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RESUMO

A demanda pelas técnicas de reproducao assistida tém sofrido consideravel
aumento na medicina humana e veterinaria. Atualmente, a puncao de foliculos
(ovum pick-up) tem sido amplamente utilizada, no entanto, ainda existem
lacunas com relacdo aos seus efeitos na mobilizacdo folicular ovariana e
fertilidade. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi, além de
padronizar um modelo murino para estudos de pung¢ao ovariana, investigar os
efeitos da injuria tecidual decorrente do procedimento na foliculogénese e em
aspectos da fertiidade de camundongos. Camundongos fémeas foram
divididas em trés grupos (Controle, Sham e Puncéo). Os animais do grupo
Puncéao foram submetidos ao procedimento de puncao ovariana, os animais do
grupo Sham passaram pelo procedimento de exposigdo ovariana, mas néo
foram submetidos a pungdo. Esses animais foram destinados a analises
morfofuncionais. O ciclo estral ndo foi alterado pelo procedimento (p>0,05). O
grupo Pungdo apresentou maior densidade volumétrica de elementos
patolégicos. Ao longo do tempo, o processo inflamatdrio foi resolvido. Houve
diferenca com relagdo a quantidade de foliculos primordiais (p=0,008) e
atrésicos (p=0,002). Através de imunohistoquimica foi possivel perceber que a
diminuigéo de 72,7% na quantidade de foliculos primordiais esta relacionada a
maior ativagdo da reserva folicular ovariana no grupo Punc¢do (p= 0,0082) e
que a maior taxa de atresia (p= 0,027) se relaciona a morte de foliculos
secundarios e antrais (p= 0,034). O ensaio de superovulagdo apontou um
menor numero de odcitos coletados no grupo Puncdo (p= 0,044), mas a
qualidade destes nao foi afetada (P> 0,05). Por fim, ndo foram observadas
diferengas significativas com relagdo aos aspectos de fertilidade dos animais
(p> 0,05). De maneira geral, os resultados indicam que a puncao afeta
aspectos ovarianos capazes de alterar a mobilizagao folicular, assim como os
aspectos inflamatorios decorrentes dos procedimentos cirurgicos. No entanto,
0s animais foram capazes de resolver o processo inflamatoério de forma eficaz,
sendo que a gestagdo e os filhotes ndo foram afetados pela puncédo. O
presente trabalho traz uma nova abordagem para estudos de pungao ovariana,
além de resultados inéditos relacionados a cinética inflamatéria decorrente da
pungao e abre um grande campo para novas pesquisas.

Palavras-chave: pungao ovariana, modelo murino, aspectos
anatomopatolégicos, mobilizacao folicular, fertilidade.



ABSTRACT

The demand for assisted reproduction techniques has increased considerably in
human and veterinary medicine. Currently, ovarian puncture has been widely
used, however, there are gaps in the literature related to the effects on ovarian
follicular mobilization and fertility. In this scenario, the aim of the present study
was, beyond standardizing a murine model for studies of ovarian puncture, to
investigate the effects of tissue injury resulting from this procedure on ovarian
follicular mobilization and on aspects of fertility in mice. Female mice were
divided into three groups (Control, Sham and Puncture). The animals from the
Puncture group were experimentally punctured, animals from the Sham group
were to the ovarian exposure, without puncture. These animals were destined
to morphofunctional analyses. The estrous cycle was not altered by the
procedure (p>0.05). The Puncture group had a higher volumetric density of
pathological elements and, with time, the inflammatory process was resolved in
both groups. There was a difference in the amount of primordial (p=0.008) and
atretic (p=0.002) follicles. Through immunohistochemistry, it was possible to
notice that the 72.7% decrease in the number of primordial follicles was related
to greater activation of the ovarian follicular reserve in the Puncture group
(p=0.0082) and that the highest rate of atresia (p=0.027) was related to the
death of secondary and antral follicles (p=0.034). The superovulation assay
showed a smaller number of oocytes collected in the Puncture group (p=0.044),
but their quality was not affected (P>0.05). Finally, no significant differences
were observed regarding the fertility aspects of the animals (p> 0.05). In
general, our results indicate that the ovarian puncture modifies the follicular
mobilization, as well as the inflammatory aspects resulting from the surgical
procedures. However, the animals were able to solve these aspects effectively,
and the pregnancy and the offspring were not affected by the puncture. This
study is of great scientific value, as in addition to bringing a new approach to
ovarian puncture studies, it brings unprecedented results related to the
inflammatory kinetics resulting from the puncture and opens a large field for
new research.

Keywords: ovarian puncture, murine model, anatomopathological aspects,
follicular mobilization, fertility.
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1. INTRODUGAO

Os ovarios sdo orgaos altamente complexos e desempenham fungdes
relacionadas a diferentes sistemas dentro do organismo. Sua formagéo e os
processos reprodutivos associados, desde a ativacao folicular até as fases de
ovulagdo dependem de inumeras vias metabdlicas e fatores de transcricao
diversos, que atuam de diferentes formas no intuito de proporcionar a
fertilidade das fémeas (LIU et al, 2019; FORD et al., 2020). A area da
reproducdo assistida, tanto em humanos quanto em animais, tem crescido
exponencialmente ao longo dos anos. Tal fato se relaciona, respectivamente,
ao adiamento da maternidade e ao crescimento do mercado da reprodugao
animal (CROWE et al., 2021).

A puncdo ovariana tem sido amplamente utilizada no campo da
reprodugao assistida, tanto em humanos (D’ANGELO et al, 2019) como em
animais (SILVA et al., 2019). De acordo com a literatura existente, esta técnica
pode ser responsavel por aumentar a contagem folicular e resultar em uma
melhora na resposta em procedimentos posteriores de fertilizacdo in vitro,
principalmente em mulheres com sindrome do ovario policistico (PSOC); o que
pode melhorar consideravelmente as taxas de nascidos vivos (HATIRNAZ et
al., 2019). Ainda existem lacunas sobre o real efeito da técnica previamente
citada na mobilizagdo ovariana e nos processos inflamatérios ovarianos
associados ao procedimento. Nao séo conhecidos os fatores responsaveis pelo
aumento do recrutamento/contagem oocitaria pos-pungéo e também existem
poucos trabalhos que relacionem o processo inflamatério causado pelo
procedimento aos fenbmenos relacionados a alteragcao da mobilizacao folicular,
ovulacao e fertilidade.

Tanto em humanos quanto em animais a técnica de "ovum-pick-up" é
amplamente utilizada e oferece uma abordagem menos invasiva comparada as
técnicas utilizadas anteriormente, mas pouca importancia € dada aos seus
potenciais efeitos deletérios (SILVA et al, 2019). Camundongos nao sao

utilizados para estudos dessa area devido ao pequeno



Introdugéao

tamanho e consequente dificuldade de manipulagdo (GOMEL, 2019). Por outro
lado sé&o de facil manuseio e possuem rapida reprodugdo, além de ser o
modelo abundantemente utilizado na pesquisa basica.

Nesse sentido, torna-se necessario estudar os efeitos da injuria tecidual
no funcionamento do ovario, além de padronizar o modelo murino para estudos
de puncdo ovariana. Dessa forma, a partir da hipotese de que a pungéo
ovariana acarreta em adaptagcdes morfofuncionais que alteram a mobilizagao
folicular ovariana murina, o presente trabalho abre portas para a criacdo de

novas abordagens terapéuticas nesse ramo da ciéncia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Ovarios: caracterizagao morfofuncional

Ao atingir a 42 semana de gestacéo, a formagdo ovarios tem inicio a
partir do desenvolvimento das cristas gonadais, que comegam a se formar a
partir de um espessamento do epitélio celdbmico na regido ventral do
mesonefro, uma de cada lado do embrido. Tal evento requer a acao de
diferentes fatores de transcricdo, como GATA binding protein 4 (GATA4), Zinc
Finger Protein FOG Family Member 2 (FOG2), Wilms Tumor 1 (WT1), Splicing
factor 1 (SF1), LIM Homeobox Protein 9 (LHX9) e Empty Spiracles Homeobox
2 (EMX2), o que resulta além da proliferagdo, em modificagées fenotipicas.
Para permitir que as células germinativas primordiais (PGCs) - provenientes do
saco vitelinico - e as células mesenquimais penetrem no epitélio em
proliferacdo, a lamina basal das células mesonéfricas passam por um processo
de remodelamento, controlado principalmente, por GATA4. Além disso, ha a
necessidade de um suprimento vascular necessario para o desenvolvimento
ovariano, o que torna o primérdio ovariano constituido por duas populacdes de
células somaticas (LIU et al, 2019).

A migracdao das PGCs ocorre por meio de alteragdes no citoesqueleto
que promovem um movimento amebdide. Em humanos, tem inicio na 52
semana de gestagdo e ocorre através do intestino primitivo em dire¢do ao
mesonefro (dorsal) e para as cristas gonadais (lateral) (NICHOLLS et al,,
2019). Ao longo da migragao essas células se proliferam, e ao colonizar as
cristas gonadais resultam na diferenciacdo sexual, sendo que a formagao dos
ovarios se da devido a expressdo de WNT family member 4 (WNT4), Catenin
Beta 1 (CTNNB1), R- Spdondin 1 (RSPO1), Follistatin (FST) e Synaptonemal
Complex Protein 3 (SYCP3). Ao atingir as cristas gonadais, as PGCs dao
origem a oogoénias, caracterizadas por uma taxa de proliferagdo muito mais
intensa, dependente da expressao de WNT Family member 1 (WNT1) pelas
células somaticas (KANAMORI em al., 2019).

Tendo ocorrido a formacdo da crista gonadal e a diferenciacdo da
gbnada bipotencial, o estroma mesonéfrico penetra o ovario primordial por

meio da expressao do fator de transcricdo Nuclear Receptor subfamily 2, group



F, member 1 (COUP-Tfil) e da origem a regides de estroma intercaladas as
células germinativas denominadas corddes ovigeros. Esses cordbes sé&o
separados do restante do estroma ovariano por uma lamina basal composta
principalmente por laminina e colagenos dos tipos IV e XVIII. A formagao dos
cordbes ovigeros resulta na regionalizagdo do ovario em cértex e medula
através da expresséo de Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP2), LY6/PLAUR
Domain Containing 6 (LYPD6) e Membrane Associated Guanylate Kinase
(MAGI2) pelas células que irao compor a regido cortical e WNT4 e FST pelas
células medulares (MONNIAUX, 2018). A medula é formada por vasos
linfaticos, vasos sanguineos de maior calibre e tecido conjuntivo e a regido
cortical € composta pelos corddes ovigeros e um estroma vascularizado
(WAGNER et al., 2020). A meiose das células germinativas € desencadeada
pela agdo do acido retindico produzido no mesonefro (ISHIGURU et al., 2020).
Dessa forma, a maturacao dos odcitos e formacédo dos foliculos primordiais
ocorre a partir da regido mais basal dos corddes ovigeros (HUMMITZSCH et
al., 2013). Em camundongos, os precursores da gbnada bipotencial expressam
Wnt, para diferenciagdo ovariana, a partir do dia embrionario 11,5 (E 11,5),
sendo que as PGCs comegam a colonizar a gbnada em E 12,5 através de duas
ondas que se diferenciam pelos fatores de expressdao Foxl2 e Lgr5,
respectivamente (NIU & SPRADLING, 2020).

A reserva folicular ovariana € definida pela quantidade de foliculos
primordiais presentes nos ovarios e € pré-definida ainda na vida intrauterina
(RODRIGUES et al., 2021). Durante os estagios iniciais do desenvolvimento
ovariano, as oogdOnias sao altamente proliferativas e atingem aproximadamente
a contagem de 6.800.000 em humanos até a 20? semana de gestacao
(BAKER, 1963); 2.700.000 em vacas até do 110° dia pds coito e 15.000 em
camundongos até 20° dia de gestacdo (ERICKSON,1966). No entanto, devido
a diminuicdo das taxas de proliferagdo e ao aumento da morte celular, a
quantidade de células germinativas pode ser reduzida em até 90%. Em ratos e
humanos ocorrem trés ondas de morte celular, mediadas pela acdo do
regulador de apoptose BCL2. A primeira onda inclui oogbnias que estdo em
processo de mitose, a segunda e a terceira onda incluem as células passando
por processo meidtico, respectivamente em estagio de paquiteno e dipléteno
(KIRILLOVA et al., 2021).



2.2. Foliculogénese

Os foliculos ovarianos representam a unidade funcional do sistema
reprodutor feminino. Estes s&do compostos pelo odcito e células da granulosa,
que crescem, se proliferam e sofrem modificagdes tanto morfolégicas quanto
fisiolégicas ao longo do ciclo reprodutivo (RIMON-DAHARI et al.,, 2016). A
foliculogénese € um processo complexo e altamente coordenado, através do
qual um foliculo ovariano cresce e se desenvolve, promovendo a maturagcéo do
o0cito até que seja ovulado e ocorra a formagao do corpo luteo. O processo €
dependente de intensa comunicacdo entre as células somaticas e
germinativas. Tal comunicagdo envolve fatores autocrinos, paracrinos e
hormonais que agem desde o inicio da formac&o dos foliculos e refletem em
aspectos reprodutivos posteriores, como ovulacao, fecundacao e implantacéo;
garantindo a fertilidade feminina (GERSHON & DEKEL, 2020).

Durante o ciclo reprodutivo os foliculos crescem e se desenvolvem
através de mecanismos que envolvem diferentes sistemas do organismo. Além
da acdo do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), horménio foliculo
estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH), estrdgeno e progesterona, o
funcionamento adequado dos ovarios e o desenvolvimento folicular dependem
de uma gama de fatores de transcricdo e crescimento, além de citocinas
atuando de maneira autocrina e paracrina, como Bone Morphogenic Proteins
(BMPs), horménio anti-mulleriano (AMH), ativinas e inibinas. Estes sao
expressos no ovario, e desempenham fung¢des essenciais relacionadas a
foliculogénese. Atualmente, varios estudos tém demonstrado a importancia da
acao de diferentes tipos de BMPs produzidos localmente na formacao das
células germinativas e fungbes ovarianas (KHAN et al., 2016; ROSSI et al,,
2017; CHANG et al., 2017).

2.2.1. Controle hormonal e paracrino da foliculogénese

As fases da foliculogénese (Figura 1) se diferem devido aos
mecanismos que as controlam: a fase pré-antral € controlada por fatores
autécrinos e paracrinos enquanto a fase antral é controlada, além desses, por
fatores enddcrinos, devido principalmente ao inicio da expressao de receptores

de gonadotrofinas e formacdo da vascularizagdo que permitem a acao



hormonal (GERSHON & DEKEL, 2020).

Os foliculos primordiais constituem a reserva folicular ovariana, que é
conhecida por ser pré-determinada durante a embriogénese e é constituida
pela quantidade e qualidade dos foliculos primordiais (MOOLHUIJSEN &
VISSER, 2020). Estes foliculos sao transcricionalmente quiescentes devido a
acao do fator inibidor de maturacdo, que faz com que o odbcito primario
permaneca em préfase | e ao longo da vida da fémea sao ativados em grupos
de 6 a 12. A ativagao ou recrutamento de foliculos primordiais necessita do
funcionamento correto e coordenado de diferentes fatores de transcricdo. Um
dos maiores paradigmas da foliculogénese esta no fato de apenas alguns
foliculos serem ativados e a ativagdo ocorrer em momentos especificos. O
mecanismo que melhor explica o modo como os foliculos primordiais sao
recrutados € a sinalizacdo intracelular (STRACZYNSKA te al, 2022).

A via PI3K/AKT regula o metabolismo celular, proliferagédo, crescimento e
sobrevivéncia através da regulagdo da transcrigao de genes e sintese proteica.
Tal via funciona da seguinte forma: receptores de tirosina kinase (RTKs)
transformam o peptideo de membrana PIP3 em PI3K que, por sua vez, ancora
fosfoinositideo dependente de quinase (PDK1) que ativa proteina quinase B
(AKT). AKT atua em diferentes tipos de fatores de transcricdo e repressao,
como o Forkhead Box O3 (FOXO3) (ZHANG & LIU, 2015). FOXO3 é um
importante repressor transcricional que atua como um freio da ativagéao folicular
e encontra-se tanto no nucleo como no citoplasma de foliculos primordiais e
primarios, mas nao nos foliculos em estagios mais avangados do
desenvolvimento (DING et al., 2015). A via PTEN-AKT-FOXO3 tem se
mostrado como um importante mecanismo associado a ativagao folicular.
Quando ocorre ativagao de foliculos primordiais (JOHN et al., 2008), FOXO3 é
translocado do nucleo para o citoplasma, dessa forma, a translocacao desse
fator de transcricdo pode ser utilizada como marcador de ativacao folicular.
Estudos recentes avaliaram o efeito da curcumina com relagdo a ativacao
folicular e perceberam que ela é capaz de reduzir a taxa de ativacao folicular
através da reducao da translocacéo de FOXO3 (LV et al., 2021).

A importancia da via PISK/AKT na ativagao folicular foi elucidada através
da delecao de PTEN, um antagonista de RTKs, que desfosforila PIP3 e causa

o desancoramento de PDK1, o que resulta na ativacdo de massiva da reserva



folicular e consequente faléncia ovariana prematura (ZHANG et al., 2018). A via
MmTOR é responsavel por promover sintese proteica por meio da fosforilacdo
das maquinarias de tradugdo mammalian target of rapamycin complex
(mTORC1 e 2), atua principalmente em genes como o Eukaryotic translation
initiation factor 4E (AE-BP1) e ribosomal protein S6 kinase B1 (S6K1), os quais
sao utilizados como indicadores de ativacdo da via. A delecdo de Tuberous
Sclerosis 1 Protein TSC1 ou 2, por sua vez, provoca ativagdo global de
foliculos primordiais. Além disso, a acdo de mTOR é positivamente regulada
por PISK/AKT através da inativagdo de seus inibidores TSC1 e TSC2 (CHEN et
al, 2015).

A diferenciagdo das células da granulosa € um fator importante tanto
para a ativacdo como para a viabilidade folicular. Estas células sintetizam
ligantes e sinais extracelulares que controlam e coordenam as cascatas
intracelulares necessarias para o processo de recrutamento, como a via
JAK/STAT3 (FROST et al.,, 2020), a via mTOR que, dentro das células da
granulosa, atua na manutencdo da quiescéncia folicular, além de GATA4 e
GATAG, importantes fatores de transcricdo que atuam em diferentes aspectos
do desenvolvimento folicular (ZHANG e LIU, 2015). A partir da ativagao folicular
ha um aumento da atividade mitética das células da granulosa, fazendo com
que elas adquiram um formato cuboidal e ocorre a deposicéo, pelo odcito, de
uma matriz proteica dando origem a zona pelucida, o que caracteriza o foliculo
primario (MONNIAUX et al., 2014).

Logo apds o recrutamento, os odcitos dos foliculos primordiais passam a
produzir Growth Differentiation Factor 9 (GDF9) e BMP15, ligantes da familia
Transforming Growth Factor (TGF-B), cuja agao esta associada a proliferagéo
das células da granulosa (FROST et al,, 2020). A formacédo dessas novas
camadas de células da granulosa € coordenada através de vias de sinalizagéo
e necessita ser minuciosamente regulada com a expansao do odécito e com a
diferenciacao das células da teca (GEBREMEDHN et al., 2016). Dessa forma,
os foliculos secundarios sdo morfologicamente caracterizados por apresentar
duas ou mais camadas de células da granulosa, formadas devido a uma
intensa multiplicagdo dessas células, que secretam trés tipos de ligantes da
familia TGF-B (1-3), os quais atuam de maneira paracrina, além de activina e

inibina, hormoénios que regulam o feedback relacionado ao eixo



hipotalamo-hipofisario-gonadal a partir da liberagdo de FSH (GERSHON &
DEKEL, 2020).

Os foliculos secundarios e antrais iniciais sdo caracterizados por um
grande aumento da transcricdo de receptores de FSH nas células da
granulosa, o que torna estes foliculos altamente responsivos ao hormdnio
foliculo estimulante (GERSHON & DEKEL, 2020). E nesse momento que tem
inicio a indugao hormonal da foliculogénese, sob essa influéncia, o ciclo de
divisdo celular que duraria normalmente 7 dias passa a ser realizado em
apenas 24 horas (SKORY et al., 2015). Assim, os foliculos continuam a crescer
e pequenos acumulos de fluido sdo formados entre as camadas de células da
granulosa. Esses acumulos crescem e se agregam, formando uma cavidade
unica, o antro folicular. Quando ocorre a formagao do antro, o odcito aumenta
ainda mais seu volume e, ainda sob agdo do FSH, as células da granulosa
sofrem modificagbes na expressdo genética, o que torna os foliculos
responsivos ao LH e capazes de sair do bloqueio meidtico para que possam
ser ovulados e posteriormente fertilizados (GERSHON & DEKEL, 2020).

Cerca de 99% dos foliculos sofrem atresia e este evento é necessario
para a manutencédo da saude reprodutiva (MENG et al., 2018) e pode ocorrer
em qualquer fase do desenvolvimento folicular, sendo que os foliculos em fases
iniciais do desenvolvimento entram em apoptose e sédo reabsorvidos, enquanto
os foliculos secundarios e antrais sofrem um processo de morte celular
dependente de hormdnios (ZHANG et al., 2019).

A apoptose cessa o crescimento folicular a partir de sinais extracelulares
e respostas intracelulares e depende do balanco entre fatores anti e
pré-apoptéticos. Dentre os principais fatores associados a atresia dos foliculos
estdo o Tumor Necrosis Factor (TNF-a), expresso tanto no odécito quanto nas
células da granulosa, esse fator de transcricdo ativa enzimas esfingomielinase
e resulta na formacgao de ceramida, um segundo mensageiro de base lipidica.
A formacao de ceramida pode ocorrer também por diferentes fatores de
estresse externos, como a radiagao, e induzir a apoptose (LUAN et al., 2019).

Além de TRAIL (ligante indutor de apoptose associado a TNF-a) e
proteinas da familia BCL 2 (reguladores de apoptose), o receptor Fas é outra
importante molécula que contém um dominio associado a morte celular
(GONSIOROSK et al.,, 2020). A ativacdo desse sistema desempenha papel



importante no inicio do processo apoptético das células foliculares tanto
somaticas como germinativas (ZHANG et al., 2019). A interleucina 6 (IL-6), por
sua vez, é produzida por células da granulosa e induz a fragmentacao do DNA.
Além disso, através de receptores hormonais especificos nas células da
granulosa e da teca, o peptideo regulador do GnRH €& capaz de inibir a
diferenciacao celular e causar atresia (LI et al., 2020). De maneira geral, todos
esses sinais atuam na ativacdo de caspase 3 através de diferentes vias
pré-apoptéticas, o que resulta em fragmentagcdo do material genético (DA
SILVA BITECOURT et al., 2018). Os horménios androgénicos, ao contrario dos
estrogenos sédo capazes de promover atresia, sendo que foliculos atrésicos
apresentam uma reducao da atividade da aromatase e consequente diminui¢cao
da producgado de estrégeno e aumento da sintese androgénica, de forma que
bloqueadores de receptores de androgenos funcionan como inibidores de
atresia (FRANKS & HARDY, 2018).

2.3. Ovario, inflamacao e reparo

Ao longo da vida das fémeas, a medida que os foliculos vdo sendo
ovulados ocorre uma reducdo tanto da quantidade como da qualidade dos
foliculos remanescentes, o que caracteriza o envelhecimento ovariano (FOLEY
et al, 2021). Inflamacgao e fibrose sdo observadas em ovarios de camundongos
em idade reprodutiva avancada através do aumento da expresséao de citocinas
pro-inflamatoérias, como IL-1B e TNF-a e do aumento de fibras colagenas do
tipo | e Il. Estudos apontam que casos de aneuploidia e ndo disjungdo meidtica
podem estar associados a uma reducao da qualidade oocitaria, devido ao fato
destes processos afetarem negativamente os gametas (BRILEY et al, 2016;
ZHANG et al, 2020).

De maneira geral, o processo inflamatério é caracterizado como uma
resposta fisioldgica dos tecidos vivos a lesdo ou infecgao e diferentemente da
resposta imune, ndo possui memoria. Ele depende da agao de diferentes
mediadores bioldgicos, responsaveis por desencadear processos bioquimicos
que irdo recrutar células inflamatérias responsaveis pela remog¢ao do agente
causador da inflamagdo e o processo de reparo do tecido acometido.
(ABDULKHALEQ et al, 2018). A inflamagé&o é diferenciada em aguda e crénica

com base no tempo e nos tipos celulares encontrados, sendo a inflamacao



aguda caracterizada pela presenca de células fagociticas como macréfagos e
neutréfilos, permanece por mais de algumas semanas, passa a ser
considerada crénica, e comeca a apresentar linfécitos e mondcitos
(CASTANHEIRA & KUBES, 2019).

Citocinas sdo moléculas glicoproteicas de baixo peso molecular
responsaveis pela comunicagdo celular autocrina e paracrina, agem de
maneira aditiva, sinérgica ou inibitéria e desempenham importante papel pro e
anti-inflamatério. Assim como diferentes tipos celulares podem produzir uma
mesma citocina, uma citocina pode desencadear diferentes respostas e
citocinas diferentes podem possuir a mesma atividade. Além de também serem
capazes de se unirem para gerar efeitos sinérgicos em uma mesma célula
(ROWLEY et al., 2020).

As células inflamatodrias s&o recrutadas para o local da injuria através de um
processo denominado quimiotaxia, cuja base esta na diferenga do gradiente de
concentragdo das quimiocinas. Produzidas principalmente por leucdcitos e
células endoteliais existem cerca de 30 tipos de citocinas quimioatraentes,
estas sao divididas em C-C que atraem mondcitos, basofilos, eosindfilos e
linfécitos e C-X-C, que atraem neutréfilos (ABDULKHALEQ et al, 2018).

O processo inflamatério pode ser dividido em etapas. Inicialmente ocorre a
resposta vascular através de aminas vasoativas, serotonina e histamina as
quais causam dilatagao vascular e consequente hiperemia. Mais tardiamente
ocorre a agao de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos que também séo
substancias vasodilatadoras. Além disso, durante o processo inflamatorio
ocorre uma modificagdo no citoesqueleto das células endoteliais dos vasos
locais, o que resulta na perda de juncgdes celulares, aumenta a permeabilidade
vascular e permite a saida do exsudato inflamatdrio, liquido protéico existente
em diferentes composic¢des, responsavel pela diluicdo e drenagem de toxinas
bacterianas e por promover um meio fluido para a movimentacgao de citocinas e
células inflamatérias (MEDZHITOV, 2021).

A resposta celular ocorre devido a um processo complexo denominado
diapedese, passagem pelo epitélio vascular que depende de uma série de
moléculas de adesao para que ocorra a interagao entre as células endoteliais e
inflamatdrias, captura, rolamento, ligagdes fracas, ligagdes de alta afinidade e

posterior transmigracdo (GAUDET et al, 2019). Os leucécitos expressam



integrinas, proteinas transmembrana sintetizadas a partir da ag&o de citocinas
quimio atrativas, ja as células endoteliais, expressam selectinas (P, Ee L) e
ligantes de integrina através de cascatas intracelulares estimuladas pela agao
de toxinas microbianas, citocinas (IL-1 e TNF-a) e histamina (SCHOPPMEYER
& BUUL, 2021).

Para que o processo inflamatério seja concluido é necessario que ocorra o
reparo, que atinge seu resultado 6timo quando ocorre a substituigao do tecido
lesado por células com a mesma anatomia e fisiologia das células do tecido
saudavel. A regeneragao depende da presenca de células tronco no tecido
lesado, as quais possuem receptores de superficie de membrana capazes de
responder a citocinas pro-inflamatérias e dar inicio a diferenciagdo e
proliferacdo celular. No entanto, nem todos os tecidos sido capazes de
regeneragao, dessa forma, pode ocorrer a substituigdo do tecido lesado por
tecido conjuntivo através de uma resposta fibroproliferativa e deposi¢cao de
colageno. A cicatrizagao ocorre por meio da angiogénese pela agéo de VEGF e
angiopoetina; fibroplasia pela agao de diferentes fatores de crescimento como
TGF-B; IL-1 e TNF e remodelagéo, promovida por metaloproteinases (OISHI &
MANABE, 2018).

A literatura relacionada a inflamacdo ovariana causada por puncgao
associada a mobilizagao folicular ainda possui lacunas. Um trabalho recente
demonstrou, em camundongos, o uso de células mesenquimais (MSCs) como
tratamento para sindrome do ovario policistico (PCOS). Xie e colaboradores
(2019) mostraram que tal técnica € responsavel por diminuir os fatores
pré-inflamatoérios existentes no ovario policistico e aumentar fatores inibidores
de inflamagao, como a interleucina 10 (IL-10). Dessa forma, devido ao fato da
inflamacé&o representar papel importante na patogénese da sindrome, o
tratamento pode promover uma melhora consideravel no quadro da doenca.
Nesse sentido, podemos assumir a hipotese de que a injuria fisica causada
pelo procedimento de puncao ovariana acarreta em inflamacao local, assim
como relatado por Xie et al (2019) no modelo de PCOS. O que leva o sistema
imune a produzir e direcionar maior numero de fatores anti-inflamatérios para o
orgao, os quais podem ser, direta ou indiretamente, responsaveis pelo aumento

da contagem oocitaria pés-pungéo.



2.4. Pungao ovariana em mulheres

Os procedimentos de puncgao ovariana tém sido utilizados desde a
década de 80 e foi uma alternativa viavel, principalmente para mulheres com
PCOS. Atualmente a recuperagdo oocitaria através de aspiragdo guiada por
ultrassom é uma das técnicas de preferéncias das clinicas de fertilizagao e sao
realizadas com baixo risco de complicacdo. Para a maturacdo de odcitos in
vitro (MIV), gametas imaturos presentes em pequenos foliculos antrais sao
puncionados. Dessa forma, a MIV pode ser realizada com exposi¢ao prévia a
gonadotrofinas reduzida (WALLS & HART, 2018). A puncao de foliculos
grandes é realizada de maneira semelhante no cotidiano da fertilizagao in vitro.
Nesse caso € necessario que a mulher passe por um processo de estimulagao
ovariana com gonadotrofinas para crescimento e formagdo de foliculos
pré-ovulatorios. A partir do 4° dia de aplicagao hormonal, ja é possivel observar
o crescimento de 1 ou 2 foliculos (com mais de 4 mm de didmetro). A partir
disso, sob sedagao e guiada por ultrassom endovaginal, o fluido folicular pode
ser aspirado através de uma bomba de vacuo acoplada a uma agulha de
calibre 17. Acredita-se que, devido ao fato deste procedimento provocar a
aspiracao do fluido antral que é rico em horménios esterodides, faz com que os
niveis circulantes destes horménios sejam reduzidos, o que interfere nos picos
endégenos de LH e elimina a inibigdo de foliculos menores por foliculos
dominantes. Isso afeta positivamente o desenvolvimento de foliculos
remanescentes e otimiza as taxas de maturagdo oocitaria e gravidez em
procedimentos posteriores (WANG et al., 2019).

Devido ao fato de ser um procedimento pouco invasivo e de baixo risco,
a pungao ovariana pode ser realizada mais de uma vez em mulheres, enquanto
houver reserva folicular (SHEN et al., 2019). Um dos principais riscos
associados ao procedimento repetitivo de pungdo de foliculos grandes é o
desenvolvimento da sindrome de hiperestimulacdo ovariana (OHSS),
caracterizada por alteragcbes da permeabilidade capilar, mediada
principalmente por VEGF. No entanto, tal sindrome ndo esta diretamente
relacionada ao procedimento de pung¢ao ovariana em si, mas a estimulacio
hormonal associada (NAMAVAR et al., 2018). Dentre outros riscos associados

a pungao, apesar de baixos, podem ser citados sangramento intra-abdominal,



hematoma de bexiga e infecgdes, que ndo devem deixar de ser reportados e
devem ser levados em consideragdao devido ao fato de complicacbes
associadas poderem levar a morte (D’ANGELO et al., 2019).

Por outro lado, apesar de representar baixo risco a aquisicao de OHSS,
as taxas de nascidos vivos a partir da MIV ainda sdao muito baixas
(ORTEGA-HREPICH et al., 2018; HATIRNAZ et al., 2019). Pouco se sabe
sobre os efeitos da coleta oocitaria através da puncgao folicular. A literatura
existente aponta relagdo entre a puncao folicular e os niveis de hormdnio
anti-malleriano  (AMH), melhor indicador de reserva folicular ovariana
(MARSCHALEK et al., 2019). Varios estudos relacionam cirurgias ovarianas
invasivas com uma redugao nos niveis circulantes de AMH (CHANG et al.,
2016 & IWASE et al.,, 2010). Alguns autores relatam que tal diminuicao
depende da extensdo dos danos causados pelo procedimento (IWASE et al.,
2016; MOHAMED et al., 2011) e outros que qualquer tipo de dano ovariano
causa perda folicular e consequente diminuicdo de AMH (AMER et al., 2017).
Por outro lado, Marschalek e colaboradores (2019) ndo encontraram reducao
significativa nos niveis de AMH depois de repetidas pungbes em
respondedoras normais com uma meédia de recuperagao oocitaria de 6 (4 a 10
oocitos). No entanto, os niveis de AMH foram reduzidos em mulheres com
PCOS, o que pode estar relacionado a um maior dano ovariano devido a uma
maior quantidade de pungbes a cada procedimento (HATIRNAZ et al., 2019).

Ha estudos que associam a recuperacdo oocitaria repetida com uma
maior quantidade de odcitos e embrides maduros em ciclos posteriores de
MIV/FIV, o que pode ser explicado pela hipotese de que as pungdes foliculares
podem ser capazes de melhorar caracteristicas enddcrinas de pacientes,
principalmente com ovarios policisticos (AGDI et al., 2010; ORTEGA-HREPICH
et al., 2018). Segundo Farquhar e colaboradores (2012), a pungado ovariana
tem se mostrado uma promissora linha alternativa de tratamento para mulheres
com PCOS no intuito de induzir a ovulagdo. Dessa maneira, € provavel que as
recuperacoes repetitivas de odcitos por puncido tenham efeito semelhante na
reserva folicular ovariana (MARSCHALEK et al., 2019).

A hipdtese é de que o mecanismo de agao da pungao esteja relacionado
as alteragbes enddcrinas pos-cirdrgicas, associadas tanto ao dano fisico

associado a injuria tecidual quanto a aspiragdo do fluido folicular. Tais



alteracbes, por sua vez, resultam em modificacbes do microambiente no
interior dos foliculos dominantes e acabam por reaproximar as concentragoes
hormonais a niveis normais, melhorando disturbios do mecanismo de
retroalimentagcdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. Dessa forma, o
recrutamento folicular, a maturacéo e a subsequente ovulagdo ocorram devido

a efeitos hormonais locais e sistémicos.
2.5. Pungao ovariana em animais

A punc¢ao ovariana transvaginal guiada por ultrassom ou “ovum-pick-up”
teve inicio em 1983 e ,atualmente, é realizada de maneira mais abundante em
bovinos, devido ao fato de ser um mercado mundialmente muito importante. A
técnica de puncgao guiada por ultrassom foi de grande inovagao, devido a
necessidade da criagcdo de procedimentos menos invasivos e por possuir
resultados tdo positivos quanto ou até melhores que as técnicas previamente
adotadas (ROWLEY et al., 2020; SILVA et al., 2019). Em bovinos a pungao
ovariana é realizada através da utilizacdo de um ultrassom intravaginal,
utilizando agulhas de calibre 20 com 0,9mm x 50mm de didmetro e uma bomba
de vacuo e os foliculos com didmetro maior que 3mm s&o aspirados (VIANA et
al, 2010).

As consequéncias associadas ao procedimento repetitivo na grande
maioria das vezes nao é levada em consideracdo. Porém, estudos realizados
apresentaram alteragdes na dinamica e mobilizagdo folicular significativa e
correlacionada ao numero de pungdes realizadas. Quando submetidas a
sucessivas sessdes de pungao ovariana, ocorre modificacado relacionada tanto
ao numero quanto aos estagios de desenvolvimento dos foliculos antrais e
intervalos curtos entre as aspiragdes resultam em uma grande recuperagao
oocitaria e de boa qualidade (VIANA et al, 2003; VIANA et al., 2010).

Com relagao a ratos e camundongos, devido ao pequeno porte, ndo ha
um método para pungdo ovariana guiada por ultrassom. Para técnicas de
reproducdo assistida murina, os odcitos sao coletados através de laparotomia
apoés eutanasia dos animais. Para este procedimento os animais sao
posicionados em decubito lateral, sdo tricotomizados e a limpeza asséptica é
realizada. A partir da localizagdo da regido do flanco, é realizada uma incisao

vertical de aproximadamente 3 cm de comprimento, com o auxilio de um



bisturi, para que o ovario possa ser exposto (BARROS et al, 2014). A
laparotomia ovariana para estudos reprodutivos em ratos e camundongos tem
sido utilizada desde a década de 60 e até hoje ndo existem muitas técnicas
inovadoras relacionadas ao aspecto murino (GOMEL, 2019). Como os
camundongos representam um modelo de facil manuseio e manutencéo, além
de rapida reprodugao, o presente trabalho abre portas no campo de estudo da
FIV, ao que se diz respeito ao desenvolvimento de novas técnicas para estudos

reprodutivos nesses animais.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos da injuria tecidual decorrente da pungdo na dinamica

folicular ovariana e em aspectos da fertilidade de camundongos.
3.2. Objetivos Especificos

o Padronizar um modelo que mimetize a pungdo ovariana em

camundongos;

« Acompanhar parametros biométricos dos animais;

« Verificar o efeito da puncgao ovariana no ciclo estral murina;

o Realizar uma investigagdo anatomopatologica temporal nos ovarios
submetidos a esse procedimento;

o Analisar os efeitos da pungcdo ovariana na populagdo e mobilizacéo
folicular;

o Avaliar a influéncia da pung¢ao ovariana na resposta superovulatéria de
camundongos;

« Analisar o efeito da puncéo ovariana na fertilidade feminina murina.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Padronizagao do modelo

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com 6 semanas de idade e
machos de fertilidade conhecida (10 semanas de idade) provenientes do
Nucleo de Criagdo de Animais de laboratério da Universidade Federal de Sao
Jodo del-Rei (UFSJ) foram obtidos e mantidos em fotoperiodo 12:12h em
temperatura controlada (22 °C a 24°C) recebendo agua e ragao ad libitum.
Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica de Uso de
Animais da Universidade Federal de Sdo Joao del Rei (CEUA UFSJ), conforme
o protocolo numero 029/2019. Os animais foram divididos em trés grupos
experimentais (Controle, SHAM e Pungdo). O numero de animais por grupo
referente a cada experimento encontra-se especificado nas tabelas 1 e 2.

Os animais do grupo Puncdo foram anestesiados com anestesia
inalatéria conforme descrito previamente (NASCIMENTO et al, 2021). Em
seguida, foram posicionados em decubito lateral (direito e esquerdo) para
tricotomia e limpeza asséptica da pele (com benedite e etanol 70%)
imediatamente antes da cirurgia. Ambos os ovarios foram expostos e foram
realizadas 10 perfuragbes com agulha de acupuntura (calibre 0,25 mm).
Posteriormente, os ovarios foram retornados a sua posi¢cdo anatomica. Os
animais do grupo Sham também foram submetidos a anestesia inalatéria com
isoflurano (NASCIMENTO et al.,, 2021), e foram posicionados em decubito
lateral (direito e esquerdo) para tricotomia e limpeza asséptica da pele (com
benedite e etanol 70%) imediatamente antes da cirurgia. Ambos os ovarios
foram expostos e reposicionados. Por sua vez, os animais do grupo controle

nédo foram expostos a nenhum tipo de procedimento cirurgico (Figura 2).

4.2. Biometria
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Para analise dos parametros biométricos, os animais foram pesados
através da utilizagcdo de uma balanca analitica e fita métrica. Foi obtida a tara

da balanga com relagao ao béquer no qual os animais foram inseridos.
4.3. Dindmica do ciclo estral

A avaliacido da dindmica do ciclo estral foi realizada apds o procedimento de
puncao por meio de esfregagos vaginais coletados através da utilizagdo de um
swab improvisado e embebido em solugdo salina fisiolégica a temperatura
ambiente. O palito com algodao foi inserido na vagina do camundongo contido
e gentilmente girado contra a parede vaginal e posteriormente removido. As
células obtidas foram transferidas para uma lamina de vidro seca através do
rolamento do palito com algodao sobre a lamina e fixadas com 50 pL de
metanol por 2 a 5 min até secar. Posteriormente, a 1amina foi embebida em
corante Giemsa por 15 minutos. A lavagem das laminas foi realizada com agua
da torneira através de trés banhos consecutivos. Apés 24h foram analisadas ao
microscopio Optico em ampliacdo de 400x sob iluminacdo de campo claro. O
estagio do ciclo estral foi determinado com base na presencga ou auséncia de
leucdécitos, células epiteliais cornificadas e células epiteliais nucleadas (Figura
3) de acordo com Byers et al (2012). A analise da duragéao do ciclo foi realizada
através da observacao e contagem do tempo que os animais demoraram entre
um Proestro e o préximo antes e depois do procedimento cirurgico. Para
analisar a frequéncia de dias em cada fase foram contados quantos dias cada
animal passou ou se manteve em cada uma das fases do ciclo estral antes e

depois da pungao ovariana.
4.4. Cinética Inflamatéria

Os animais dos grupos Sham e Puncao foram divididos em subgrupos
de 3h, 24h, 48h e 96h a partir da cirurgia e os ovarios foram submetidos a
analise anatomopatolégica (Figura 4). Os ovarios coletados para este
procedimento foram pesados e fixados em solu¢cdo de Paraformaldeido 4%,
desidratados em solugdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol, incluidos
em Paraplast (Sigma-Aldrich) e seccionados em micrétomo (5 um). Os cortes
histolégicos foram  desparafinizados, hidratados e corados com

hematoxilina-eosina. Apés a montagem e secagem das laminas, estas foram
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analisadas em microscopio Optico utilizando objetivas de 4x, 10x e 40x.
Posteriormente, as laminas foram examinadas com o auxilio da patologista
Profa. Dra. Flavia Carmo Horta Pinto, de acordo com os elementos descritos na
Tabela 3.

4.4.1. Imunofluorescéncia

Para a realizagdo da imunofluorescéncia F4/80 para marcagao de
macroéfagos foram utilizados dois cortes do grupo Puncado no tempo de 48h e
dois cortes do grupo Controle, provenientes das laminas utilizadas na analise
anatomoatoldgica. Foi seguido o protocolo padrdo de fixagéo, desidratacao,
diafinizacdo, inclusao e seccdo. Primeiramente as laminas foram mantidas em
estufa a 60°C por 30 minutos, seguidas do protocolo de hidratagao e lavadas
em agua da torneira por 5 minutos. Os cortes foram circulados com caneta de
tinta hidrofébica e lavados em solugdo tampéo (PBS+Tween a 1%) de 3 a 4x
durante 5 minutos. Posteriomente, incubados com a solucdo Normal Horse
Serum 2,5% por 20 minutos. Os anticorpos primarios (na diluigdo de 1:100)
foram incubados por 2h. As laminas foram novamente lavadas em solugdo
tampao, montadas e mantidas em uma caixa escura até a analise em
microscopio invertido axio zeiss manual. As imagens foram obtidas em

aumento de 40x.
4.5. Populacao e mobilizagao folicular

As laminas da analise anatomopatoldgica referentes ao tempo de 96h
foram utilizadas para a quantificagdo folicular, estas foram analisadas em
microscopio oOptico utilizando objetiva de 100x para as classes foliculares em
estagios mais avancados de crescimento e em 400x para os foliculos
primordiais e primarios. A classificagcdo e quantificacdo folicular foram
realizadas conforme descrito por Pereira e colaboradores (2020). A partir
dessas analises foram obtidos dados relacionados a populacdo de foliculos
primordiais, primarios, secundarios, antrais e atrésicos, bem como as taxas de

recrutamento e atresia folicular.

4.5.1. Morfometria
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Para as analises morfométricas, dentre os 3 grupos (Controle, Sham e
Puncédo) 30 imagens de cada uma as categorias de foliculos (primordial,
primario, secundario e antral) foram obtidas do grupo Controle e dos animais
dos grupos Sham e Puncdo no tempo de 96h, salvas em formato .jpg e
analisadas com o software Image J (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA) para avaliacdo da razdo do didmetro odcito:foliculo. Duas

medidas de cada estrutura foram obtidas para obtencédo do didmetro médio.
4.5.2. Imunohistoquimica

Primeiramente, trés animais dos grupos Sham e Punc¢do no tempo de
96h foram submetidos a aplicagdo de 100mg/kg de BrdU (Abcam) por via
intraperitonial 1h antes da eutanasia na concentragdo de10 mg/mL
(VORONINA et al., 2007). Quatro cortes de cada grupo (dois para BrdU e dois
para caspase3 - Sham e Puncéo - 96h) foram utilizados para a realizagao de
imunohistoquimica, seguindo o mesmo protocolo de fixagdo, desidratacao,
diafinizacao, inclusdo e corte. Primeiramente as laminas foram mantidas em
estufa a 60°C por 30 minutos, seguidas do protocolo padrdo de hidratagdo e
lavadas em agua da torneira por 5 minutos. Os cortes foram circulados com
caneta de tinta hidrofébica e incubados em solugao Bloxall por 20 minutos para
inibir a atividade enddgena da peroxidase. Posteriormente, os cortes foram
lavados 3 vezes em solugdo tampao (PBS+Tween a 1%) durante 5 minutos e
incubadas com a solucdo Normal Horse Serum 2,5% por 20 minutos. Os
anticorpos primarios (anti-BrdU 1:200 e anti-caspase3 1:300) foram incubados
por 2h, sendo que o controle negativo foi incubado com a solugao de diluicao
de anticorpo (soro de cavalo a 10%) e novamente lavadas em solugédo tampao.
A incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado foi realizada por 30
minutos, os cortes novamente foram lavados com solugao tampéao, incubados
com VECTASTAIN Elite ABC por 30 minutos e novamente lavados. A
revelagdo da marcagéo foi realizada com a solugdo ImmPact DAB Eqn 1:1
preparada no momento da utilizagcdo por aproximadamente 1 minuto e 20
segundos para o BrdU e 7 minutos e 30 segundos para a caspase. Os cortes
foram lavados em agua da torneira por 5 minutos, contra corados com
hematoxilina por 15 segundos e seguidos do protocolo normal de desidratagcao

e montagem. Posteriormente as laminas foram andlisadas em microscopio
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optico e as imagens foram obtidas em aumento de 100x e 400x. A taxa de
proliferagéo celular foi analisada no software Image J, através da contagem das
células marcadas pelo BrdU e das células que n&do foram marcadas pelo
anticorpo, a partir disso foi realizado o percentual das células BrdU positivas. A
analise quantitativa relacionada a atresia folicular foi realizada por HE, de forma
similar a taxa de proliferacdo, imagens de foliculos em diferentes fases de
crescimento foram obtidas e, no software Image J, foram contadas as células
em processo de morte celular e as células saudaveis, a partir disso foi
realizado o percentual de células em degeneracgdo; enquanto a marcagao com

caspase 3 foi utilizada para analise qualitativa.
4.5.3. Atresia folicular

Para a analise de atresia folicular foram obtidas 60 imagens de cada
classe de foliculos, das laminas coradas com HE, entre os trés grupos (Sham e
Puncao - 96h), em aumento de 40x para os foliculos maiores e 100x para os
primordiais e primarios em microscopio Optico, As fotos foram salvas em
formato jpg. e analisadas no soffware Image J. Foram contadas as células
saudaveis e as em degeneragdo, a partir disso foi obtido o percentual de

células em degeneragao dentro de cada foliculo.
4.6. Superovulacgao e coleta de oécitos

Para avaliar o efeito da puncao ovariana na resposta superovulatéria, novos
animais (n=10 para cada grupo - Controle, Sham e Puncao), apds terem
passado pelos procedimentos de pungao ovariana (grupo Pungao) e exposi¢ao
ovariana (grupo Sham), foram submetidos a aplicagcbes intraperitoneais de
gonadotrofinas exdgenas: 20 ul de eCG (gonadotrofina coribnica equina) e
apos 48 hs 20 ul de hCG (gonadotrofina coridbnica humana). Apos 14 horas os
camundongos fémeas foram anestesiados e eutanasiados, as tubas uterinas
foram coletadas e mantidas em solugdo de HSA (30% - Sigma Aldrich) (MARA
et al., 2020). Os odcitos foram coletados a partir da perfuragdo da ampola da
tuba com o auxilio de agulhas de insulina (MARA et al., 2020). Os odcitos
foram coletados com o auxilio de uma pipeta e translocados para outra placa
de Petri contendo uma gota de hialuronidase por 15 min a 37°C, no intuito de

quebrar o acido hialurénico que mantém as células do cumulus unidas. A
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solugdo contendo os odbcitos desnudos foi avaliada em microscopio
estereoscoépio e os odcitos obtidos foram quantificados e classificados (MARA
et al., 2020; GONCALVES et al., 2021).

4.7. Ensaio de fertilidade

Para a avaliagédo do efeito da aspiragéo na fertilidade, novas fémeas (n=10
para cada grupo - Controle, Sham e Pungéo), apos terem passado pelos
procedimentos de puncgdo ovariana (grupo Pungdo) e exposicdo ovariana
(grupo Sham), foram mantidas com machos WT de fertiidade conhecida
durante o periodo de acasalamento de trés meses. A presencga do plug vaginal
também foi avaliada como indicativo de cépula. As fémeas foram pesadas a
cada dois dias ap6s o inicio do periodo de acasalamento e aquelas que tiveram
ganho minimo de peso de 3g foram consideradas gestantes. Estas foram
separadas dos machos durante a gestacao, eutanasiadas e histerectomizadas
antes do parto (no dia 19 pds coito). Sendo assim, obtido o tempo para
deteccdo da prenhez - dias entre o dia de jungdo com o macho até o dia de
ganho de 3g, o numero de filhotes por ninhada e o niumero de fetos com
alteragbes no desenvolvimento, sendo este ultimo paréametro definido pelo
tamanho e pelo aspecto do proprio feto e da placenta (GONCALVES et al.,
2021).

4.8. Analises estatisticas

Os dados quantitativos foram testados quanto a normalidade pelos testes
de D’Agostino & Pearson e Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos, em
comparagdes com 3 grupos ou mais (parametros associados a padronizagao
do modelo, dados de biometria, analises do ciclo estral, quantificagao folicular,
morfometria, proliferacdo, atresia, dados de superovulacdo e do ensaio de
fertiidade) foram submetidos a analise de variancia seguida de teste Bartlett.
As analises entre dois grupos foram realizadas pelo teste t de student (Analise
anatomopatolégica). Com relagdo aos dados ndo paramétricos, esses foram
avaliados pelo teste de variancia, ndo assumindo distribuicdo normal. Todas as

analises foram realizadas com auxilio do GraphPad Prisma 8.0.
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5.1. Padronizag¢ao do modelo

Como pode ser observado na Figura 5 todos os passos do procedimento
foram passiveis de serem realizados de maneira satisfatoria. A Tabela 4 indica
que o protocolo padronizado neste estudo obteve total sucesso, sendo que
todos animais foram anestesiados e retornaram da anestesia com sucesso.
Todos os animais se recuperaram do procedimento cirurgico apos 24h e
retornaram a ciclicidade estral apos 48h. Além disso, 100% dos animais

submetidos ao procedimento foram capazes de ovular e emprenhar.
5.2. Biometria e ciclo estral

Os resultados apontam que o procedimento de punc¢do ovariana nao
afeta os parametros fisiolégicos dos camundongos C57BI6, sendo que né&o
foram observadas diferengas (p > 0,05) com relagéo ao peso dos animais entre
os grupos (Figura 6). Da mesma forma, o ciclo estral desses animais nao
sofreu alteragcbes apds o procedimento, sendo que todos os animais dos
diferentes grupos voltaram a ciclar apds as cirurgias, passando por todas as
fases do ciclo de maneira similar ao grupo controle (Figura 7A). Além disso, o
percentual de dias em que o0s animais permaneceram em cada fase e a
duragéo dos ciclos ndo foram diferentes (p > 0,05) entre os grupos (Controle,
Sham e Puncgao; Figura 7B). Ademais, a pung¢do ovariana também nao foi
capaz de alterar (p > 0,05) a duragao do ciclo estral, quando foram comparados
entre os grupos e nem nas comparacgdes antes e depois do procedimento no

mesmo grupo (Figura 7C).
5.3. Cinética Inflamatéria

A analise da cinética inflamatéria (Tabela 5 e Figura 8) apontou
diferengas significativas principalmente com relagdo aos aspectos patoldgicos
(células em degeneragao e polimorfonucleares dentro e fora do foliculo,
hemorragia, necrose e edema). De maneira geral, foi observado que o grupo
Puncao obteve um processo inflamatério mais intenso comparado ao Sham,
devido ao fato desse grupo ter apresentado um maior percentual de densidade

volumétrica dos elementos associados a inflamacgéo. A figura 8A demonstra
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que houve diferenga entre o grupo Puncdo e Sham nos tempos de 24h (p=
0,0121) e 48h (p= 0,0329), sendo que o grupo Puncdo obteve uma maior
densidade volumétrica de células em degeneracdo dentro do foliculo com
relacdo ao grupo Sham. As células em degeneragao fora do foliculo estao
presentes em ambos os grupos apenas durante o tempo de 3h (Figura 8B). Na
figura 8C, pode ser observado que a densidade de células polimorfonucleares
dentro do foliculo € maior no grupo Pungao nos tempos 3h (p= 0,0102), 48h (p=
0,0001) e 96h (p= 0,0005) comparado ao Sham. A Figura 8D indica que houve
uma reducgao das células polimorfonucleares fora do foliculo ao longo do tempo
dentro dos grupos Sham e Pungdo, sendo que essas células estdo em maior
densidade no grupo Puncdo comparado ao Sham, principalmente nos tempos
de 48h (p= 0,0412) e 96h (p= 0,0480). O grafico apresentado na Figura 8E
demonstra que a densidade volumétrica de focos de hemorragia € maior no
grupo Puncéo nos tempos 3h (p= 0,0308), 48h (p= 0,0097) e 96h (p< 0,0001)
comparado ao Sham, sendo que dentro do grupo Pungao € maior no tempo de
3h (p=0,0024) comparado aos demais tempos e no grupo Sham é maior em
24h (p= 0,0014) comparado aos demais tempos. A Figura 8F representa a
densidade volumétrica de edema, houve diferenga entre os grupos nos tempos
de 48h (p< 0,0001) e 96h (p< 0,0001), sendo que foi maior no grupo Puncgéo
comparado ao Sham. Finalmente, a densidade volumétrica de necrose diminui
significativamente ao longo do tempo dentro do grupo Pungéao e é maior neste
grupo comparado ao Sham nos tempos de 3h (p= 0,0114) e 48h (p= 0,0003)
(Figura 8G).

A Figura 9, por sua vez, representa a histologia ovariana com relagao
aos aspectos patoldgicos estudados. Foi possivel observar que nos tempos
iniciais, tanto no grupo Pung¢do quanto no Sham, os elementos inflamatérios
indicados (células em processo de degeneragéao, focos de hemorragia, edema
€ necrose) aparecem com maior intensidade e vao sendo resolucionados a
medida que os tempos posteriores sdo alcangados. Além disso, o grupo
Puncdo apresenta uma maior densidade desses elementos comparado ao
Sham, sendo que no grupo Controle os elementos patoldgicos relacionados ao

processo inflamatoério ndo foram observados.
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Apesar de terem sido observadas diferencas estatisticas associadas aos
aspectos patoldgicos entre os grupos Sham e Pungao, foi visto que ao longo do
tempo ambos os grupos foram capazes de provocar a resolugao dos aspectos
indicativos de inflamacédo, de forma que foi observada uma diminuicido da
densidade volumétrica destes elementos. Para melhor entender o processo
inflamatério provocado pelo processo de puncao ovariana foi realizada a
imunofluorescéncia com anticorpo F4/80 para marcacao de macrofagos. Como
pode ser observado na Figura 10, de maneira qualitativa, o grupo Puncéao

apresentou uma maior marcagdo comparado ao grupo Controle.

5.4. Efeito da pung¢ao na mobilizagao folicular

Com relagéo a quantificagao folicular foi observado que o grupo Pungao
obteve uma redugédo da contagem de foliculos primordiais de 72,7772% (p=
0,0080) (Figura 11A). Tal fato pode estar relacionado a dois fatores: (i) maior
ativacdo da reserva folicular ovariana ou (ii) maior apoptose dos foliculos
primordiais resultantes do procedimento. Além disso, houve uma maior
contagem de foliculos atrésicos no grupo Pungdo comparado ao Sham e ao
Controle (p=0,0118) (Figura 11 A). As micrografias histolégicas (Figura 11B)
ilustram estes resultados, onde pode ser observado um maior numero de
foliculos primordiais no grupo controle em contraste a uma maior quantidade de
foliculos atrésicos no grupo Pungéo.

Conforme pode ser observado na Figura 12A, o percentual de foliculos
em crescimento € contrastado ao percentual de foliculos primordiais, de modo
que o grupo Puncdo apresenta uma menor porcentagem de foliculos
primordiais (p=0,0080) contrastado a um maior percentual de foliculos em
crescimento (p=0,0070) comparado ao grupo controle. Da mesma forma, a taxa
de ativacdo folicular tende a ser maior no grupo Pungdo com relagdo aos
demais, apesar de nao ter havido diferenga significativa (Figura 12 B), ja a taxa
de atresia folicular foi maior no grupo Pung¢do comparada ao Sham (p= 0,0273)
e ao Controle (p= 0,0142) (Figura 12 C).

Com o intuito de aprofundar nossas investigagdes, foi realizada a
analise do didametro oocitario e folicular. A razdo do didmetro odcito:foliculo
demonstrou diferenga, sendo maior em foliculos primordiais do grupo pungéo

comparado ao grupo Sham (p= 0,0013) e ao Controle (p= 0,0034) e com
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relacdo aos foliculos primarios a mesma tendéncia foi observada, Sham (p=
0,0004) e ao Controle (p= 0,0063) (Figura 13).

Para complementar esses resultados foi realizada a analise de
proliferacdo celular e atresia a partir da imunohistoquimica e marcagao com
BrdU e caspase-3, respectivamente. Foi observado que houve um maior
percentual de células BrdU positivas no grupo Pungdo em relagéo ao controle
nos foliculos primarios (p=0,0082) e antrais (p= 0,0031) (Figura 14A), e esses
achados podem ser observados através das micrografias (Figura 14B).

Ja os dados obtidos através do percentual de células em atresia por
classe folicular demonstram que as classes foliculares mais afetados pela
morte celular no grupo Pungao s&o os secundarios e os antrais, sendo que com
relacao aos foliculos secundarios o grupo pungao apresentou um maior numero
de células em processo de morte celular comparado ao Sham (p= 0,0341) e
Controle (p= 0,0001) e o Sham comparado ao Controle (p= 0,0023) e com
relacdo aos foliculos antrais, o grupo Puncido apresentou maior percentual
destas células comparado ao grupo Sham (p= 0,0100) e Controle (p< 0,0001)
(Figura 15). Tais resultados apontam que a maior taxa de atresia folicular do
grupo Puncéo indicada pela quantificagéo folicular esta relacionada a morte de

foliculos em estagios mais avangados da foliculogénese.
5.5. Efeito da puncgéao na fertilidade

O ensaio de superovulagao foi realizado para investigar se a pungao era
capaz de afetar a ovulagao e resposta a gonadotropinas nos camundongos. De
maneira geral, foi observada uma menor recuperacdo oocitaria no grupo
Puncdo comparado ao Controle (p= 0,0443), apesar disso, a qualidade dos
oocitos recuperados ndo foi afetada pelo procedimento (Figura 16 A). Da
mesma forma, ndo foram observadas diferengcas (p > 0,05) com relagdo ao
numero de corpos hemorragicos e luteos entre os grupos (Figura 16B). As
imagens obtidas através de microscépio estereoscopio corroboram com o0s
dados da anadlise estatistica, apontando uma maior contagem de odcitos
recuperados no grupo Controle (Figura 16C). Também nao foram observadas
diferencas significativas com relagdo ao numero de corpos hemorragicos

(Figura 17A) e luteos macro (Figura 17B) e microscopicamente (Figura 17 C).
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Ainda, a figura 17D ilustra macroscopicamente tais resultados, foram
observados corpos hemorragicos e luteos apontados pelas setas verdes e
vermelhas, respectivamente.

Finalmente, o ensaio de fertilidade foi realizado para que fosse avaliado
além dos aspectos reprodutivos e inflamatérios, alterados pela puncéo
ovariana, se o procedimento afeta a capacidade dos animais em emprenhar e
prosseguir com a gestacdo. De maneira geral, foi observado que a pungao nao
€ capaz de afetar a capacidade dessas fémeas em emprenhar, sendo que nao
foram observadas diferengas (p > 0,05) com relagdo ao tempo (dias) para
deteccdo da prenhez (Figura 18A), numero de fetos por animal (Figura 18B) e
namero de fetos com alteragdo no desenvolvimento (Figura 18C). A figura 18D
ilustra os uteros coletados das fémeas submetidas ao ensaio de fertilidade um
dia antes do parto. E possivel observar que a quantidade de fetos nao
apresenta diferencgas evidentes entre os grupos e as setas vermelhas apontam
fetos com alteragbes no desenvolvimento, indicadas por menor

desenvolvimento do feto e/ou alteragbes placentarias.
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6. DISCUSSAO

De maneira geral pouco se sabe sobre como a pung&o ovariana reflete
em aspectos relacionados a foliculogénese e a fertilidade e em como esses
fatores refletem ou sao refletidos pela cinética inflamatéria decorrente deste
procedimento. Nesse sentido, o presente estudo demonstrou que a pungao
acarreta em alteracbes morfofuncionais capazes de alterar a mobilizacao
folicular. A padronizagao do protocolo obteve sucesso. Camundongos C57BI6
podem ser utilizados como modelo para estudo de pungao ovariana, a partir de
anestesia inalatéria e a perfuragcdo do ovario com agulha de acupuntura. De
maneira geral, os resultados apontam que apesar da punc¢&o ovariana afetar
aspectos foliculares, ovulatérios e inflamatérios, o procedimento n&o alterou a
capacidade dos animais em emprenhar. A puncdo nao alterou os aspectos
biométricos associados ao peso e o ciclo estral desses animais, demonstrando
que, apesar de ser um procedimento invasivo, os camundongos foram capazes
de se recuperar com facilidade e em um curto periodo de tempo, mantendo
seus aspectos fisioldgicos proximos aos do grupo Controle e retornando a
ciclicidade normal, com duragdo de 4 a 5 dias entre um proestro e o proximo,
logo apds aos procedimentos cirurgicos (AJAY| & AKHIGBE, 2020).

A analise da cinética inflamatdria demonstrou que houve diferengas com
relagdo a densidade volumétrica de células em processo de necrose dentro do
foliculo nos tempos de 24h e 48h, sendo que o grupo pungao apresentou uma
maior densidade volumétrica de células em processo de necrose comparado
ao Sham. Em 6rgdos como o coragao, € bem definido que a intensidade da
lesdo esta diretamente relacionada a resposta inflamatdria resultante. Dessa
forma, podemos inferir que quanto maior ou mais intensa é a lesdo, maior séo
os elementos associados ao processo inflamatério (HEO et al., 2019). Tal
resultado pode ser explicado devido ao fato do processo de puncéo ovariana,
realizado no grupo Pungao, ser muito mais intenso que apenas a exposigao do
ovario, realizada no grupo Sham que, por sua vez, ndao deixa de resultar em
inflamacéo local. Dessa forma, o inicio do processo de morte celular ocorreu de
maneira mais tardia no grupo Sham comparado ao Pungéao.

Com relagao as células polimorfonucleares dentro do foliculo, no grupo

Sham ocorre um pico em 24h, que é o tempo esperado de chegada de
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neutréfilos em processos classicos de inflamagcdo (KOLACZOWSKA &
KUBES, 2013). No entanto, o grupo Pungao apresenta tal pico no tempo de 3h
com
posterior reducdo ao longo do tempo em ambos os grupos. A chegada de
neutréfilos pode ocorrer de maneira mais inicial no processo inflamatério em
diferentes tecidos e de maneira dependente da intensidade e agente causador
da injuria/inflamagao, nesse momento essas células agem iniciando o processo
da inflamacao aguda através da sua agao fagocitica, degranulagao, formacéao
de espécies reativas de oxigénio e redes de cromatina para capturar
microorganismos (ROBB et al., 2016; CASTANHEIRA & KUBES, 2019).

Ao longo do tempo, a resposta inflamatéria passa a recrutar macrofagos
através de agentes quimioatrativos. Os macréfagos M1 sao quimicamente
atraidos por IFNy e TNF, enquanto os M2 respondem a M-CSF, IL-4, IL-10,
IL-13 e TGF. Estes, ao alcancar o sitio de inflamac&o tornam-se responsaveis
pela liberacdo de fatores anti-inflamatérios e de reparacgédo (i.e.: II-10, ON e
PGE2) para que haja a fagocitose e inicio do processo de reparo (KOH &
DIPIETRO, 2011; ROBB et al., 2016). Nesse sentido, a agcdo dos macréfagos
no tecido ovariano lesionado explica a redu¢cao da densidade volumétrica de
células polimorfonucleares nos tempos mais tardios estudados tanto dentro
quanto fora do foliculo, devido ao inicio do processo de reparagao tecidual,
sendo que o grupo Puncdo apresentou maiores densidades volumétricas
destas células comparado ao Sham, devido a intensidade da injuria causada no
tecido.

Os focos hemorragicos foram observados de maneira mais intensa no
tempo de 3h em ambos os grupos, sendo estatisticamente maior no grupo
Puncdo com posterior resolugao, tal fato corrobora com o que foi citado por
Rankin (2004), os focos de hemorragia sao resultado da resposta inflamatéria
vascular, que ocorre antes da resposta celular, através da acao de agente
vasodilatadores e permite a diapedese de células inflamatdrias e a formagao do
exsudato inflamatorio, que por sua vez, segue os padrdes da resposta imune
aguda classica, apresentando um edema associado a neutrofilos, com inicio da
drenagem apds 48h, a partir da chegada dos macréfagos e corrobora nossos

achados de imunofluorescéncia, a partir da marcagao F4/80.
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Os dados relacionados ao processo inflamatério corroboram o que foi
observado por Viana e colaboradores (2003), onde apds diferentes numeros de
puncbes ovarianas em vacas da ragca Gir foram observadas areas de
hemorragia e infiltrado inflamatdrio, além de fibrose associada ao trajeto da
agulha no estroma ovariano. O processo inflamatério observado no presente
estudo ocorre de maneira semelhante em outros 6érgéos. No pulm&o, os
neutréfilos sdo as células responsaveis por dar inicio ao processo inflamatério
associado a lesao pulmonar aguda e os macrofagos agem posteriormente com
funcdo de fornecimento de citocinas e quimiocinas (ZHANG et al., 2019). No
coragao, segundo Fan e colaboradores (2018), ap6s leséo relacionada a infarto
agudo do miocardio, ocorre processo de necrose e 0s macrofagos sao as
células que mais atuam no processo de inflamacéo, ocorrendo uma primeira
onda de macrofagos M1 com acéo pré-inflamatéria e uma segunda onda da
macrofagos M2, com acéo anti-inflamatéria. De maneira geral, os aspectos
inflamatorios aparecem com maior intensidade grupo Pungao com relagédo ao
Sham, mas s&o resolucionados ao longo do tempo em ambos 0s grupos.
Indicando a capacidade ovariana, ja adaptada ao processo inflamatorio
fisioloégico, em solucionar a resposta imune decorrente da puncado (DUFFY et
al, 2019).

No presente trabalho foi observada uma redugdo da contagem de
foliculos primordiais induzido pela pung¢do ovariana. A redugao da contagem de
foliculos primordiais no grupo Pungao, a qual pode ser relacionada tanto a uma
maior ativacao folicular quanto a um aumento da atresia destes foliculos,
demonstrou estar mais fortemente relacionada ao aumento da ativacdo da
reserva folicular decorrente da puncgao. Tal fato p6de ser comprovado devido ao
fato de ter sido observado um aumento do percentual de células da granulosa
em proliferacdo (BrdU +) dos foliculos primordiais e primarios, como um
indicativo de ativagao e crescimento folicular (XU et al., 2020). O ganho de
volume pelo odcito é também um dos indicativos de ativagao folicular, dessa
forma, de maneira maneira complementar, a razao do didmetro odcito:foliculo é
indicativo de ativacao dessas classes iniciais (BERTOLDO et al., 2021). O que,
novamente, aponta maior ativacdo da reserva folicular ovariana no grupo

Puncao com relagédo ao Sham e ao Controle.
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Como a ativacéo folicular é o processo pelo qual os foliculos primordiais
tornam-se capazes de deixar a quiescéncia, e depende da acao de diferentes
vias, como PI3K/AKT e mTOR e da interagao entre elas (FORD et al., 2020).
Atualmente diferentes grupos de estudo buscam aprimorar técnicas para
controlar a ativagao folicular, devido ao fato dos agentes ativadores de mTOR e
AKT serem de baixa eficacia. Zhang e colaboradores (2019) utilizaram sirtuina
1 (desacetilase dependente de NAD) e demonstraram desencadeamento da
ativacao de foliculos primordiais através da sua ativacdo ou superexpressao,
além de reducdo da ativacao folicular quando sua expresséo é suprimida. No
entanto, estudos relacionados apontam SIRT1 como promotores de genes de
AKT e mTOR, demonstrando que sua acdo como desacetilase nao esta
diretamente associada a ativacao folicular (SUNDARESAN et al. 2011;
SEIFERT et al., 2012).

Maestre e colaboradores (2015) observaram que o inibidor de PTEN
assim como a ativagdo de PI3K gera intensa ativagédo folicular em ovarios
humanos. Além disso, Suzuki e colaboradores (2015) foram capazes de gerar
gestagdes em mulheres com PCOS a partir da utilizacdo de PI3K e mTOR. No
entanto, os efeitos a longo prazo dessa ativagdo induzida ainda ndo sao bem
esclarecidos. Dessa forma, a maior ativacdo de foliculos primordiais
observadas no grupo Puncéo pode ser causada devido a modificagdes das vias
PI3K-Akt e mTOR causadas pelo procedimento de pung¢ao ovariana.

A atresia folicular € um processo ovariano fisiolégico, ocorre em foliculos
em diferentes classes de crescimento e pode ser intensificado por fatores
externos. Paralelamente a ativagao folicular, os resultados obtidos no presente
trabalho demonstraram uma maior taxa de células em processo de
degeneragao no grupo Puncgéao relacionado aos foliculos secundarios e antrais.
O que, além de indicar que a maior taxa de morte folicular observada a partir
da quantificagao estar relacionada a apoptose dos foliculos em estagios mais
avancados da foliculogénese, demonstra que a atresia € causada por fatores
locais e inflamatorios, que como citado anteriormente, podem ser alterados
pelo processo de puncgéo ovariana (MATSUDA et. al, 2012).

Com relagdo ao processo inflamatério e a atresia folicular, estudos de
Liu e colaboradores (2022) demonstraram a relagdo entre a resposta

inflamatdria e o processo de fibrose ovariana causada pela administracdo de
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MC-LR (um agente toxicoldgico intracelular) e o aumento das taxa de atresia. A
presenca da toxina resultou em um aumento da producdo de TNF-a pelas
células da granulosa e consequente infiltrado inflamatdrio no ovario associado
a um aumento da morte celular. Além disso, outros fatores como a obesidade
estdo associados a processos inflamatorios ovarianos e redugao da qualidade
oocitaria (SNIDER & WOOD, 2019). Estudos com camundongos obesos
demonstraram uma maior taxa de células da granulosa em apoptose
comparado a animais saudaveis (WU et al., 2015).

O transplante ovariano também associa-se diretamente a processos de
ativacao e morte folicular, sendo que estes podem ser intensificados pelo tipo
de processamento, tipo de congelamento e pelo tamanho do enxerto (SILBER
et al., 2015). De maneira geral, os foliculos primordiais parecem ser mais
resistentes aos procedimentos de transplante, dessa forma, a massiva ativagao
folicular relaciona-se ao aumento da fosforilagdo da via PI3K-AKT devido a
hipoxia. (SILBER et al., 2015; GAVISH et al., 2018). Com relagéo aos inibidores
de mTOR, everolimus (EVE), analogo a rapamicina, € amplamente utilizado na
prevencdo da rejeicao de transplante. Estudos de Goldman e colaboradores
(2017) demonstraram que este inibidor foi capaz de prevenir a massiva
ativacao folicular pds-transplante em camundongos. Como foi observado no
presente trabalho, a pungdo ovariana resultou em uma maior ativacdo de
foliculos, novos estudos podem ser realizados no intuito de verificar quais vias
estdo associadas a esta ativacdo e como elas podem ser inibidas para a
preservacao da reserva folicular ovariana.

E reconhecido no campo da reproducéo que tanto a apoptose quanto a
necrose e a autofagia sdo responsaveis pelo processo de atresia folicular (SUN
et al., 2017; KUTSCHER et al., 2017). Corroborando com o que foi observado
por Akogullari e colaboradores (2018), que utilizaram camundongos como
modelo de faléncia ovariana prematura, nosso estudo demonstra a atividade de
caspase 3 no processo de morte celular de células da granulosa que resulta
em atresia folicular. Estudos demonstram, de maneira geral, que processos de
morte celular mediados por necrose acontecem principalmente em foliculos
primordiais e primarios, enquanto os foliculos maiores (secundarios, antrais e
pré-ovulatérios) sofrem atresia em igual propor¢cdo por apoptose, necrose e

autofagia (PAJOKH et al, 2018). Dessa forma, a necrose observada no
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presente estudo segue o padrao relacionado a inflamagé&o aguda e aparece
com mais intensidade nos periodos iniciais, além de ser significativamente
maior no grupo Puncgdo, é brevemente resolucionada em ambos os grupos
(SUGIMOTO et al., 2019). Nesse sentido, € possivel sugerir que os momentos
iniciais da inflamagéao resultam em atresia dos foliculos primordiais, com breve
resolucdo e os processos de atresia posteriores sao respectivos a apoptose e
autofagia de foliculos em crescimento, o que corrobora com os dados
apresentados anteriormente.

A fertilidade dos animais foi analisada a partir do ensaio de
superovulacdo e do ensaio de fertilidade. De maneira geral, o ovario € um
orgao adaptado ao processo inflamatério e diretamente associado a ovulagao.
O pico de LH promove o desencadeamento de vias de sinalizagcao
interconectadas responsaveis por provocar a ruptura do foliculo e liberagao do
complexo cumulus-o6cito. Em resposta ao LH, as células da granulosa e da
teca produzem quimiocinas, prostaglandinas e esteroides, que além de atuar
na modificagdo dos aspectos estruturais e funcionais das células ovarianas
estromais também atuam como mediadores de resposta inflamatdria. Nesse
sentido, a ovulacdo pode ser vista como um evento semelhante a inflamacao,
sendo que esses mediadores recrutam tanto células inflamatérias residentes no
ovario quanto de outros tecidos e geram as respostas vasculares e celulares
necessarias ao processo de inflamagao (DUFFY et al., 2019).

A idade avancada dificulta o processo inflamatério e de remodelamento
ovariano poés-ovulagdo, o que se relacionada diretamente a qualidade dos
oocitos recuperados em camundongos (MARA et al., 2020). Em vacas, foi
observado que repetidas pungdes levam a modificacdes da parede folicular,
infiltrado inflamatadrio e fibrose ovariano (VIANA et al., 2003), o que pode estar
relacionado com a reducdo da capacidade ovulatéria nesses animais
(FIGUEIREDO et al., 2020). A redugcdo do numero de foliculos também foi
observada por Neglia e colaboradores (2011) em bufalas submetidas a
repetidas puncdes.

Em humanos, a aspiracdo folicular tem sido associada ao aparecimento
de abscessos inflamatoérios, sendo que a injuria decorrente do procedimento
pode resultar em deposicado de fibrina, que provoca um conexao permanente

entre os tecidos e pode estar associada a uma dificuldade dos odcitos em
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alcangar a ampola da tuba uterina, onde sdo comumente fertilizados (KELADA
& GHANI, 2007). Além disso, a proliferagdo de fibroblastos e deposigdo de
matriz fibrosa resultante do processo inflamatério associado a pungao reduz a
proporcdo de tecido ovariano e afeta diretamente o desenvolvimento de
foliculos pré-antrais (FIGUEIREDO et al., 2020). No presente trabalho foi
observado que apesar de ter havido uma reducdo da recuperagcao oocitaria
decorrente da puncdo, a qualidade dos odcitos recuperados nao foi afetada
pelo procedimento. Dessa forma, a inflamacao decorrente da puncao ovariana
€ resolucionada no 6rgéo de forma semelhante ao que ocorre ao processo
fisioloégico da ovulagéo. Por outro lado, a puncéo foi realizada apenas uma vez
neste trabalho, o que cria a perspectiva de que repetidos procedimentos de
puncado podem modificar os resultados apresentados até o momento.

A capacidade das fémeas em emprenhar e prosseguir com a gestacao
também nado foi afetada pelo procedimento, de forma que ndo foram
observadas diferencgas significativas com relacédo a detec¢cao da prenhez e o
namero de fetos e fetos com alteragdes de desenvolvimento. Foi observado um
processo compensatorio da ovulagdo que se relaciona com a quantificagao
folicular, de forma que apesar da maior ativagao folicular ter ocorrido no grupo
Puncao, os foliculos ndo saudaveis entram em processo de atresia, e apenas
sao ovulados aqueles odcitos que sao realmente saudaveis. Assim, estes
serdo fecundados de maneira desejada e dardo origem a uma prole com
aspectos fisioldgicos de desenvolvimento iniciais semelhantes ao grupo
Controle (BHATTACHARYA, 2013), o que corrobora com os dados obtidos por
Viana 2010, onde puncgdes repetidas aumentam a quantidade de odcitos
saudaveis em procedimentos subsequentes de FIV. Por outro lado, Figueiredo
e colaboradores 2020 observaram uma redug¢ao da capacidade de prenhez
associada a reducdo da qualidade de oécito em vacas puncionadas
repetidamente, o que novamente remete ao fato dos animais do presente
estudo terem sido passado pelo procedimento de puncéo ovariana apenas uma

vVeZz.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo abre portas a novas abordagens relacionadas a
puncao ovariana, devido a padronizacdo do modelo murino para o
procedimento ter obtido sucesso total. De maneira geral, os resultados indicam
qgue a puncao ovariana modifica a dindmica folicular e oocitaria, assim como os
aspectos inflamatérios decorrentes dos procedimentos cirurgicos. No entanto,
os animais foram capazes de resolucionar tais aspectos de forma eficaz, de
forma que os resultados associados a fertilidade nao apontaram diferencas
estatisticamente significativas e a capacidade de gestacdo e a forma
aparentemente saudavel dos filhotes ndo foram afetados pela pun¢do. Dessa
forma, os dados indicam que, apesar de gerar uma resposta inflamatoria aguda
e modificar aspectos foliculares e ovulatorios, o processo inflamatoério e as
alteragdes da dinamica folicular decorrentes da pungao ovariana nao foram

capazes de afetar a fertilidade de camundongos.
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Figura 1. Representacédo esquematica dos estagios do crescimento folicular murino.
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Figura 2. Delineamento experimental dos procedimentos realizados nos animais dos grupos Controle, Sham e Pungéo.
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estral, indicando os tipos celulares presentes em cada fase do ciclo estral e suas propor¢des.
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Figura 5. Representacéo das principais etapas do procedimento experimental de pun¢do ovariana em camundongos. Em A é possivel observar o aparato
utilizado para anestesia inalatéria. (B) Camundongo anestesiado. (C) Animal no aparato de manutengdo da anestesia. (D) Ovario exposto. (E) Pungéo
ovariana, seta vermelha aponta agulha de acupuntura (0,25 mm) utilizada para perfuragao. (F) Animal suturado e com clip cirdrgico. Barras: A= 20 cm, B= 3
cm, C=29cm,D=1cm,E=3,8cme F=2,8 cm.
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Figura 6. O procedimento experimental de punc¢do ovariana nao alterou pardmetros biométricos de camundongos. Nao foram identificadas diferengas (p >
0,05) entre os grupos Pungéo, Sham e Controle com relagao ao peso corporal (C).
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Figura 7. Resultados obtidos através da analise da dindmica do ciclo estral, de maneira geral a
pung¢do nao afetou parametros associados a ciclicidade dos animais. Em A pode ser observado que
0s animais de todos os grupos (C - Controle, S - Sham e P - Pungao) mantiveram a sua ciclicidade
apos o procedimento (D0). Em B é possivel observar que nao houve diferenca estatistica (p > 0,05)
com relagcdo ao percentual de dias em cada estagio do ciclo entre os grupos antes e depois do
tratamento e entre os grupos. O grafico C representa que nido foram observadas diferengas

estatisticas (p > 0,05) entre os grupos antes e depois do tratamento com relagéo a duragéo do ciclo

estral.
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Figura 8. Os gréficos representam os resultados da analise de variancia entre os diferentes tempos
dentro do mesmo grupo (diferenga estatistica indicada por letras) Sham e Puncgéo e do teste t entre
os diferentes grupos dentro do mesmo tempo (diferenga estatistica indicada por *). Em A houve
diferenca estatistica entre o grupo Pungdo e Sham nos tempos de 24h (p= 0,0121) e 48h (p=
0,0329), sendo que o grupo Pungédo obteve uma maior densidade volumétrica de células em
degeneragédo dentro do foliculo com relagdo ao grupo Sham. B demonstra que as células em
degeneragéo fora do foliculo estdao presentes em ambos os grupos no tempo de 3h. Em C, a
densidade de células polimorfonucleares dentro do foliculo € maior no grupo Pungéo nos tempos 3h
(p= 0,0102), 48h (p= 0,0001) e 96h (p= 0,0005) comparado ao Sham, sendo que dentro do grupo
Pungao é maior no tempo de 3h (p= 0,0024) comparado aos demais tempos e no grupo Sham é
maior em 24h (p= 0,0014) comparado aos demais tempos. Em D ha uma redugéo das células
polimorfonucleares fora do foliculo ao longo do tempo dentro dos grupos Sham e Puncéo, sendo que
essas células estdo em maior densidade no grupo Pungéo comparado ao Sham, principalmente nos
tempos de 48h (p= 0,0412) e 96h (p= 0,0480). O grafico E representa os dados relacionados a
densidade volumétrica de hemorragia, observa-se que € maior no grupo Pung¢do nos tempos 3h (p=
0,0308), 48h (p= 0,0097) e 96h (p= 0,0001) comparado ao Sham, sendo que dentro do grupo Pungao
€ maior no tempo de 3h comparado aos demais tempos e no grupo Sham €& maior em 24h
comparado aos demais tempos. F representa a densidade volumétrica de edema, houve diferenca
entre os grupos nos tempos de 48h (p= 0,0001) e 96h (p= 0,0001), sendo que foi maior no grupo
Puncdo comparado ao Sham. G demonstra que a densidade volumétrica de necrose diminui
significativamente ao longo do tempo dentro do grupo Pungéo e € maior neste grupo comparado ao
Sham nos tempos de 3h (p= 0,0114) e 48h (p= 0,0003)



CONTROLE

Figura 9. Representacdo da histologia ovariana relacionada a analise anatomopatoldgica (Controle 10x; Sham e Pungédo 40x). Observa-se uma maior
densidade de elementos associados ao processo inflamatério no grupo Pungdo. Os asteriscos vermelhos apontam as regides com células em processo de
morte celular, os asteriscos verdes indicam regides com focos hemorragicos, os circulos vermelhos indicam regides de exsudato inflamatério com infiltrado

de células polimorfonucleares e a seta verde aponta regiao de necrose. Barra= 250 um.



Figura 10. Imunofluorescéncia F480 (40x). Foi possivel observar que, qualitativamente, o grupo pungdo apresentou uma maior quantidade de células

CONTROLE

PUNCAO

marcadas pelo anticorpo. As imagens demonstram diferenca qualitativa entre os grupos Puncgao e Controle com relagao a marcagédo de macréfagos, sendo
que o grupo Pungao apresentou, qualitativamente, uma maior marcagéo para este tipo celular. As setas vermelhas apontam populagées de macréfagos.

Barra= 250 um.
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Figura 11. Os dados obtidos através da contagem folicular demonstram que o procedimento afetou aspectos foliculares dos animais, principalmente com
relacéo aos foliculos primordiais e atrésicos. A mostra que houve diferenga estatistica com relagdo aos foliculos primordiais, sendo que houve uma menor
contagem no grupo Puncao comparado ao Controle (p=0,0080). Houve diferenga estatistica com relagdo aos foliculos atrésicos, sendo que houve uma
maior contagem no grupo Pung¢ao comparado ao Sham e ao Controle (p=0,0118). A imagem B demonstra a histologia ovariana, as setas vermelhas apontam
foliculos primordiais (em maior quantidade no grupo Controle) e as setas verdes apontam foliculos atrésicos (em maior quantidade no grupo pungao). Barra

superior= 250um, Barra inferior= 80um.
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Figura 12. Os dados demonstram que o procedimento afeta parametros relacionado a ativagdo e atresia folicular. O grafico A representa o percentual de
foliculos primordiais e em crescimento entre os grupos, de maneira complementar foi observada diferenga significativa entre os grupos Pungao e Controle,
sendo que o grupo Pungéo obteve um menor percentual de foliculos primordiais (p= 0,0080) e um maior percentual de foliculos em crescimento (p= 0,0070).
B representa a taxa de ativacgao folicular. O grafico C representa a taxa de atresia folicular, que de maneira complementar apresenta diferenga significativa

entre os grupos, sendo que o grupo Pungao obteve uma maior taxa de atresia comparado ao Sham (p= 0,0273) e ao Controle (p= 0,0142).
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Figura 13. Resultados obtidos a partir da analise do didametro folicular, foi observado que a morfometria dos foliculos primarios e primarios foi modificada pela
puncado ovariana. A razao odcito: foliculo obteve diferenga significativa com relagdo aos foliculos primordiais e primarios, sendo que em ambos o grupo

Puncao apresentou uma maior razao comparado aos grupos Sham (p= 0,0013 e 0,0034) e Controle (p= 0,0004 e 0,0063).
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Figura 14. O grafico A representa os resultados obtidos através da analise de variancia do percentual de células BrdU positivas entre os grupos Controle,
Sham e Pungéo com relagao as diferentes classes de foliculos. Foi observada diferenga significativa com relagéo aos foliculos primarios (p=0,0082) e antrais

(p= 0,0031), sendo que o grupo Pungdo obteve uma maior porcentagem dessas células comparado ao Controle. B representa a histologia associada aos



foliculos primarios (100x) e antrais (40x), as setas apontam as células marcadas pelo anticorpo. Foi observada uma maior marcagédo de células BrdU

positivas no grupo Puncédo. Barras superiores= 120um, Barras inferiores= 20um, 50um e 20um.
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Figura 15. A analise de atresia folicular indica que o procedimento de pungéo ovariana provoca morte celular nos foliculos em estagios mais avangados de
crescimento (secundarios e antrais). O grafico A representa os resultados da analise estatistica relacionada ao percentual de células em processo de morte
celular na dindmica folicular entre os diferentes grupos. Houve diferencas estatisticamente significativas com relagado aos foliculos secundarios e antrais,
sendo que o grupo Pungado obteve uma maior porcentagem de células em processo de morte celular comparado aos grupos Sham (p= 0,0341) e Controle

(p< 0,0001) e o grupo Sham com relagédo ao Controle (p= 0,0023) nos foliculos secundarios e nos foliculos antrais o grupo Pungao apresentou um maior



percentual destas células comparado ao grupo Sham (p= 0,0100) Controle (p< 0,0001). B demonstra a histologia ovariana através da marcagdo com
caspase3d, € possivel observar uma maior quantidade de células em processo de morte celular no grupo Pungdo.. Barra lateral= 250um, Barras superiores=

50um e Barras inferiores = 20um.
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Figura 16. Dados obtidos através do ensaio de superovulagao, apesar de ter sido observada uma redugédo relacionada a quantidade de oécitos coletados, a
qualidade nao foi alterada pelo procedimento. A mostra que o grupo Pungdo obteve uma menor recuperag¢ao oocitaria comparada ao grupo Controle (p=

0,1943). Apesar disso, em B é possivel observar que a qualidade dos odcitos ndo é afetada pelo tratamento (p > 0,05). C representa os odcitos dos

diferentes grupos observados sob microscépio estereoscoépio. Barra= 80um.
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Figura 17. Dados obtidos através do ensaio de superovulagdo, ndo foram observadas alteragdes relacionadas ao niumero de corpos hemorragicos e luteos.
A e B representam os dados relacionados ao numero de corpos hemorragicos e luteos observados por microscopio estereoscopico, sendo que nao houve
diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05). C demonstra os dados de contagem microscépica de corpos luteos e também nao foi

observada diferencga estatistica (p > 0,05). D representa os ovarios dos diferentes grupos, as setas verdes apontam os corpos hemorragicos e as vermelhas

0s corpos luteos. Barra= 0,1cm.
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Figura 18. Os resultados obtidos a partir do ensaio de fertilidade mostram que os parametros associados a fertilidade nao foram afetados pelo procedimento.
Nao houveram diferengas significativas entre os grupos Controle, Sham e Pungao com relagao ao tempo para detecgédo da prenhez (A), numero de fetos por

animal (B) e numero de fetos com alteragdo no desenvolvimento (C). D representa os Uteros dos animais dos diferentes grupos, as setas vermelhas

apontam fetos com alteragdo do desenvolvimento. Barra= 3,5cm.



Tabela 1. Grupos experimentais Controle, Sham e Puncao utilizados para os experimentos de
quantificacdo folicular e analise anatomopatolégica. A tabela indica o numero de animais e os tempos

em que as coletas foram realizadas.

Grupo Controle Sham Puncao

Tempo 3h 24h 48h 96h 3h 24h 48h 96h Total
Numero de animais 4 4 4 4 4 4 4 4 4 36




Tabela 2. Divisao dos animais nos grupos Controle, Sham e Pungéo para os experimentos de coleta

de odcitos e quantificagdo de ninhadas e filhotes/ninhada.

Grupo Numero de Numero de
fémeas machos
Superovulagao Controle 10 -
Sham 10 -
Puncéao 10 -
Numero de filhotes e Controle 10 5
ninhadas

Sham 10 5
Puncao 10 5

Total 60 15




Tabela 3. Elementos utilizados para avaliagdo anatomopatolégica.

Compartimento

Folicular

Célula em
processo de
necrose

Célula
polimorfonuclear

Células com nucleos picnéticos, tumefagdo celular, material genético
condensado e fragmentado.

Células saudaveis, com nucleos que apresentam polimorfismo, fortemente
corado por hematoxilina. Predominantemente neutrofilo.

Compartimento

Estromal

Célula em
degeneracgéo

Célula
polimorfonuclear

Hemorragia
Exsudato
inflamatério
(edema)

Necrose

Células picnéticas, ndo saudaveis.

Células saudaveis, com nucleos que apresentam polimorfismo, fortemente
corado por hematoxilina.

Regibes que apresentam células sanguineas (heméacias) fora de vasos.

Regiées homogéneas e eosinofilicas.

Regibes eosinofilicas sem manutengdo da arquitetura tecidual, podendo
ter ainda fragmentos do material genético.




Tabela 4. Dados relacionados a padronizagao do procedimento de puncao ovariana em
camundongos. Foi obtido 100% de sucesso nos parametros observados.

Parametros Taxa de sucesso (%)
Anestesia inalatoria 100
Sobrevivéncia pds-cirurgica 100
Recuperagéo cirurgica apds 24h 100
Retorno a ciclicidade estral apés 48h 100
Capacidade de ovulagao pos-cirirgia 100

Capacidade de prenhez pos-cirurgia 100




Tabela 5. Os resultados obtidos a partir da analise anatomopatolégica demonstraram que os grupos
submetidos aos procedimentos cirurgicos (Sham e Puncgdo) obtiveram uma maior densidade
volumétrica dos aspectos patolégicos associados a inflamagdo comparado ao grupo Controle. A

tabela representa os resultados do teste t que compara o grupo Controle com o Sham e o Pungéao

nos diferentes tempos (3, 24, 48 e 96h), Houve diferengas estatisticamente significativas

principalmente com relagdo aos elementos patoldgicos (células em degeneragdo, células

polimorfonucleares, hemorragia, edema e necrose).

Compartimento Folicular

3h 24h 48h 96h
Controle Sham Pungdao Sham Pungdo Sham Pung¢ido Sham Puncgao
Células em degeneragao 0,5 0,69 0,72 04 0,95* 0,3 0,85 1 0,92
Células polimorfonucleares 0,09 0,53** 3,35** 1,33** 141** 0,23 1,44** 0,24 1,29 ****
Compartimento Estromal
3h 24h 48h 96h
Controle Sham Puncdo Sham Pungdo Sham Pun¢dao Sham Pungao
Células em degeneracao 0,02 0,01 0,07 0 0 0 0 0 0
Células polimorfonucleares 0,08 0,77 ** 1,74 * 0,42* 1,58 0,03 0,90* 0,04 0,49 **
Hemorragia 0,03 5,24 **** 17,50 ** 747 *** 463* 2,67* 5,02*** 0,36 *** 2,93 ****
Edema 0,06 2,81**  6,13* 0,94** 6,32 0,11 5,82*** 0,01 3,57 ****
Necrose 0,03 0,04 0,73 * 0,03 0,78 0 0,51 *** 0 0




