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ANALISE COM PARATIVAENTRE DIFERENTES SISTEMAS DE
CRIOPRESERVACAO DE TECIDO OVARIANO DE RATAS WISTAR

Autora: Isabel Cirne Lima de Oliveira
Orientadora: Elizabeth Obino Cirne Lima

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar o protocolo mais eficiente de criopreservagédo
de tecido ovariano utilizando o sistema automatico de congelacédo, que requer rampas de
resfriamento gradativo, modelo Freeze Control®, para comparar a integridade do tecido
ovariano congelado através de duas diferentes curvas de congelacdo combinadas com
dois diferentes crioprotetores: dimetilsulfoxido (DMSO) e etileno glicol (EG). Para a
realizacdo do trabalho foram utilizadas 20 ratas Wistar que foram submetidas a
oofarectomia bilateral. Os ovarios foram divididos em duas partes, uma parte foi
criopreservada em DMSO 1,5M e a outra em EG 1,5M. Ainda, foram analisadas duas
curvas de congelamento (curva lenta com duracdo de 1h e 50min, e uma curva rapida
comduracdo de 35 min). As amostras de tecido, apos congelacéo, foram descongeladas,
fixadas e processadas para a coloracdo com hematoxilina e eosina para a analise da
integridade dos od6citos. Finalmente fez-se a analise e quantificacdo dos foliculos
integros versus 0s nao integros, como também o dano tecidual. Para a analise folicular
foi utilizado o microscépio dptico emaumento de 400x e realizou-se a classificagdo dos
foliculos pré-antrais de acordo com o estagio de desenvolvimento em primordiais e
primarios. Os resultados foram submetidos a ANOVA e as comparacfes entre as medias
feitas pelo teste de Tukey com (P<0,05). Nos resultados foi observado que no tecido
criopreservado os foliculos que persistiram integros em cada ovario foram os
primordiais em 79% e primarios em 29%. Ja no tecido ndo congelado (controle) foram
encontrados todos os tipos foliculares, primordiais, primarios, secundarios, pré-antrais e
antrais. Entre as alteracGes reversiveis identificaram-se vacuolizacdo citoplasmatica e
contorno irregular. Quanto as alteracbes irreversiveis foi encontrado picnose.
Concluindo, no tecido ovariano criopreservado, foram encontrados apenas foliculos
primordiais e primarios apresentando alteragdes histologicas reversiveis e irreversiveis.
Além disso, o crioprotetor EG promoveu uma melhor preservacdo destes foliculos,
comparado com o DMSO. Néo foi encontrada diferenga estatisticamente significativa,
na preservagdo dos foliculos, quando se comparou as duas curvas de congelacéo.

Palavras Chaves: congelamento, DMSO, EG, primordial e primario.



COMPARATIVE ANALYSIS AMONG DIFFERENT CRYOPRESERVATION
SYSTEMS OF OVARIAN TISSUES IN FEMALE WISTAR RATS

Author: Isabel Cirne Lima de Oliveira
Advisor: Elizabeth Obino Cirne Lima

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the most efficient protocol of cryopreservation of
ovarian tissue using authomatic freezing system. This system requires Freeze Control®
ramps of gradative cooling to compare the integrity of frozen ovarian tissue through
two different freezing curves together with two different cryoprotectants:
dimethilsulphoxide (DMSO) and ethylene glycol (EG). In this work 20 Wistar female
rats were submitted to bilateral oophorectomy. The ovaries were divided in two parts,
one part was cryopreserved in DMSO 1,5M and the other in EG 1,5M. Two frozen
curves (a slow curve lasting 1h and 50min and a rapid curve lasting 35min) were
analyzed. The tissue samples were frozen and after defrosted, fixed, and processed to
hematoxylin and eosin staining to analyse oocyte. The analysis and quantification of
integrated follicles, non-integrated, and tissue damage was performed. In the follicular
analysis it was used 400x optical microscope and performed the classification of pre-
antral follicles in primordial and primary according to their stage of development. The
results were submitted to ANOVA and the comparasions between the averages were
done using the Tukey test (P<0,05). It was observed that in the cryopreserved tissue the
follicles remaining integrated in each ovary were 79% primordial and 29% primary. In
the non-frozen tissue (control) were found all kinds follicular primordial, primary,
secondary, preantral and antral follicles. Cytoplasmic vacuolization and irregular cell
outline were identified among reversible alterations. Picnosis was found as an
irreversible alteration. To conclude only primordial and primary follicles were
enconutered in the ovarian tissue cryopreserved and there are revisable and
irreversible histological alterations. Furthermore, the crioprotectant EG was more
efficient then DMSO in other to preserve a higher number of primordial and primary
viable folicules. No statistical significant difference was detected when we compare the
two curves of cryopreservation system.

Key words: freezing, DMSO, EG, primordial, primary.



LISTADE FIGURAS

Figura 1. Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado, observam-se em A-
foliculo priméario normal e um primordial normal e em B-foliculo priméario em
ST 0] 0TSSR

Figura 2. Valores de média e desvio padrdo da viabilidade folicular, comparando-
se a utilizacdo de dois crioprotetores (DMSO e EG) combinados com duas curvas de
congelamento (rapida e lenta). Os graficos mostram que o crioprotetor EG produziu
um numero superior de foliculos primordiais e primarios vidveis. Onde * indica
diferenca estatisticamente significativa entre os crioprotetores (P<0,05). Porém quanto
as curvas de congelamento ndo foi possivel observar-se diferenca estatisticamente
significativa (considerando P<0,05) .......cccooiiiiiiiiic i s

21



LISTA DE ABREVIATURAS

pL microlitro

DMSO dimetil sulfoxido

EG etileno glicol

GLY glicerol

h hora(s)

HTF meio de manipulagéo e cultivo de embrido
M molar

min minuto

PBS solucdo salina

PM peso molecular

PROH propanodiol



SUMARIO

1 INTRODUGAO .....iieieiceeeee et e et es st sae st 8
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt teses s 10
2 R O o] o] (0] (=] (6] (-5 J SO T O U RUPOUPPPRPTPRTRRN 11
2.2 OVAIID oottt 13
2.3 CrIOPIESEIVAGAD ...eveveiueereetetesiestesteesteste sttt sttt e e bbbt e et et e nbe b sbe b 13
3 ARTIGO ..t 16
3.1 RESUMO oo 16
3.2 ADIIACT oo 16
3.3 INTOAUGED ...ttt sttt sae e 17
3.4 MateriaiS € MELOUOS. ......oueiviiieeiiete et 18
34 L ANIMAIS .ot bbbt 18
3.4.2 COleta A0S OVAIIOS. ..c.veueeieitiieieii ettt ettt b e 18
3.4.3 CONQGEIAMENTO ...ttt 19
3.4.4 DeSCONQEIAMEINTO ....cuviiiiiiiiiieee b 19
3.4.5 ANALISE FOIICUIAT ........oeiiiiice s 19
3.4.6 ANALISE ESTALISTICA. ... ..cveieiveeeieiiiteeei e 20
3.5 RESUIAAODS ...t 20
3.8 DISCUSSED ...ttt etttk bbb bbbttt bbb enae s 22
3.7 CONCIUSED ...t 25
3.8 CoNSIAEIACOES FINAIS ...ecivviiiieiiii ettt et e e nraesnne e 26

4 REFERENCIAS ...ttt s 27



1 INTRODUCAO

A criopreservacgdo de tecido ovariano € uma técnica promissora para a preservagao
da fertilidade de mulheres jovens que irdo submeter-se a algum procedimento cirdrgico
ou terapéutico, que podem interferir negativamente na fertilidade destas, como por
exemplo, quimioterapia ou radioterapia (COURBIERE et al., 2005; ERNST, 2010).
Esses tratamentos afetam em diferentes graus as células germinativas, que sdo

suscetiveis a toxicidade, e causam, como principal complicacdo, a faléncia ovariana
precoce (ALMODIN et al., 2004 ; MARTINEZ-MADRID et al., 2004; AUBARD et

al., 1996).

Enquanto o congelamento de gametas masculinos € facil, relativamente barato e
apresenta bons resultados, os métodos de preservacédo de o6citos permanecem aquém do
desejado. Varios autores observaram taxa de gravidez muito baixa quando tentaram o
congelamento de dvulos (PORCU et al., 1997; MANZUR et al., 1972; TROUNSON et
al., 1989; VICENT et al., 1990).

Assim as pesquisas se voltam para bancos de criopreservacdo de células
germinativas imaturas. O intuito é tentar a restauracéo da fertilidade natural ou fazer o
uso de tecnologia de cultura de células para produzir gametas maduros para posterior
aplicacdo das técnicas de concepc¢do assistida (DONNEZ et al., 2004; EPPIG et al.,
1989; GOSDEN et al., 2000).

Portanto o congelamento de tecido ovariano surge como uma possibilidade de
preservar ndo s6 a funcdo reprodutiva da paciente, mas também a capacidade de
producdo endogena de esterOides sexuais, evitando a necessidade de terapia de
reposicdo hormonal posterior, assim, melhorando a qualidade de vida destas pacientes a

longo prazo (ROSA E SILVA, 2006). Tem sido demonstrada em inimeros estudos a



viabilidade folicular apos criopreservagdo e descongelacdo (MALTARIS et al., 2006;
ERNST, 2010).

Estudos com animais tém demonstrado altas taxas de sucesso apds diferentes
metodologias de transplante de tecido ovariano criopreservado (ALMODIN et al., 2004;
AUBARD et al., 1999). Apesar dos resultados desta técnica se apresentarem
promissores, poucas gestacdes foram descritas na literatura.

Donnez et al.,, em 2004, descreveram o primeiro nascimento de um bebé apds
criopreservacdo e transplante ortotopico de tecido ovariano. J& Meirow et al., em 2005
apresentaram a primeira gestacdo humana apods criopreservacdo de tecido ovariano e
posterior fertilizacdo in vitro, de odcitos aspirados.

Muitos protocolos, como os de resfriamento lento, rapido e ultra-rapido, tém sido
utilizados, porém, ainda ndo existe um procedimento que possa produzir resultados
consistentes (FAGUNDES et al., 2004) .

Considerando estes dados, o objetivo deste trabalho foi comparar a viabilidade do
tecido ovariano congelado, através de duas diferentes curvas de congelacdo e dois
diferentes crioprotetores (DMSO e EG). Bem como determinar o protocolo mais
eficiente de criopreservacdo de tecido ovariano, utilizando o sistema automatico de

congelacdo que utiliza rampas de resfriamento gradativo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Muitos tratamentos administrados para o cancer sao gonadotoxicos, principalme nte
por causa da utilizacdo de agentes alquilantes, que afetam tanto as células cancerigenas
como as sadias, podendo quebrar a cadeia de DNA ou formar pontes entre as cadeias do
acido nucléico, impedindo a duplicacio do DNA e causando morte celular
(citotoxidade). Dentre estes, podemos destacar a quimioterapia, que pode levar a
faléncia ovariana prematura e a infertilidade nos pacientes (SONMEZER et al., 2005).

A criopreservacdo de tecido ovariano e posterior transplante deste surgem como
uma opc¢ao promissora para preservar o potencial reprodutivo de pacientes que deverdo
ser submetidos a tratamentos citotoxicos. Embora existam algumas evidéncias de dano
celular e molecular com o processo de congelacdo e descongelacdo em estudos com
animais e humanos, tem sido mostrado que estes procedimentos podem ser efetivos na
restauracéo da fertilidade e da funcdo enddcrina ovariana (AKAR et al., 2005; ROSA E
SILVA, 2006) .

Os experimentos de congelagdo de tecido ovariano foram realizados inicialmente
em modelos animais, em 1950, a partir da descoberta dos agentes crioprotetores
(SONMEZER et al., 2005). De acordo com MAZUR, 1970, as células de mamiferos,
comraras exceg¢des, ndo sobrevivem a congelacdo em temperaturas abaixo de -20°C em
fluidos teciduais ou em solucdes salinas, sem a presenca de aditivos crioprotetores.
Segundo MCGANN, 1978, o mecanismo pelo qual estes agentes quimicos protegem as

células que formam a base para questbes fundamentais na criobiologia.
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2.1 Crioprotetores

Desde 1970, crioprotetores efetivos como propanodiol, etileno glicol (EG) e
dimetilsulfoxido (DMSO) tém sido utilizados (AKAR, 2005). A acgdo desses
crioprotetores é proteger a célula durante a criopreservacdo, baixando o ponto de
solidificacdo da solucéo de congelacéo e, evitando ou reduzindo, com isso, a quantidade
de cristais formados dentro da célula. Os crioprotetores sdo substancias lipossoluveis e
consequentemente possuem a capacidade de atravessar as membranas plasmaticas. Com
isto, ao penetrarem na célula, promovem a desidratacdo das mesmas, necessaria para
prevenir a excessiva formacdo de cristais de gelo (MCGANN, 1978; MERYMAN,
1971). A taxa de penetracdo nos varios componentes das células varia em funcéo do
crioprotetor e de acordo com o tipo e origem das células. A habilidade do agente em
penetrar na membrana plasmatica deve ser uniforme, ndo devendo causar choque
osmotico, nem devendo ser toxico & célula, mesmo em elevada concentragdo. Dentre
esses agentes, classificados como penetrantes, o etileno glicol e 0 DMSO (MCGANN,
1978; MERYMAN, 1971).

Dimetil sulfoxido (DMSO)

O DMSO ¢é um dos crioprotetores intracelulares com alto peso molecular
(PM=78,13). Ele preserva a integridade de proteinas isoladas e das membranas
lipidicas, durante o processo de resfriamento e agquecimento (ANCHORDOGUY et al.,
1991). A desvantagem do DMSO é a sua toxicidade (WERLICH et al., 2006) que

ocorre a 37°C.
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Etileno Glicol (EG)

OH OH

CH2 - CH2

O EG é um dos crioprotetores intracelulares com menor peso molecular (PM=
62,02) e maior permeabilidade a membrana celular, o que lhe proporciona uma
vantagem quando comparado a outros crioprotetores intracelulares de maior peso
molecular como o DMSO e glicerol. Além disso, é um dos crioprotetores que apresenta
menor toxicidade as células embrionarias, utilizado com efetividade no congelamento
(MIYAMOTO E ISHIBASHI, 1978).

Mazur (MAZUR, 1966) defende que uma das principais causas de mortalidade
celular durante a congelagdo e descongelacdo é a formacdo de cristais de gelo
intracelular, causada pela insuficiente desidratacdo. Destaca ainda, que células
resfriadas a velocidades rapidas seriam lesadas pela formacdo de gelo intracelular
durante o resfriamento e pelo seu crescimento durante 0 aquecimento. Ja as células
resfriadas em baixas velocidades sofreriam por decorréncia das alteracfes osmdticas das
solucBes intra e extracelulares a medida que a formacdo de gelo acontece na suspensao

celular (MAZUR, 1996).
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2.2 Ovario

O ovario contém reserva de células germinativas, que excede o nimero de foliculos
suficiente para todos os ciclos menstruais. Este estoque é definido antes do nascimento
e ndo pode ser reposto. Atualmente, ndo ha metodologia comprovada para impedir o
declinio da reserva folicular, embora o processo de criopreservacdo permita opcao para
manutencdo, a longo prazo, dos oocitos. A tecnologia de criopreservacdo pode
potencialmente ser utilizada para preservar a fertilidade em pacientes a serem
submetidos a tratamentos que podem levar a esterilizacdo ou que apresente risco de
induzir menopausa precoce (CHARLOTTE THOMAZ et al., 2005).

O ovério € composto pelo hilo, medula e cortex. No cortex ovariano estdo 0s
foliculos primordiais, que sdo mais resistentes a crio-injuria do que os oécitos maduros
(SONMEZER et al., 2005). Ernst et al., 2010 demonstraram que a fertilidade de
humanos, poderia ser restaurada pelo enxerto de fragmentos de cOrtex ovariano

previamente congelado (SONMEZER et al., 2010).

2.3 Criopreservagéo

Varias tentativas de restauracdo da fertilidade tém sido feitas com técnicas de
criopreservacdo de tecido ovariano por congelacdo lenta e, mais recentemente, por
vitrificacdo, que consiste no congelamento rapido, partindo de uma temperatura
positiva, proxima a zero graus celsius e submergindo a amostra diretamente em
nitrogénio liquido a uma temperatura de -196°C (COURBIERE et al., 2005; ROSA E

SILVA, 2006; ISACHENKO et al., 2009).
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A vitrificacdo foi utilizada como método de criopreservacdo inicialmente em 1938,
mas apenas na década de 80 ela passou a ser utilizada com sucesso na criopreservagdo
de embrides de mamiferos (FAHY et al., 1984).

Embora a vitrificacdo de tecidos ovarianos demonstre resultados promissores, o
método mais comumente utilizado ainda é a congelacdo lenta. A congelacdo lenta €
caracterizada por uma curva com reducdo de aproximadamente 0,3°C/min. Além disso,
na congelacdo lenta procede-se o equilibrio das concentracbes adequadas de
crioprotetores com a solucdo aquosa, evitando a formacdo de cristais de gelo no meio
intracelular (MALTARIS et al., 2006; ROSA E SILVA, 2006).

O restabelecimento da funcdo ovariana poés-reimplante de tecido ovariano
congelado-descongelado ja foi descrito por alguns autores (RADFORD et al., 2001;
DONNEZ et al.,, 2006), inclusive com nascimento de crianca sadia, ap6s faléncia
ovariana pés-quimioterapia comprovada, seja por gestacdo espontanea (Donnez, et al.,
2004; DEMEESTER et al., 2006), ou por técnicas de reproducéo assistida (MEIROW et
al., 2005). A maior dificuldade esta no periodo pos-reimplante imediato, quando o risco
de isquemia € maior e consequentemente ha perda folicular irreversivel (NEWTON et
al., 1996).

Kim et al., 2001 apresentaram resultados animadores ao verificarem que, apos o
xenotransplante de tecido ovariano congelado-descongelado de portadoras de linfoma
Hodgkin e ndo-Hodgkin em ratos imunossuprimidos, ndo foi detectada a presenca de
tumor em nenhum dos camundongos implantados.

Portanto, todos os esforcos devem ser concentrados no diagndstico precoce, no
sentido de curar a doenga. O fato de que muitos canceres, especialmente em jovens, sao
curdveis, faz com que o médico habilidoso lide ndo somente com o correto e precoce

diagnostico e tratamento, mas também com as necessidades do paciente apds o
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tratamento, quando ele estiver curado. A atuagdo do oncologista, em conjunto com
especialistas em infertilidade, ird oferecer a melhor solucdo para estes pacientes. No
sentido de preservar a fertilidade, todo esforco deve ser feito para encaminhar pacientes
para que facam a criopreservacdo de amostras antes do inicio da quimioterapia e/ou

radioterapia (SCHUFFNER et al., 2004).
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3 ARTIGO

Titulo: Analise comparativa entre dife rentes sisttmas de criopreservacao de tecido
ovariano de ratas Wistar

Title: Comparative analysis among diffe rent cryopreservation systems of ovarian
tissues in female Wistar rats

3.1 Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar o protocolo mais eficiente de criopreservacdo de tecido
ovariano utilizando o sistema automatico de congelacdo, modelo Freeze Control®, testando
duas curvas de congelacdo combinadas com dois crioprotetores: dimetilsulfoxido (DMSO) e
etileno glicol (EG). Foram utilizadas 20 ratas Wistar que foram submetidas a oofarectomia
bilateral. Os ovarios foram divididos em duas partes, uma parte foi criopreservada em DMSO
15M e a outra em EG 1,5M. Ainda, foram analisadas duas curvas de congelamento: curva lenta
(1h e 50min) e curva rapida (35 min). Apds a congelacdo, as amostras foram descongeladas,
fixadas e processadas para a coloracdo com hematoxilina e eosina para a analise da integridade
do tecido. Fez-se a andlise e quantificacdo dos foliculos integros versus os ndo integros, como
também o dano tecidual. Para a analise folicular foi utilizado o microscopio Gptico em aumento
de 400x e realizou-se a classificacdo dos foliculos pré- antrais de acordo com o estagio de
desenvolvimento em primordiais e primarios. Os resultados foram submetidos a ANOVA e as
comparacdes entre as médias feitas pelo teste de Tukey com (P<0,05). Nos resultados foi
observado que no tecido criopreservado, os foliculos que persistiram integros em cada ovario
foram os primordiais em 79% e primarios em 29%. Ja no tecido ndo congelado (controle) foram
encontrados todos os tipos foliculares, primordiais, primarios, secundarios, pré-antrais e antrais.
Entre as alteracOes reversiveis identificaram-se vacuolizacdo citoplasmatica e contorno
irregular. Quanto as alteracOes irreversiveis foi encontrado picnose. Concluindo, no tecido
ovariano criopreservado, foram encontrados apenas foliculos primordiais e primarios
apresentando alteragdes histoldgicas reversiveis e irreversiveis. Além disso, o crioprotetor EG
promoveu uma melhor preservacdo destes foliculos, comparado com o DMSO. Nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa, na preservacdo dos foliculos, quando se
comparou as duas curvas de congelagéo.

Palavras Chaves: congelamento, DMSO, EG, primordial e primario.

3.2 Abstract

The aim of this study was to determine the most efficient protocol of cryopreservation of ovarian
tissue using authomatic Freeze Control® system to test two different freezing curves together
with two different cryoprotectants: dimethilsulphoxide (DMSO) and ethylene glycol (EG). In
this work 20 Wistar female rats were submitted to bilateral oophorectomy. The ovaries were
divided in two parts, one part was cryopreserved in DMSO 1,5M and the other in EG 1,5M.
Two frozen curves (a slow curve lasting 1h and 50min and a rapid curve lasting 35min) were
analyzed. The tissue samples were frozen and after defrosted, fixed, and processed to
hematoxylin and eosin staining to analyse oocyte. The analysis and quantification of integrated
follicles, non-integrated, and tissue damage was performed. In the follicular analysis it was
used 400x optical microscope and performed the classification of pre-antral follicles in
primordial and primary according to their stage of development. The results were submitted to
ANOVA and the comparisons between the averages were done using the Tukey test (P<0,05). It
was observed that in the cryopreserved tissue the follicles remaining integrated in each ovary
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were 79% primordial and 29% primary. In the non-frozen tissue (control) were found all kinds
follicular primordial, primary, secondary, preantral and antral follicles. Cytoplasmic
vacuolization and irregular cell outline were identified among reversible alterations. Picnosis
was found as an irreversible alteration. Furthermore, the crioprotectant EG was more efficient
then DMSO in other to preserve a higher number of primordial and primary viable folicules.
Yet, no statistical significant difference was detected when we compare the two curves of
cryopreservation system.

Key words: freezing, DMSO, EG, primordial, primary.

3.3 Introducdo

O ndmero de pacientes que sobrevivem ap6s o tratamento de cancer vem
aumentando nos ultimos anos (SCHUFFNER et al., 2004). No entanto, 0s
procedimentos cirlrgicos ou terapéuticos, como quimioterapia ou radioterapia, podem
interferir negativamente na fertilidade destes pacientes. Na tentativa de minimizar estas
consequéncias, a criopreservacdo de tecido ovariano surgiu como uma técnica
promissora para a preservacao da fertilidade de mulheres jovens (COURBIERE et al.,
2005; ERNST, 2010). Esses tratamentos afetam em diferentes graus as células
germinativas, que sdo suscetiveis a toxicidade, e causam, como principal complicacéo, a
faléncia ovariana precoce (ALMODIN et al., 2004 ; MARTINEZ-MADRID et al.,
2004; AUBARD et al., 1996).

Os métodos utilizados para a preservacdao de oocitos ainda permanecem aquem do
desejado e sdo observadas taxas de gravidez muito baixas com a utilizacdo de 6vulos
congelados (PORCU et al., 1997; MANZUR et al., 1972; TROUNSON et al., 1989;
VICENT et al., 1990). Assim as pesquisas voltam-se para bancos de criopreservagéo de
células germinativas imaturas (DONNEZ et al., 2004; EPPIG et al., 1989; GOSDEN et

al., 2000).
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Portanto, o congelamento de tecido ovariano surge como uma possibilidade de
preservar ndo s6 a funcdo reprodutiva da paciente, mas também a capacidade de
producdo enddégena de esterdides sexuais, evitando a necessidade de terapia de
reposicdo hormonal posterior, assim, melhorando a qualidade de vida destas pacientes a

longo prazo (ROSA E SILVA, 2006).

3.4 Materiais e Métodos

3.4.1 Animais

Foram utilizadas 20 ratas Wistar com aproximadamente 8 a 12 semanas de idade.
Os animais foram mantidos em ciclos alternados de 12h de claro e escuro, temperatura
de 22 *+ 2°C, alimentados com racdo padrdo e agua ad libitum, de acordo com a
Resolucdo Normativa n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Ap6s inducdo de
morte em camara de CO2, estas foram imediatamente submetidas a oofarectomia
bilateral. Todos os experimentos seguiram as normas do “Guide for the care and use of
laboratory animals” (NIH publicacdo n° 80-23 revisada em 1996) previamente aprovado

pelo Comité de Etica no uso de animais (CEUA/HCPA).

3.4.2 Coleta dos Ovarios

Depois de retirados por ooforectomia bilateral, os ovarios foram divididos em duas
partes iguais, lavados com PBS, para retirar o excesso de sangue e colocados em meio
HTF (meio de manipulacdo e cultura de embrides) por 2 min, sendo uma parte do
material colocada em 400y de DMSO e a outra em 400L de EG onde permaneceram

por 15 min em temperatura ambiente. J& o grupo controle os ovarios foram lavados com
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PBS para retirar 0 excesso de sangue e foram colocados direto em formol tamponado

10%.

3.4.3 Congelamento

Os fragmentos de tecido incubados em criotubos com DMSO ou EG submetidos a
criopreservacdo foram colocados em no aparelho de congelamento automatizado
programavel, modelo Freeze Control®, em curvas alternadas, sendo curva 1 (lenta com
duracdo de 1h e 50min) e curva 2 ( rapida com duracdo de 35min) a temperatura das
curvas ia de 20°C a - 45°C. Apos, as amostras congeladas foram levadas diretamente

para o nitrogénio liquido a (-196 °C).

3.4.4 Descongelamento

Apos 60 dias, as amostras foram descongeladas. Depois de retiradas do nitrogénio
liquido, as amostras permaneceram em temperatura ambiente por 2min, a seguir foram
colocadas em banho maria a 37 °C por mais 2min, para a fusdo do gelo, em seguida,
lavadas com HTF, para retirada do crioprotetor. E logo ap6s, as amostras eram fixadas
em formol tamponado 10% em temperatura ambiente por 6hs, para entdo serem

emblocadas em parafina para a confec¢édo das laminas.

3.4.5 Andlise Folicular

A analise folicular foi realizada em microscépio Optico em aumento de 400X, e
realizou-se a classificacdo dos foliculos de acordo com os critérios modificados de
Oktay, et al,1995. Segundo esta classificacdo, os foliculos pré-antrais, de acordo com o
estdgio de desenvolvimento sdo classificados como: primordiais, quando apresentam:

uma camada de células retangulares pré-granulosa ao redor do od6citos (células
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esparsas); e 0s primarios posseum ao menos uma das camadas de células pré-granulosa
cuboide ou colunar, até que formem uma Unica camada de células de granulosa
cubdides ao redor do o6cito. Os foliculos foram avaliados e classificados como integros
ou ndo integros. Ainda os foliculos que foram identificados como normais mesmo
qguando apresentavam vacuolizacdo citoplasmatica e/ou contorno irregular, pois essas
caracteristicas sdo consideradas reversiveis. Por outro lado os foliculos que

apresentavam picnose eram considerados nao integros.

3.4.6 Andlise Estatistica
Os efeitos da criopreservacdo na preservacao folicular foram avaliados por ANOVA
com nivel de significAncia de P<0,05. Para comparacdo entre medias foi utilizado o

teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

3.5 Resultados

Nos cortes histologicos submetidos a coloracdo por hematoxilina e eosina
observou-se no tecido ndo congelado (controle) a presenca de todos os tipos foliculares
(primordial, primario, secundario, pré-antral e antral) ao passo que nos cortes
criopreservados encontraram-se foliculos primordiais e primarios. Entre as alteractes
celulares mais frequentes encontradas no tecido criopreservado estavam a vacuolizagdo

citoplasmética e contorno irregular.
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Figura 1- Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado, observam-se em A-foliculo
primario normal e um primordial normal e em B -foliculo priméario em picnose.

A andlise microscopica dos tecidos ovarianos, apdés o congelamento e
descongelamento destes, mostrou que o EG produz um numero maior de foliculos
primordiais e primarios vidveis, quando comparado ao DMSO. Ainda, os tecidos
ovarianos foram submetidos a dois sistemas de congelamento, ambos automatizados;
porém, um utilizando curva lenta e outro curva rapida. Neste caso, eram avaliados os
numeros de foliculos primordiais viaveis e primarios viaveis, mas nao foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa (considerando-se P<0,05) entre os tipos de curva

de congelamento. Dados numéricos encontram-se expressos na Figura 2.
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Figura 2 - Valores de média e desvio padrao da viabilidade folicular, comparando-se a utilizacao de
dois crioprotetores (DMSO e EG) combinados com duas curvas de congelamento (répida
e lenta). Os gréaficos mostram que o crioprotetor EG produziu um ndmero superior de
foliculos primordiais e primérios integros. Onde * indica diferenca estatisticamente
significativa entre os crioprotetores (P<0,05). Porém quanto as curvas de congelamento
nao foi possivel observar-se diferenca estatisticamente significativa (considerando
P<0,05).

3.6 Discussao

Vérios estudos tém sido realizados no intuito de aperfeicoar as técnicas de
criopreservacgéo de tecido reprodutivo, a fim de manter a integridade do tecido ovariano.

No presente estudo buscou-se analisar o efeito da utilizacdo de dois tipos de
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crioprotetores (EG e DMSO) combinados com dois sistemas automatizados de
congelamento, sendo um com curva de reducdo de temperatura rpida e outra lenta.

A maior eficiéncia na criopreservacao do tecido ovariano era observada a partir da
quantificacdo do nimero de foliculos ovarianos primordiais e primarios integros, visto
que estes sdo potencialmente capazes de vir a gerar embrides, uma vez fertilizados in
vitro, em condi¢cbes adequadas. Assim, foi demonstrado que quando as amostras de
tecido ovariano foram criopreservadas com o crioprotetor EG, nas amostras congeladas
com ambas as curvas, foi possivel recuperar-se um numero superior de foliculos
primordiais e primarios integros. Isto se deve provavelmente a sua menor toxicidade as
células embriondrias e maior permeabilidade a membrana celular (MIYAMOTO E
ISHIBASHI, 1978). Lucci et al., em 2004, utilizando tecido ovariano de zebu (Bos
indicus), comparando quatro crioprotetores (PROH, GLY, DMSO, EG) em diferentes
concentragbes e utilizando congelador programavel, obteve resultados mais efetivos
comos crioprotetores DMSO e PROH os quais preservaram a integridade estrutural das
células somaticas e reprodutivas do tecido. A discordancia dos resultados comparados
aos encontrados neste trabalho pode ser devido as diferencas interespecificas do tecido
ovariano, talvez os foliculos bovinos sejam mais sensiveis aos efeitos toxicos do EG do
que os foliculos de outras espécies. Em estudos prévios, 0 EG ndo apresentou toxicidade
para embrides humanos (CHI et al., 2002) e embriées bovinos (SOMMERFELD et al.,
1999;VISINTIN et al., 2002). Além disso, bons resultados foram observados quando
EG foi usado para a criopreservagéo de tecido ovariano de camundongo, com 88% dos
foliculos restantes morfologicamente normais ap0s congelamento/descongelamento.
Porém alertaram que para exposicdo por periodos prolongados, o0 EG pode ocasionar
reducdo de viabilidade dos foliculos (CANDY et al, 1997). Em humanos, a

porcentagem de foliculos que sobreviveram no tecido ovariano depois de congelados
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em EG e transplantados para camundongos imunodeficientes foi de 84% (NEWTON et
al.,, 1996). Estes trabalhos estdo de acordo com os resultados obtidos no presente
experimento, pois 0 EG mostrou-se menos toxico preservando melhor a integridade
estrutural do tecido ovariano. Entretanto Candy et al., 1997 observou que ovarios de
ratas expostos ao EG por longo periodo de tempo antes do congelamento pode se tornar
toxico aos foliculos, pois este crioprotetor apresenta uma alta permeabilidade a
membrana celular. E Lucci et al., 2004, relataram que as fases de desenvolvimento
folicular (primordial, primario e pequenos secundarios) ndo influenciaram, de maneira
geral, a resisténcia dos foliculos aos crioprotetores.

Em relacdo as curvas de congelamento usadas no presente trabalho denominadas de
curvas de congelamento convencional, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre elas, mostrando que no congelamento convencional tanto a curva
com duragdo de 35min ou de 1h e 50min apresentaram resultados similares, sugerindo
assim que é possivel, minimizar o tempo do congelamento convencional, sem causar
danos ao tecido criopreservado.

A técnica de congelamento lento foi apresentada por diversos autores. Pois o tecido
ovariano apresenta boa tolerancia ao processo de criopreservacdo (GOSDEN, 2000;
NEWTON et al., 1996; HOVATTA et al., 1996). A maioria dos trabalhos feitos testa o
congelamanto convencional vesus a vitrificacdo. Isachenko et al., 2009 em seu estudo
testaram 0 congelamento convencional vesus vitrificagdo em tecido ovariano humano e
concluiram que, para a criopreservagdo de tecido ovariano humano o congelamento
convencional € mais promissor do que a vitrificacdo por que ele possui um mais alto
potencial de desenvolvimento. Os autores acreditam que isso se deve a possivel
contaminacdo do nitrogénio liquido, que é usado para o congelamento e armazenamento

do tecido e pode sofrer contaminacdo por micro-organismos (TEDDER et al., 1995;
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BIELANSKI et al., 2000). A filtracdo ou o tratamento com U.V. no nitrogénio liquido
ndo podem garantir a auséncia de contaminacdo do material biolégico por virus, no
congelamento por vitrificacdo. Por exemplo, a contaminacdo de amostras de sangue
pelo virus da hepatite durante 0 armazenamento em nitrogénio liquido tem sido relatada
(TEDDER et al., 1995). Diferentes tipos de virus podem aumentar sua viruléncia depois
do contato direto e armazenamento em nitrogénio liquido, como por exemplo, virus da
hepatite (HAWKINS et al., 1996), papova virus (CHARLES & SIRE, 1971), virus da
estomatite vesicular (SCHAFFER, et al.,1976) e herpes virus (JONES & DARVILLE,
1989).

Ja Ceschin et al., 2006, concluiram que utilizando a analise imunohistoquimica
com Ki-67( marcador de proliferacdo), embora ambos 0s métodos de criopreservagao
ovariana sejam viadveis, a vitrificacdo manteve maior numero de foliculos primordiais
potencialmente funcionantes, sendo, portanto considerada melhor técnica de
criopreservacgdo de tecido ovariano do que o congelamento lento, em ratas.

De maneira geral, o bom protocolo de congelamento celular € aquele que propicia a
estabilidade das reacfes cruzadas entre as moléculas no ambiente intracelular e também
permite a sobrevivéncia celular ap6s o descongelamento. O tecido devera ndo somente
permitir a sobrevivéncia celular, como também exibir a mesma arquitetura inicial, com
as mesmas juncdes intercelulares, interacdes e ligagdes moleculares (HOVATTA et al.,
1996). Estudos de criobiologia demonstram que tipos diferentes de células, ainda que
congeladas na mesma solugdo, exibem condicbes de descongelamento diferentes.
Devido a alta complexidade da arquitetura ovariana, a sobrevivéncia do tecido
criopreservado depende, ndo somente das rampas de congelamento e descongelamento,

mas também dos métodos de remocéo dos crioprotetores (HOVATTA et al., 1996).
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3.7 Concluséo

O presente estudo permitiu concluir que utilizando analise dos foliculos corados por
hematoxilina e eosina o crioprotetor EG em ambas as curvas foi considerado como
melhor técnica de criopreservacdo de tecido ovariano em ratas Wistar, pois manteve
maior numero de foliculos primordiais e primarios potencialmente integros. E por ndo
ter sido encontrada diferenca significativa entre as curvas, pode-se concluir que o
congelamento convencional com curva rapida pode ser empregado para garantir boa

recuperacdo celular e baixo tempo de processamento.

3.8 Consideracdes finais

A preocupacdo com o futuro reprodutivo de pacientes que serdo submetidas a
tratamentos oncoldgicos, como radio e quimioterapia, merece cada vez mais espaco,
guando pensamos na abordagem do paciente com cancer. O efeito gonadotdxico da
quimioterapia é dose-dependente e relacionado com a idade do paciente. Os efeitos da
radioterapia, além de estarem relacionados com a dose e com a idade, levam emconta o
campo irradiado. Atualmente, poucas sdo as técnicas que podem ser oferecidas de
maneira concreta para estas pacientes, porém mesmo as técnicas em fase de
experimentacdo devem estar disponiveis. Pois futuramente ocorrerdo avangos na
qualidade dos procedimentos de biotécnica em reproducdo, promovendo um aumento

das taxas de sucesso.
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