luteos e
foliculos antrais.

Foram obtidos 6 fragmentos de cada ovario (n=5) de tamanho padronizado para
cultivo in vitro 3 x 3 x 1 mm (C x L x A) seccionados entre o centro geométrico e a fossa
ovulatéria do ovario. O total de 30 fragmentos provenientes de 5 éguas foram distribuidos
de forma aleatéria em dois tratamentos: material fresco ndo vitrificado e material
vitrificado, totalizando 6 fragmentos para cada tratamento, distribuidos aleatoriamente
para avaliacdo histoldgica de rotina

3.3. Processamento histologico

Apbés a coleta, os fragmentos frescos e vitrificados foram fixados em
Paraformaldeido 4% (PFA) conforme descrito por Gastal et. al (2017) e permaneceram
em alcool 70% em temperatura ambiente até o processamento histoldgico cldssico, no
qual os fragmentos foram embebidos em parafina e cortados de forma seriada com 7 um
de espessura, em comparagao as secgoes de rotina que se utiliza de sec¢des de 4-6pum. Em
seguida, os fragmentos foram montados e coradas as 1aminas com hematoxilina e eosina.

3.4. Protocolo de vitrificacao

O protocolo de vitrificacdo foi realizado conforme descrito por Gastal et al.
(2017). Utilizou-se placas de Petri contendo os fragmentos ovarianos obedecendo as
seguintes solucdes e intervalos de exposicao: Solugdo de 0,3M Etilenoglicol (EG) e 0,5M
de trealose no meio base (a-MEM + 2,5 mM Hepes + 6% de Soro Fetal Equino) por 3
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, os fragmentos foram submersos na
solucdao 1,5 EG em meio base por 1 minuto em temperatura ambiente. Os fragmentos
foram entdo desumidificados, colocados em criotubos (1mL) submersos em nitrogénio
liquido e armazenados. Para o reaquecimento, o criotubos foram expostos a temperatura
ambiente sendo, em seguida, imersos em agua na temperatura de 37°C durante 1 minuto.
Imediatamente apds a imersdo, os fragmentos foram submetidos a concentracdes
decrescentes de sacarose (0,5, 0,25 ¢ 0 M em meio base) por 5 minutos entre cada solugao

para remocao de crioprotetores.
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3.5. Densidade Estromal

A densidade estromal foi determinada através da leitura da lamina histologica,
localizando os nucleos localizados no estroma cortical dos fragmentos processados por
histologia classica, nos quais 10% das sec¢des histologicas obtidas de cada fragmento
ovariano serdao analisadas conforme previamente descrito (Gastal et al., 2017) Foram
totalizadas 60 imagens por réplica e 5 quadrantes (50 x 50 pm = 2,500 pum? cada)
contabilizados aleatoriamente por imagem. Ao todo, foram analisadas 600 imagens,
totalizando 3000 quadrantes. Foram removidos da contagem os foliculos pré-antrais,
vasos sanguineos e artefatos histoldgicos remanescentes. As imagens foram capturadas
utilizando uma camera digital (Olympus DP-72) acoplada a microscopio 6ptico (Nikon
236 Eclipse 50i/551i; Morrell Instrument Co., Inc., Melville, NY, USA) e com uso do
Image] software (versdo 1.53s) para analise. Os resultados foram expressos como nimero

de células por milimetro quadrado (células/pm?).
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Figura 3 — Método de Contagem das células estromais de fragmento ovariano equino
utilizando o software ImagelJ (versao 1.53s). Fonte: a autora.
3.6. Analise estatistica
Os dados referentes aos nimeros de células estromais contabilizados neste

trabalho foram analisados por meio de Modelos Lineares Mistos Generalizados (MLMG
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ou GLMM) com a distribuicao de Poisson, no software R (versdo 4.6.0, R Core Team,
2026). Para os resultados, o tratamento foi estabelecido como um efeito fixo e a contagem
das imagens obtidas de cada réplica, efeito aleatério. A diferenca entre ambos os grupos
(Controle nao vitrificado x vitrificado) foi avaliada com o teste de Tukey, considerando
os resultados significativamente diferentes quando p < 0,05.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi observado um aumento de células estromais em grupos
vitrificados em relagdo ao controle fresco. A média de células estromais do grupo controle
ndo vitrificado foi de 41,90 + 0,53 células/um? (Média £EPM), enquanto que o grupo
vitrificado obteve um niimero significativamente maior (p < 0,05) de células estromais,

contabilizando, em média 44,68 + 0,57 células/um? (Figura 4).
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Figura 4 - Média + EPM da contagem de células estromais (por 2500pum?) em fragmentos
de tecido ovariano equino nos grupos controle fresco ndo vitrificado e grupo vitrificado.

ab(Letras diferentes diferem estatisticamente (p< 0,05).

O processo de vitrificagdo evita a formagdo de cristais de gelo durante o
processamento. De forma que a desordem natural das moléculas de 4gua e solutos é
preservada, minimizando o impacto dos sistemas a serem preservados em comparagao a
outros métodos criopreservantes como o congelamento lento (Behl et al., 2023). Nesse
processo, as células sobrevivem pelo aumento da concentragdo de solutos dentro da
célula por osmose que impede o congelamento total do tecido durante transi¢ao vitrea,

que também facilita o processo de contratilidade das solu¢des para equilibrio (Wowk,
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2010). Dessa forma, a diminuicdo de volume de agua, e aproximacgdo das células
estromais uma das outras, poderiam parcialmente explicar o aumento da densidade das
células estromais contabilizadas nas amostras, por sua posi¢ao espacial mudar durante o
processo de vitrificagdo. E importante ressaltar que o tecido estromal constitui um
ambiente dindmico, com variagdes de organizacao durante o desenvolvimento folicular,
fator discutido por estudos recentes, como o de Sheng et al. 2022, que reiteram a
plasticidade e adaptagao da densidade desse grupo celular diante de diferentes estimulos
que se assemelha ao apresentado nesse trabalho.

Apesar das alteragdes osmoticas e estruturais potencialmente contribuir para a
maior densidade celular observada nos fragmentos vitrificados, outros estudos relatam
comportamentos diferentes das células estromais ap6s a criopreservagao. Relatos prévios
em humanos (Behl et al., 2023; Shi et al., 2017) e bovinos (Santana et al. 2025;
Candelaria et al., 2024) demonstraram que o grupo controle fresco apresenta maior
densidade de células estromais em comparacdo aos fragmentos analisados apos
vitrificagdo. Vale ressaltar que nesses estudos, a metodologia de contagem estromal e a
proporcao dos quadrantes ¢ diferente, com um menor nimero de contagens ou com mais
quadrantes de menor proporcio (10 quadrantes com area de 100pum? comparada com 5
quadrantes de 2500um?®) o que pode explicar em parte os resultados discrepantes
observados neste estudo.

Outra explicagdo para essas divergéncias pode ser relacionada a outras varidveis
como o protocolo de vitrificacdo utilizado, no que concerne as caracteristicas inter-
especificas da técnica e ao uso de diferentes crioprotetores em diferentes concentragdes.
No entanto, ao avaliar outros estudos sobre contagem de células estromais em equinos,
como o de Gastal et al. 2017, que utilizaram proporg¢des de fragmentos similares ao deste
trabalho e também avaliaram as imagens com propor¢des parecidas, os achados se
assemelham. De fato, Gastal et al., 2017 demonstrou um aumento no nimero de células
estromais durante a contagem do grupo vitrificados em comparagdo ao grupo controle
fresco e ao protocolo de congelamento lento.

A analise individual dos tratamentos entre as réplicas avaliadas pode ampliar o
conhecimento e a interpretacdo sobre o comportamento de cada réplica individualmente
em relacdo ao tratamento. Isso ganha relevancia uma vez que estudos prévios
demonstraram efeitos individuais nos animais avaliados. Diante disto, foi observado uma
contagem de células estromais significativamente superior (p< 0,05) no tratamento

vitrificado nas réplicas R1, R4 e R5 em comparag@o ao grupo controle ndo vitrificado. A
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réplica R4 sobressaiu em relagiio aos demais (57,92 + 0,67 células/mm?), seguida pela
R5 (56,33 + 0,54 células/mm?), quando comparadas com as outras réplicas (Figura 5).
Em relagdo ao grupo controle, um achado similar foi observado, no qual novamente as
réplicas 4 (49,63 + 0,47 células/mm?) e 5 (49,4040,52 células/mm?) apresentaram um
numero maior de células estromais em comparacao as demais réplicas (Figura 5). Vale
observar que as réplicas R2 e R3 apresentaram padrio inverso, onde a densidade de
células estromais foi maior no grupo controle ndo vitrificado em comparagdo ao grupo
vitrificado. Todavia, ndo houve diferenca na comparagao dentro dos tratamentos

(controle ndo vitrificado ou vitrificado) quando comparando as réplicas entre si.
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Figura 5 — Média + EPM da contagem de células estromais (por 2500um?) em fragmentos
de tecido ovariano equino em cada réplica avaliada nos grupos controle fresco ndo

vitrificado e grupo vitrificado. *°(Letras diferentes diferem estatisticamente (p< 0,05).
As réplicas de maior contagem, curiosamente, sdo oriundas dos animais mais
jovem (R4) e mais velho do experimento (R5), com 2 e 18 anos, (Tabela 1)
respectivamente. Conforme descrito por outros autores, como Alves et. al., 2018 e Hyde
et al., 2022, a idade ¢ um fator importante para a compreensdo da disposi¢do espacial
de foliculos pré-antrais (FOPAS) no cortex ovariano, no qual animais mais jovens
tendem a ter FOPAS mais proéximos ao centro geométrico ovariano, enquanto que os
mais velhos apresentam FOPAS distribuidos mais distantes do centro geométrico. Na

metodologia desse trabalho, optou-se por obter fragmentos ovarianos baseados nesses
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achados, privilegiando o corte de tecido ovariano rico em FOPAS localizado entre o
centro geométrico e a fossa ovulatoria. Nesse contexto, ao considerar a interacdo dos
foliculos e das células estromais, que circundam os foliculos permitindo o
desenvolvimento folicular em razao da sua funcao estrutural e paracrina, € possivel que
regides com maior concentragdo folicular, apresentem também maior densidade
estromal. Entretanto, essa hipotese ndo foi avaliada diretamente no escopo desse estudo
e requer mais investigacgdes para sua confirmacao.

Tabela 1 — Idades de cada réplica (R1 a RS) e data as quais as éguas foram submetidas

a ovariectomia e processamento dos fragmentos de tecido ovariano.

Réplica Idade (anos) Data da coleta
R1 4 14/09/2022
R2 3 21/09/2022
R3 3 23/09/2022
R4 2 18/07/2023
RS 18 03/04/2024

Outro aspecto importante nos trabalhos realizados com a espécie equina, ¢ a
sazonalidade reprodutiva (Brito, 2022) que influencia a ciclicidade, atividade ovariana
e, consequentemente, a densidade de células estromais. No estado do Rio Grande do
Sul, onde foi realizado as coletas e processamentos desse trabalho, ha uma boa defini¢ao
das estacdes do ano, com diferengas perceptiveis do fotoperiodo, fator primario da
modula¢do da dindmica folicular nas éguas. A sazonalidade reprodutiva ¢ mediada pela
melatonina, secretada pela glandula pineal em resposta a estimulos luminosos captados
na presenca de luz. Esse hormonio interfere via o eixo hipotalamico-hipo6fise-gonadal,
na concentracdo circulante de FSH e LH, hormodnios responsaveis pela ciclicidade e
retorno as etapas que precedem o estro (Ginther et al., 2004; Coelho et al., 2023).

No presente trabalho, ao avaliar a data de coleta e processamento dos fragmentos
ovarianos das réplicas (Tabela 1), podemos observar que entre as réplicas R1, R2 e R3,
foram realizadas no més de setembro, durante a transi¢ao final do inverno e inicio da
primavera, proxima ao fim dos dias mais longos do ano. Adicionalmente a réplica 5 foi
coletada durante o outono, e a réplica com maior nimero de contagens (4), em julho.

Esses dados divergem-se ao que Alves et al., (2016) observaram ao avaliar bidpsias
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ovarianas em ¢€guas durante a fase de diestro, onde o numero de células estromais foi
bem maior quando comparada as bidpsias realizadas em éguas em anestro. Essa
divergéncia pode estar relacionada, ao menos em parte, as diferengas metodologicas
entre os estudos, como as distintas formas de obtengdo e processamento do tecido
ovariano, caracteristicas dos proprios fragmentos corticais, como seu tamanho e
metodologia de fragmentacdo que podem influenciar a preservacao e organizacao do
estroma. (Aguiar et al., 2020). Adicionalmente, € possivel que a variagdo climatica entre
as coletas exerca influéncia indireta com a dinamica folicular, podendo influenciar a
densidade estromal pela influéncia do fotoperiodo, contribuindo para a variabilidade
observada entre as réplicas.

Em conjunto, os achados deste estudo reforcam a importancia da avaliacao da
densidade estromal como componente da analise da qualidade de tecido ovariano
submetido a desafios de processamento como a vitrificagdo. As diferencas observadas
entre os tratamentos demonstram que o estroma ovariano possui um dinamismo e
plasticidade ao interagir com as variacdes associadas a vitrificacdo e, também, as
variagdes bioldgicas entre os animais. Dessa forma, a inclusdo desses parametros
estromais em estudos sobre a preservagao tecidual ovariana, associando-os ao efeito da
morfologia e densidade foliculares ¢ de fundamental importancia para a obtencdo de
uma melhor compreensdo dos impactos sobre a vitrificagdo neste microambiente,
fornecendo uma base para protocolos cada vez mais seguros e vidveis para a preservacao
da fertilidade na espécie equina € em consequéncia, em outros modelos animais e
humanos.

5. CONCLUSAO

Conclui-se, portanto que a avaliacao estromal por meio da contagem celular constitui
uma ferramenta relevante para a compreensdao do microambiente ovariano e folicular,
uma vez que as c€lulas estromais desempenham papel essencial na manuten¢ao da
homeostase tecidual, no desenvolvimento e na sobrevivéncia folicular. Embora
alteracdes decorrentes dos desafios de processamento sejam esperadas, esse trabalho
observou o aumento de células estromais vitrificadas em relagdo ao grupo controle
fresco, fator associado ao dinamismo das cé€lulas estromais estudadas, que ainda sao
pouco exploradas nos estudos de reproducdo animal e humana, trazendo a necessidade
fundamental para o aprimoramento e a melhor compreensao deste dinamismo. Ademais,
a preservacdo da integridade do estroma ovariano destaca-se como um fator importante

para a manuteng¢ao da viabilidade folicular, contribuindo para o avango das biotécnicas
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reprodutivas e para a expansao de bancos de germoplasma da espécie equina.
Finalmente, o progresso em estudos dessa populacao celular pode servir de base para o
aperfeicoamento de estratégias de preservacdo em outras espécies de interesse

zootécnico e biomédico.
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