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RESUMO

A preservagao da fertilidade em pacientes com cancer objetiva assegurar a saude
reprodutiva. A criopreservacgao de tecido ovariano € a unica técnica disponivel para
meninas pré-puberes e para casos em que o tratamento ndo pode ser adiado. A
técnica de vitrificagdo esta associada a uma melhor preservagéo de fragmentos do
cortex ovariano quando comparada ao congelamento lento. Estudos preliminares
demonstraram que a combinagao de polimeros sintéticos na vitrificagdo preservou
melhor o tecido e os foliculos secundarios no cértex de ovarios de macacos, por serem
miméticos as proteinas naturais responsaveis pela protegdo conferida a alguns
organismos durante o inverno. A técnica de vitrificagdo associada a polimeros
sintéticos € uma alternativa promissora, mas ainda nao esta disponivel um protocolo
padrao que demonstre resultados consistentes. Assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar a aplicabilidade de polimeros sintéticos na criopreservagao por
vitrificagdo de tecido ovariano bovino. Ovarios bovinos foram obtidos a partir de
animais abatidos para consumo em um abatedouro local. O cértex foi extraido e
cortado em fragmentos. Os fragmentos foram divididos em trés grupos (controle
fresco, vitrificagdo com (CP) e sem (SP) adicdo de polimeros sintéticos). Os
fragmentos de tecido de todos os grupos antes e apos aquecimento foram fixados em
paraformaldeido a 4%, corados com hematoxilina e eosina para avaliagdo de
morfologia, contagem e observagao do estagio folicular. Parte dos fragmentos tiveram
seus foliculos secundarios isolados mecanicamente e cultivados em matriz de alginato
até atingirem o estagio antral. Durante o cultivo, para analise de viabilidade, foram
avaliados a sobrevida, crescimento e formagao de antro folicular. Para avaliagao da
funcionalidade folicular, o meio de cultivo foi coletado para posterior dosagem de
esterdides ovarianos. Entéo, os trés grupos foram comparados estatisticamente. Os
tecidos ovarianos vitrificados apresentaram uma morfologia com sinais de injuria, com
espagos vazios e menos densos, além de exibirem uma menor porcentagem de
foliculos normais quando comparados ao tecido fresco (Fresco x CP p<0,0001; Fresco
x SP p=0,0004). Contudo, néo foi observada diferenga entre os grupos vitrificados com
e sem polimeros (CP x SP p = 0,7173). Os foliculos que passaram pela vitrificacao
apresentaram uma sobrevida similar entre si e menor que o controle fresco (x*(2) =
19,87; p< 0,0001). Todos os grupos avaliados foram semelhantes na taxa de formacéao
de antro (x*(1) = 0,6569; p< 0,4176). Em todos os grupos houve crescimento folicular
durante o cultivo. No entanto, os foliculos frescos e com adicdo de polimeros
aumentaram de diametro durante todo o cultivo, ao passo que os foliculos sem adigao
de polimeros cresceram apenas na primeira semana. No fim do cultivo, os foliculos
que passaram pelo processo de vitrificacdo produzem menos horménios que os
frescos (p < 0,05), mas sem diferenca entre SP e CP. A partir desses resultados, é
possivel concluir que a combinagdo do uso de polimeros sintéticos na vitrificacdo de
tecido ovariano € uma técnica promissora, que podera proteger o desenvolvimento
folicular, mas sdo necessarios mais estudos que possam aperfeigcoar esse protocolo.

PALAVRAS - CHAVE: Ovarios, Polimeros sintéticos, Criopreservagao, Agentes
crioprotetores, Bovinos.



ABSTRACT

The preservation of fertility in cancer patients aims to ensure reproductive health.
Ovarian tissue cryopreservation is the only technique available for prepubescent girls
and for cases where treatment cannot be delayed. The vitrification technique is
associated with better preservation of ovarian cortex fragments when compared to
slow freezing. Preliminary studies in the cortex of monkeys' ovaries have shown that
the combination of synthetic polymers in vitrification is better to preserve the tissue and
secondary follicles, as they are mimetic to the natural proteins responsible for the
protection during the winter in some organisms. The vitrification technique associated
with synthetic polymers is a promising alternative, but a standard protocol that
demonstrates consistent results is not yet available. Thus, this work aimed to evaluate
the applicability of synthetic polymers in cryopreservation by vitrification of bovine
ovarian tissue. Bovine ovaries were obtained at a local abattoir. The cortex was
extracted and cut into fragments. The fragments were divided into three groups (fresh
control, vitrification with (CP) and without (SP) addition of synthetic polymers). Tissue
fragments from all groups before and after heating were fixed in 4% paraformaldehyde,
stained with hematoxylin and eosin for morphology assessment, counting and
observation of the follicular stage. Part of the fragments had their secondary follicles
mechanically isolated and cultivated in alginate matrix until they reached the antral
stage. During cultivation, for viability analysis, survival, growth and follicular antrum
formation were evaluated. To evaluate the follicular functionality, the culture medium
was collected for later measurement of ovarian steroids. The vitrified ovarian tissues
presented a morphology with signs of injury, with empty and less dense spaces, in
addition to showing a lower percentage of normal follicles when compared to fresh
tissue (Fresh control x CP p<0.0001; Fresh control x SP p=0.0004). However, no
difference was observed between the groups vitrified with and without polymers (CP x
SP p = 0.7173). Follicles that underwent vitrification had a similar survival rate and
lower than the fresh control (x*(2) = 19.87; p< 0.0001). All groups evaluated were
similar in the rate of antrum formation (x3(1) = 0.6569; p< 0.4176). In all groups there
was follicular growth during cultivation. However, fresh and polymer-added follicles
increased in diameter throughout the cultivation, whereas follicles without polymer
additions grew only in the first week. At the end of cultivation, the follicles that
underwent the vitrification process produced less hormones than the fresh ones (p <
0.05), but there was no difference between SP and CP. From these results, it is
possible to conclude that the combination of the use of synthetic polymers in the
vitrification of ovarian tissue is a promising technique, which may protect follicular
development, but further studies are needed to improve this protocol.

KEYWORDS: Ovary, Synthetic polymers, Criopreservation, Cryoprotective agents,
Bovine.
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1. INTRODUGAO

No Brasil e no mundo as doengas oncoldgicas estdo entre as enfermidades que
mais matam, com estimativa de 47% de novos casos nas proximas duas décadas
(SUNG et al., 2021; INCA, 2020). Entretanto, o amplo avango em tecnologias de
diagndsticos e tratamentos proporcionam o aumento da sobrevivéncia de pacientes
acometidos (FUENTES et al., 2017; SANTUCCI et al., 2020). Estima-se que mulheres
de 0 a 49 anos tém aproximadamente 4 % de chance de desenvolver cancer
(GLOBOCAN, 2020), periodo etario em que a fertilidade podera ser prejudicada apés
o tratamento oncolégico (HARADA, OSUGA, 2018).

A preservacao da fertilidade em pacientes com cancer objetiva assegurar a
saude reprodutiva durante a doenca para uma futura restauracdo. Para mulheres
adultas e meninas pos-puberes a criopreservagao de odcitos ou embrides sao
métodos amplamente oferecidos. Em meninas pré-puberes e casos em que o
tratamento ndo pode ser adiado, existe a criopreservacio de tecido ovariano, técnica
recentemente aprovada pela American Society for Reproductive Medicine (ASRM) e
considerada como unica opgao para essas pacientes (Figura 1) (American Society for
Reproductive Medicine (ASRM), 2020; HARADA e OSUGA, 2018).

Embora as atuais técnicas de vitrificagao de tecido ovariano sejam capazes de
preservar a integridade da maioria dos foliculos e ja tenham nascidos vivos, a técnica
nao tem protocolo estabelecido para o uso de crioprotetores com base na seleg¢ao do
melhor desempenho funcional e clinico (EL CURY-SILVA et al., 2021). Parametros
variados podem influenciar na eficiéncia da técnica de vitrificagdo, como combinacao,
tempo de exposic¢ao, concentragao e tipo de crioprotetores (CASTRO et al., 2011).

Proteinas anticongelantes foram encontradas em pequenos animais polares,
como peixes, capazes de resistirem a invernos rigorosos através da inibicao de
formacao de cristais de gelo (BIGGS, et al., 2017). Desde entao, polimeros sintéticos
que mimetizam essa acido foram desenvolvidos e usados como crioprotetores nao
permeaveis em estudos de criopreservacéo e vitrificagao de tecido ovariano (BIGGS,
etal.,, 2017; TING et al., 2012;).

Estudos preliminares em primatas ndo-humanos buscaram aprimorar a técnica
com o uso de polimeros sintéticos combinados ao glicerol (GLI) e etileno glicol (EG),
e foram capazes de evitar a formagao de cristais de gelo, preservando o tecido e

morfologia de foliculos, bem como a fungdo de uma pequena populagao de foliculos
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secundarios no cortex do ovario de macacos (TING et al., 2012; TING et al., 2013).
Contudo, estudos em modelos translacionais sao necessarios para replicagdo dos
resultados, ja que oferecem maior facilidade de obtengdo de amostras, até que a
técnica seja aprimorada para futura aplicagdo em humanos.

O modelo bovino é frequentemente considerado em estudos preliminares para
avaliacdo de tecido ovariano por semelhanga anatbmica dos ovarios e a
foliculogénese préxima a humana (LANGBEEN et al, 2015). Além de modelo
translacional, os dados gerados em bovinos podem contribuir para a propria espécie
como opgao para conservagao de ragcas nativas em extingdo e de importancia

econdmica na evolugdo da bovinocultura (FERRE et al., 2020).

Figura 1. Opgbes de preservagao da fertilidade em criangas e meninas pré-puberes. Figura Original — Biorender.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Breve historico: A criopreservagao na Reprodugcao Humana Assistida

A criopreservagao é um meétodo que utiliza o congelamento a temperaturas
baixas para preservar células e tecidos vivos por um longo periodo de tempo (PEGG,
2007). Os primeiros congelamentos, inicialmente, eram usados para conservagao de
alimentos e bebidas. Os gregos e romanos perceberam que o resfriamento poderia
manter suas refeicdes por mais tempo sem deteriorar. Depois, estudiosos comegaram
a aplicar o congelamento em materiais biolégicos (SZTEIN, TAKEO, NAKAGATA,
2018). Paulo Mantegazza, em 1866, entendeu que o resfriamento de amostras de
sémen destinadas ao manejo reprodutivo de rebanhos poderia ser uma estratégia
mais facil e mais barata do que transportar os préprios animais reprodutores (SZTEIN,
TAKEO, NAKAGATA, 2018).

Em 1949, um trabalho publicado por Polge, Smith e Parkes descreveu pela
primeira vez o uso do glicerol como crioprotetor. Em um experimento havia um frasco
de glicerol trocado n&o intencionalmente e esse foi utilizado no congelamento de
sémen de galo a -79 °C, preservando a amostra (POLGE, SMITH, PARKES, 1949,
SZTEIN, TAKEO, NAKAGATA, 2018; LEIBO, SZTEIN, 2019). Alguns anos depois, foi
relatado que espermatozoides bovinos também teriam sido criopreservados com
sucesso a -79 °C por meio de uma solugédo de glicerol, o que resultou em filhotes
(POLGE, 1952; ARAV, 2014). No ano de 1953, foi relatado o primeiro nascido vivo de
sémen humano congelado de um pai falecido (BUNGE E SHERMAN, 1953).

A criopreservacao evoluiu e teve um marco importante em 1972, quando
Whittingham, Leibo e Mazur congelaram embrides de camundongos a temperaturas
de -196 °C. Em seguida, Whittengham obteve sucesso em seus resultados, filhotes
de camundongos nascidos vivos de transferéncia embrionaria apos
descongelamento. A partir de entdo, estudos buscaram entender melhor o efeito de
agentes crioprotetores, formas de congelamento e descongelamento que poderiam
ser utilizados para otimizagdo das técnicas (ARAV, 2014; SZTEIN, TAKEO,
NAKAGATA, 2018).

Em 1984, na Australia, aconteceu o nascimento do primeiro ser humano
resultante de embrido criopreservado por congelamento lento no mundo, Zoe Leyland,
um grande avango na histéria da Reprodugao Assistida. Dois anos depois, foi relatado

0 primeiro nascimento humano a partir de um odcito congelado (KAMEL, 2013;
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VAJTA, 2020). Os embrides humanos se adaptaram bem a técnica, enquanto os
oocitos foram mais dificeis de criopreservar por sua baixa relagdo entre area de
superficie x volume e sua alta suscetibilidade a formagao de gelo intracelular, além
dos danos as estruturas internas (PAYNTER et al, 1999; ARGYLE, HARPER,
DAVIES, 2016; ARAV, NATAN, 2019).

O congelamento lento era a técnica de criopreservacéao utilizada, no entanto a
formacgao de cristais de gelo ainda era um problema e necessitava-se de freezer com
taxa de resfriamento controlada. Crioprotetores como dimetilsulfoxido (DMSO) e
propilenoglicol estavam sendo testados quando, em 1985, foi descrito o uso de altas
concentragdes desses agentes combinados para a técnica de vitrificagcdo de embrides
de animais, com resultados promissores. A vitrificacdo foi mencionada como um
método livre de gelo, sem a formacgao de cristais, seria uma transigdo para o estado
vitreo, com facilidades de manejo e aplicagcdo quando comparada ao congelamento
lento (RALL, FAHY, 1985; GOOK, 2010). No entanto, a vitrificagao foi ofuscada pelo
congelamento lento por anos (ARAV, NATAN, 2019).

A vitrificagcdo ganhou atengdo em 1990, quando pesquisadores direcionaram
estudos para a diminuicdo da toxicidade das solugbes de Vvitrificagdo e os
crioprotetores passaram a ser utilizados de forma combinada, o que levou ao
aprimoramento da criopreservagao de embrides. Os crioprotetores inicialmente
testados foram etilenoglicol (EG), dimetilsulféxido (DMSO) e glicerol, considerados
permeaveis. Outros crioprotetores ndo permeaveis também foram testados, como
sacarose e ficoll (SCHIEWE e ANDERSON, 2017).

A integragao da vitrificagcdo no laboratério de reprodugdo humana assistida
(RHA) delongou antes de ser considerada aplicavel para criopreservagao eficiente de
amostras. Os estudos sobre a criopreservacao de odcitos foram acelerados por
restricdes legislativas sobre o armazenamento de embrides e por aspectos éticos-
legais que nao limitavam a preservacao de gametas (KONC et al., 2014). A vitrificagao
de odcitos surgiu como uma opgao promissora, as taxas de sucesso foram maiores
quando comparada ao congelamento lento e os prejuizos estruturais foram reduzidos
(LUSSIG et al., 2019).

Em 2010, a vitrificagao de odcitos ja estava sendo eleita como uma opgao além
do congelamento de embrides e seus resultados ja se mostraram semelhantes
quando comparados ao uso de odcitos frescos. A industria voltada para reagentes e

materiais de vitrificagdo se expandiu e também contribuiu para aplicabilidade do
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‘novo” método de congelamento na rotina dos laboratérios (KUWAYAMA, 2007;
SCHIEWE e ANDERSON, 2017).

Com a evolucdo das técnicas de criopreservacado, outros tipos de tecidos
comecgaram a ser testados e hoje ja existem nascidos vivos a partir do congelamento
de fragmentos do coértex ovariano. Nos ultimos 20 anos, além das opgdes de
preservagao feminina de odécitos e embrides, o tecido ovariano mostrou-se uma
estratégia para a potencial perda da fertilidade por tratamentos gonadotoxicos (MARIN
et al., 2020).

A criopreservacgao de tecido ovariano se iniciou em animais por volta de 1950,
mas, sem sucesso, a técnica foi deixada de lado e s6 foi retomada em 1990. No inicio
dos anos 90, o congelamento de fragmentos do cortex ovariano em roedores obteve
resultados viaveis (HARP et al., 1994), contudo testes em ovarios maiores e com
caracteristicas mais proximas ao humano precisavam ser feitos. Entdo, em 1994,
Gosden e colaboradores publicaram um estudo em ovelhas, onde mostraram que os
ciclos ovulatérios foram retomados e um de seis animais atingiu o desenvolvimento a
termo, derivado de uma ovulagdo em um enxerto descongelado. Em estudo publicado
em 1996, foliculos primordiais humanos sobreviveram e permaneceram viaveis apos
0 congelamento lento e descongelamento com uma combinac&o de crioprotetores.
Apesar disso, a viabilidade da técnica de criopreservagao para o tecido ovariano e as
técnicas de enxerto mostravam-se ainda com baixa taxa de sucesso. Os estudos dos
protocolos de congelamento continuaram concomitantemente as avaliagdes de
técnicas de transplante (HOVATTA et al., 1996; MARIN et al., 2020).

O primeiro desenvolvimento embrionario a partir de tecido ovariano
criopreservado e transplantado foi relatado em 2004 e o primeiro caso de nascido vivo
apos descongelamento foi publicado em 2005 (MARIN et al., 2020).

Com a ampla disponibilidade de crioprotetores, diferentes tipos de protocolos
para o congelamento de cortex ovariano foram publicados e a vitrificagdo, por sua
simplicidade e alta eficiéncia em outras amostras, comecou a ser proposta como uma
alternativa ao congelamento lento (AMORIM et al., 2011).

Estudos em animais e em humanos forneceram resultados encorajadores
quando comparado o congelamento lento versus a vitrificagdo, indicando que, na
vitrificagdo de fragmentos do cortex ovariano, os danos ao estroma e aos foliculos
eram menores (SHI et al., 2017). Ainda assim, n&o existe um protocolo padréao a ser

aplicado para criopreservacao de tecido ovariano humano.
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2.2 Criopreservagao de Tecido Ovariano

O céancer estda entre as principais causas de morte no mundo, com
aproximadamente 19,3 milhdes de novos casos e cerca de 10 milhdes de mortes no
ano de 2020. Em mulheres, a neoplasia mais diagnosticada foi de mama com 2,3
milhdes de novos casos (11,7%), responsavel por 685 mil mortes, ultrapassando o
cancer de pulmao (11,4%). A incidéncia de cancer no sexo feminino é de 186 casos e
a mortalidade de 84,2 mortes em 100 mil mulheres, e as trés principais areas
acometidas sdo a mama, o pulmé&o e colo de utero. Estima-se que em 20 anos tenha
um aumento de 47% em relagéo aos casos de 2020, o que se deve ao crescimento e
envelhecimento da populagdo, agravando-se com o aumento de fatores de risco,
como a obesidade, por exemplo (SUNG et al., 2021). No Brasil, a estimativa para o
periodo de 2020 a 2022 ¢é de 625 mil novos casos de cancer por ano, com O cancer
de mama em maior frequéncia entre as mulheres (INCA — ESTIMATIVA, 2020).

Embora a incidéncia de cancer no mundo aumente, estudos mostram que a
mortalidade podera ser reduzida. Em 2022, o numero de sobreviventes podera se
expandir, justificado pelas melhorias no diagnéstico precoce, além do acesso a
solugdes inovadoras de tratamentos (FUENTES et al., 2017; SANTUCCI et al., 2020).
Segundo o Instituto Nacional do Cancer (2021), a deteccao precoce é especialmente
importante para evitar estagios avangados de neoplasias, como em casos de cancer
de colo uterino e mama, cuja incidéncia aumenta nas mulheres entre 30 a 39 anos e
50 a 69 anos de idade, respectivamente.

O periodo etario antecedente a menopausa oferta inUmeras possibilidades de
realizagao e desenvolvimento pessoal, mas ao mesmo tempo a incidéncia de cancer
na faixa etaria fértil pode ser um risco a saude reprodutiva feminina, mesmo que as
abordagens terapéuticas tenham prolongado a expectativa de vida das pacientes, ja
que a quimioterapia possui efeito gonadotoxico e pode levar a infertilidade (OMS,
2011).

Esse declinio acelerado da fertilidade apds a recuperacao do cancer, pode ser
psicologicamente traumatico para as pacientes que desejavam filhos bioldgicos.
Assim, o restabelecimento da fertilidade pode ser considerado uma extensao do
tratamento ao cancer e as modalidades de preservagao oferecidas em muitas clinicas
de RHA. A falta de informacgao acessivel ao paciente sobre suas op¢des pode gerar
impactos definitivos em sua vida futura a médio e longo prazo, influenciando
diretamente em seu direito de constituir familia (LOGAN, ANAZODO, 2019).
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A preservacao da fertilidade consiste em técnicas clinico-laboratoriais que
resguardam a saude reprodutiva por motivos variados, além de infertilidade por
agentes gonadotoxicos, como o adiamento da maternidade e casais homoafetivos
(DOLMANS, DONEZ, 2020).

As opcdes de preservacado reprodutiva feminina variam de acordo com
particularidades de cada paciente. Dos principais métodos disponiveis, destacam-se:
criopreservacdo de embrides e o6citos maduros, que sao procedimentos
rotineiramente aplicados e instituidos em clinicas de reprodugao assistida, e a
criopreservacao de tecido ovariano (OTC). A OTC recentemente deixou de ser
considerada experimental, ja é oferecida em algumas clinicas de RHA e conta com
aproximadamente 170 nascidos vivos (American Society for Reproductive Medicine
(ASRM), 2020; HUSSEIN et al., 2020).

Embora a criopreservacdo de embrides e o0citos sejam estratégias de
preservagao da fertilidade eficazes e aumentem o sucesso das fertilizagées in vitro,
essas técnicas sao indicadas somente para pacientes que podem adiar o tratamento
oncolégico e que nao tém contraindicagdes para a estimulagdo ovariana (HUSSEIN
et al., 2020). No entanto, € necessario considerar que algumas pacientes oncolégicas
podem ser pré-puberes ou precisam iniciar o tratamento imediatamente, ou ainda, tém
cancer estrogénio-dependente, o que pode invalidar a possibilidade da realizagéo de
uma estimulagéo classica sob risco de induzir a proliferagdo das células cancerigenas.
Nesses casos, a OTC é uma possivel opg¢ao para a manutengao da saude reprodutiva
feminina e surgiu como uma esperanca promissora (DOLMANS, DONEZ, 2020).

Outra possibilidade para uso do tecido ovariano criopreservado € o adiamento
da menopausa (OKTAY et al., 2021). Ha quase um século atras, a expectativa média
de vida de uma mulher era de 48,3 anos, hoje, a média aumentou para 76,6 no Brasil
e além dos 80 anos nos paises desenvolvidos. O que infere que parte de suas vidas
se desenvolvera apdés a menopausa e que 0 aumento da expectativa de vida da
populagdo mundial colocara mais mulheres nessa situagdo (CHANG et al., 2019;
NAMAZI, SADEGHI e MOGHADAM, 2019; IBGE — ESTATISTICAS, 2020).

A criopreservagao do tecido ovariano previamente a menopausa resguardaria
uma populacao de foliculos responsaveis pela produ¢ao de horménios femininos, o
que retardaria o inicio dessa fase. Ainda que o procedimento tenha deixado de ser
experimental, sdo necessarios estudos para avaliar o risco-beneficio desta opgao em

mulheres saudaveis e bem como aprimoramentos na técnica para que aumente a
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longevidade dos transplantes de coértex ovariano (LEONEL, LUCCI, AMORIM, 2019;
OKTAY et al., 2021).

A coleta do tecido pode ser em qualquer fase do ciclo reprodutivo, por
laparoscopia ou laparotomia por meio de bidpsias ovarianas ou ooforectomia total ou
parcial, uni ou bilateral (LIEBENTHRON, MONTAG, 2020). Apds a retirada completa
ou parcial dos ovarios, o cortex é separado da medula em uma espessura aproximada
de 0,5 a 1 mm por um cortador de tecido e depois fatiado em fragmentos com
dimensdes menores (Figura 2). Esse preparo em finas camadas permite a rapida
penetracado de crioprotetores nos tecidos e evita o uso de altas concentragdes que
podem ser téxicas. Um estudo feito em ovarios de felinos sugere que as dimensodes
do tecido sejam de 3 mm x 3 mm, pois fragmentos maiores apresentaram danos e
baixa permeacgéo dos crioprotetores (GORRICHO et al., 2018; HAINO et al., 2018;
HERRAIZ et al., 2020).

Nestas finas camadas de cértex ovariano estao localizados a maior parte dos
foliculos pré-antrais, que, por serem pequenos, com menor taxa metabdlica e pouco
diferenciados, sdo mais criotolerantes que foliculos com obécitos maduros
(ANDERSON e WALLACE, 2011; LANGBEEN et al., 2015; HAINO et al., 2018). Esses
foliculos tém maior potencial de reparo a danos nas organelas citoplasmaticas e
outras estruturas acometidas durante a criopreservagao (SILVA; VAN DEN HURK;
FIGUEIREDO, 2015).

Figura 2. Cértex e fragmentos de tecido ovariano bovino. Figura Original.
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2.3 Técnicas para criopreservagao de tecido ovariano

Duas principais técnicas regem a OTC, o congelamento lento e a vitrificagao
(Figura 3). Durante o congelamento lento os fragmentos de tecido passam por uma
solugédo de equilibrio contendo concentragdes baixas de crioprotetores e entdo sao
transferidos para criotubos com o meio de congelamento. Os criotubos sao resfriados
em freezers programaveis para atingir taxas de congelamento controladas. A
temperatura reduz de 4 °C a -7,0 °C a uma taxa de -2,0 °C/ min, seguido por
“seeding” e resfriamento a —-40,0 °C a uma taxa de -0,3 °C/ min. A temperatura
continua caindo e vai a —140 °C a uma taxa de -10 °C/ min. Por ultimo, as amostras
sdo armazenadas em nitrogénio liquido a -196 °C. O procedimento dura
aproximadamente 90 minutos (NIKIFOROQV et al., 2018; LEE et al., 2019).

A vitrificagao surgiu como uma alternativa ao congelamento lento. Esse
processo envolve o uso de solugdes com altas e crescentes concentragbes de
crioprotetores, por um curto periodo, seguido de alta velocidade de congelamento por
imersdo em nitrogénio liquido. Desse modo a vitrificagdo faz com que a amostra fique
em um estado amorfo, vitreo, e diminui a chance de formagao de cristais de gelo
(RALL e FAHY, 1985).

Fragmentos de
cortex ovariano

| CRIOPRESERVAGAO |

N\

| VITRIFICACAO [ CONGELAMENTO |

LENTO

Figura 3. Tipos de criopreservagao do tecido ovariano. Figura Original — Biorender.

Ja foi debatido em muitos estudos sobre a comparacao dos dois métodos e o
protocolo que fornece os melhores resultados, conforme os resultados obtidos na
revisdo sistematica e meta-analise publicada por SHI et al. (2017). O congelamento

lento € aceito como o procedimento convencional, com o0 maior numero de nascidos
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vivos. No entanto, esse método tem uma operagao complexa, processo demorado e
equipamento com alto custo (PENG, 2021). A vitrificacdo pode estar associada a uma
melhor manutencdo do estroma ovariano e das estruturas foliculares, bem como
aumento das taxas de sobrevida do foliculo com o minimo de mudangas na morfologia
tecidual, o que pode levar a uma melhor resposta apds o transplante (SANCHEZ et
al., 2006; TING et al., 2013; SHI et al., 2017).

Os pontos favoraveis da vitrificagdo em relagdo ao congelamento lento s&o o
menor tempo de execug¢ao, mais econbmica e poder ser realizada em qualquer
laboratério de RHA, pois nao necessita de equipamento especifico para congelamento
(AMORIM et al., 2011).

A taxa de sucesso para criopreservagao de tecido ovariano € avaliada a longo
prazo e o principal desfecho sao criancas nascidas vivas, contudo esse resultado s6
pode ser determinado depois que o tecido é transplantado e a fungdo ovariana
restabelecida para uma posterior gravidez, o que talvez demore décadas em casos
de meninas pré-puberes. Além disso, também é preciso considerar o ébito ou perda
do acompanhamento de parte das pacientes. Portanto, estudos que avaliam
protocolos de OTC apds descongelamento disponibilizam mais facilmente
informacgdes que podem ser usadas para otimizar a técnica (ANDERSEN, MAMSEN
e KRISTENSEN, 2019).

2.4 Aspectos da vitrificagao

O vidro é um estado amorfo que pode ser alcangado por meio do rapido
resfriamento de uma massa ou liquido viscoso, e suas principais caracteristicas sao a
transparéncia e a rigidez. Os processos que induzem os liquidos a entrar no estado
vitreo incluem, além do super resfriamento, a viscosidade do meio (Figura 4)
(DEBENEDETTI e STILLINGER, 2001).
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Figura 4. Congelamento x vitrificagdo. Gota soélida 1 - agua congelada pura no nitrogénio liquido. Gota sélida 2 -
Solugdo de criopreservagdo, contendo crioprotetores, vitrificada no nitrogénio liquido. Observe o aspecto

translucido quando comparado a gota 1. Figura Original.

A técnica que submete uma matéria a transicdo vitrea é chamada de
vitrificacdo, a qual é frequentemente utilizada para criopreservar células e tecidos.
Essa alternativa de congelamento simplifica a técnica de preservagdo com o uso de
substancias altamente viscosas e facilita a busca por taxas de resfriamento e
aquecimento ideais, ja que o resfriamento rapido é suficiente para a transi¢ao vitrea e
minimizacdo de formacao de cristais. Contudo, durante a vitrificacdo € necessario
minucia para adicao e remocgao dos crioprotetores, a fim de evitar danos por efeitos
osmoticos e toxicidade nas amostras (FAHY e WOWK, 2014).

A temperatura de transicdo vitrea € alcangada e determinada durante o
resfriamento e aquecimento, quando uma solugdo com elevada viscosidade
ultrapassa a cinética da formagéo de gelo (FAHY e WOWK, 2014). Em um estudo
publicado por Ting e colaboradores (2013), o tecido ovariano de macacos foi
vitrificado, as temperaturas de resfriamento/aquecimento e concentragcdo de
crioprotetores foram calculadas. Os termogramas mostraram que a transicao vitrea
sem cristalizacao iniciou na faixa de -120 °C e o aquecimento em protocolo de duas
etapas a temperatura ambiente, seguido de imerséo rapida no banho maria a 40 °C
evitou danos no tecido. A concentracdo minima de crioprotetores necessarios para
vitrificagcdo de fragmentos em dimensbdes de 3x3x1 mm utilizando glicerol e
etilenoglicol foi de 27% cada, com concentragao total da solugdo de 54% para garantir

a nao desvitrificagcdo da amostra. Os autores também abordam sobre o tempo em
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contato com a solugao de crioprotetores, onde a incubagado de 5 minutos permite a
vitrificagao e evita a toxicidade (TING et al., 2013).

Em outro trabalho, Mullen e Fahy (2011) também discutem que, durante a
transicao vitrea, a reducao expressiva da temperatura entre -110 °C e -130 °C, faz
com que a energia térmica seja insuficiente para movimentar as moléculas, entao elas
se estabilizam e permanecem acima da fase de formagao de gelo. Contudo, esse
evento s6 ocorreria em solugdes com viscosidade acima de 15 vezes a viscosidade
da agua em temperatura ambiente (MULLEN e FAHY, 2011).

A vitrificagdo e o armazenamento sao feitos comumente em nitrogénio liquido,
por alcangar as temperaturas necessarias e garantir a estabilidade do processo. Para
tanto, existem dois tipos de métodos: o sistema aberto e o fechado. No primeiro, a
amostra tem contato direto com o nitrogénio, enquanto o fechado, as amostras sao
vitrificadas dentro de palhetas. O necessario € que o tecido esteja armazenado em
temperatura menor que a transigao vitrea, sem variagdes, assim, o material podera
ser viavel por longos periodos (MULLEN e FAHY, 2011).

Figura 5. Sistemas de criopreservagdo. A- Palheta de vitrificagdo, sistema fechado. B- Tira de metal para
vitrificagdo de fragmentos de cortex ovariano, sistema aberto. C- Armazenamento em botijdo de nitrogénio liquido.

Figura Original.

2.5 Desenvolvimento dos foliculos ovarianos
Os ovarios sao estruturas ovais, localizados na regido pélvica bilateralmente,
que produzem oocitos e hormdnios sexuais, como os estrégenos e progesterona. A

superficie ovariana € composta por epitélio germinativo e logo abaixo esta situada a
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tunica albuginea. Sob a tunica albuginea, ha uma regiao nomeada de cértex, na qual
predominam os foliculos ovarianos e o estroma, composto de tecido conjuntivo com a
presenga de fibroblastos. Localizada na regido interna do ovario esta a medula,
formada por tecido conjuntivo frouxo e vasos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 132 ed).

O foliculo ovariano € o composto de um odcito envolvido por uma ou mais
camadas de células especializadas. Seu desenvolvimento ocorre no processo de
foliculogénese e inclui foliculos primordiais, primarios, secundarios e pré-ovulatorios
(Figura 6) (SANTOS, 2011).

A foliculogénese tem inicio na vida fetal e, a partir da puberdade, com os ciclos
menstruais, uma coorte de foliculos é ativada e da continuidade ao crescimento
folicular até a maturagao, que acontece em aproximadamente 90 dias, formando um
odcito fertilizavel (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 132 ed; SANTOS, 2011).

Diversos hormoénios e fatores de crescimento estao envolvidos na interagao das
trés principais estruturas foliculares: o odcito (gameta feminino), as células da
granulosa que protegem e fornecem suporte para o desenvolvimento oocitario e as
células da teca que produzem precursor estrogénico, necessarios para a maturagao
folicular e do odcito (EDSON, NAGARAJA e MATZUK, 2009).

Os foliculos primordiais sdo compostos de um od6cito com um nucleo grande
parado na primeira profase da meiose | e células epiteliais achatadas. Durante a
puberdade, o crescimento folicular é intensificado, os foliculos primordiais sao
ativados e dao origem aos foliculos primarios, os quais terdo células foliculares
cuboides que envolvem os odécitos em uma camada completa. Essas células
continuam proliferando e sdo chamadas de células da granulosa. Posteriormente, uma
estrutura glicoproteica se forma ao redor do odcito, a zona pelucida (VERDE,
ROSSETTO e FIGUEIREDO, 2011).

Os foliculos secundarios possuem inumeras camadas de células da granulosa
e, apos repetidas divisdes, observa-se o inicio da formacao da teca folicular interna.
As tecas sado formadas a partir de células do estroma que rodeiam o foliculo em duas
camadas: teca interna e externa, que sao separadas da granulosa por uma lamina
basal. A teca interna é vascularizada e esta envolvida na produgao de esterdides
(EDSON, NAGARAJA e MATZUK, 2009).

Os hormdnios esteréides podem fornecer uma retroalimentagao conforme sua

concentragao circulante na corrente sanguinea, o que induz a liberagao ou bloqueio
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do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), regulando indiretamente a atividade
gonadal (COSTA et al., 2014).

O GnRH é secretado pelo hipotalamo e, ao atingir a glandula hipofisaria anterior
estimula a produgao das gonadotrofinas, FSH (horménio do foliculo estimulante) e LH
(horménio luteinizante). O FSH e o LH estimulam os ovarios para o desenvolvimento
folicular, ovulacéo e liberagao de progesterona, androstenediona e estradiol (MIHM,
GANGOOLY E MUTTUKRISHNA, 2011).

Apo6s mitoses sucessivas, o liquido folicular comega a ser produzido e se
acumula entre as células da granulosa que se organizam e formam uma cavidade, o
antro. Com a reorganizacgéao do foliculo, o odcito continuara fixado na parede folicular
e com um conjunto de células da granulosa ao seu redor, que servira de apoio. Essas
estruturas sdo chamadas de cumulus oophorus e corona radiata respectivamente
(SANTOS, 2011).

A partir da formacao do antro e mudanca progressiva de morfologia, os foliculos
sdo chamados de foliculos antrais. Nesta fase, o crescimento sera hormdénio
dependente e a activina aumentara a producdo de FSH, que estimulara a secrecao
de estradiol pelas células da granulosa. O LH se ligara aos receptores das células da
teca interna, ativara a conversao de colesterol em pregnenolona e, posteriormente
pela acao da enzima 3[B-hidroxidesidrogenase, em progesterona. A progesterona é
precursora da androstenediona e difundira para as células da granulosa para
formacao de estradiol (VEGETTI e ALAGNA, 2006).

Um foliculo antral, designado como dominante, se desenvolvera mais que os
outros pelo aumento de receptores de LH e de resposta ao FSH, o qual seguira com
o0 maior didmetro e alta producao de estradiol até se tornar um foliculo maduro para
ovulacéo — o Foliculo de Graaf ou pré-ovulatério. O fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-1) também aumentara o numero de receptores de FSH nas células da
granulosa e é encontrado em foliculos de diferentes estagios (COSTA et al., 2014).

O estradiol em concentragdes elevadas, chega ao pico maximo préximo a
ovulagao e inibe o FSH com auxilio da inibina e folistatina. O conjunto de foliculos que
estavam em crescimento nesse momento, regride e entra no processo de atresia
(VEGETTI, ALAGNA, 2006). Em seguida, os acentuados niveis de LH causam a
ovulagao e a formagao do corpo luteo, além de elevar a produgao de progesterona e
promover a luteinizagdo (VEGETTI e ALAGNA, 2006; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 132
ed).
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DESENVOLVIMENTO FOLICULAR

MADURO
TERCIARIO

SECUNDARIO

PRIMARIO
PRIMORDIAL

Figura 6. Figura esquematica do desenvolvimento dos foliculos ovarianos. Linha superior, esquema de
desenvolvimento folicular, com seus respectivos foliculos cultivados in vitro (bovino). Foliculo primordial composto
por ovécito e uma camada de células foliculares achatadas. Foliculo primario com uma camada de células cubicas
e ovocito, enquanto o secundario a teca interna esta formada e as células que rodeiam o foliculo (granulosa)
encontram-se dispostas em diversas camadas, mas sem presenga de antro. No foliculo terciario o ovocito esta
rodeado de células da granulosa, com formagédo de antro e presenga de teca interna e externa. O foliculo maduro

pré-ovulatorio possui todas essas estruturas e apresenta um didmetro maior. Figura Original — Biorender.

2.6 Cultivo folicular in vitro: uma opcao para pacientes com células
cancerigenas remanescentes

A OTC tem sido utilizada como unica opgao para preservagao da fertilidade em
criangas e adolescentes com cancer. No entanto, € preciso destacar a possivel
reintroducéo de células malignas por meio do enxerto, principalmente em pacientes
com leucemia, caso em que a técnica ndo é recomendada (SOARES, et al., 2017;
LEONEL, LUCCI, AMORIM, 2019). Para evitar esse risco e a incerteza da transmissao

da doenga em pacientes com leucemia ou cancer ovariano, uma opgao potencial de
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manutencao da fertilidade € o cultivo in vitro de foliculos imaturos isolados do tecido
ovariano criopreservado (ABIR et al., 2013).

Um estudo de caso feito por ABIR et al. (2013) em uma paciente de OTC que
sobreviveu a leucemia mieldide crénica (LMC) e decidiu reimplantar o tecido
criopreservado mostrou que o ovario estava com células residuais malignas de LMC,
0 que excluiu a possibilidade de auto enxerto ovariano neste caso (ABIR et al., 2013).
Em outro estudo, foram testados métodos de isolamento folicular que evitassem
células cancerigenas remanescentes e os resultados mostraram que todos os
foliculos isolados nao tinham a presenca de células leucémicas. Isso mostra a
importancia de estudos da avaliagdo da técnica de isolamento folicular como uma
possibilidade para esses pacientes, visto que o método ainda nao € aplicado a pratica
clinica e encontra-se em desenvolvimento (SOARES, et al., 2017).

Além da opcéao de criopreservagao, o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
(Figura 7) pode ser util para recuperar uma grande quantidade folicular, ja que
aproximadamente 99% né&o serdo ovulados e entrardo em atresia ao longo da vida
dos mamiferos (MARKSTROM et al., 2002; BIZARRO-SILVA et al., 2018).

O cultivo in vitro de foliculos consiste a priori em seu isolamento por duas
principais técnicas: isolamento mecanico ou enzimatico, seguido de cultivo com ou
sem matriz, que utilizam o sistema tridimensional (3D) ou bidimensional (2D),
respectivamente. Um estudo realizado por HE et al. (2020) comparou os dois sistemas
de cultivo e concluiu que para periodos curtos ndo existia diferenca entre os métodos,
mas para periodos acima de 4 dias, o cultivo 3D seria melhor (HE et al., 2020).

O melhor método para o isolamento folicular ainda nao foi definido, tanto para
humanos quanto para os mamiferos de modo geral. Um estudo realizado em modelo
murino que comparou 4 métodos distintos: isolamento mecéanico (MCH) (Figura 7),
isolamento picado (MNC), digestdo enzimatica usando colagenase (COL) e digestao
enzimatica usando liberase (LIB), mostrou que tanto o método MCH quanto o MNC
tiveram melhores resultados para o didmetro folicular, sobrevivéncia, integridade do
DNA e odcito maduro no cultivo (KIM et al., 2017).

Durante o isolamento, as principais dificuldades incluem a detecgao de foliculos
viaveis e em estagio ideal, visto que a distribuicdo dos foliculos no cértex ovariano de
mamiferos € heterogénea e apresenta uma variagdo em quantidade, o que deixa mais
dificil a comparagdo do numero de foliculos extraidos de um fragmento para outro
(TELFER e ZELINSK, 2013).



36

Para tentar solucionar esse problema, um protocolo utilizando vermelho neutro
foi desenvolvido, a fim de corar foliculos pré-antrais nos tecidos corticais. Alguns
estudos em modelos animais mostraram que o corante cumpre com o objetivo
proposto e facilita a visualizagdo folicular (LANGBEEN et al., 2014). No entanto, no
cultivo fresco em macacos, a produgcao de horménios esterdides em foliculos de
crescimento rapido esta comprometida e sdo necessarias pesquisas adicionais sobre
a possivel toxicidade a longo prazo (BULGARELLI et al., 2017).

Além do processamento inicial da amostra, diferentes variaveis podem interferir
no desenvolvimento do foliculo in vitro, como a composi¢cdo do meio de cultivo
(MBEMYA et al., 2018). O meio de cultivo € composto pelo fornecimento de nutrientes,
eletrélitos, antioxidantes, aminoacidos, substratos energéticos, vitaminas e fatores de
crescimento, pois todas essas substancias adicionadas sdo essenciais para promover
a viabilidade folicular e contribuem para as necessidades fisiologicas das células
(PICTON et al., 2018). Rossetto e colaboradores (2012) testaram diferentes tipos de
meio base e seus resultados mostraram que o a-MEM e TCM199 eram mais
adequados por manterem a funcionalidade folicular (ROSSETO et al., 2012).

Wright e colaboradores (1999) avaliaram a adicdo de suplementos em meios
base para o desenvolvimento in vitro de foliculos humanos. O uso de a-MEM
promoveu aumento na iniciagdo e no crescimento dos foliculos no inicio da cultura.
Esse meio suplementado com FSH diminuiu a atresia e aumentou o didmetro médio
dos foliculos. A albumina sérica humana e o ITS (insulina, transferrina, selenito de
sodio) quando adicionados ao meio, gerou foliculos maiores e mais desenvolvidos
(WRIGHT et al., 1999). Xiao et al. (2015) mostraram a maturagdao meiotica do odcito
humano a partir do crescimento de foliculos in vitro, empregando um protocolo
atualizado e semelhante ao utilizado por Wright et al. (1999). Até o momento, o
desenvolvimento de foliculos ovarianos in vitro busca alcangar um bom equilibrio entre
todos os componentes do meio de cultura, para obter concentragdes corretas e a

interagdo que deve existir entre os componentes do meio.
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Figura 7. Figura da esquerda representa o isolamento folicular pelo método mecénico com agulhas e a da direita,

seu respectivo cultivo 3D em matriz de alginato, ilustrando um foliculo isolado em desenvolvimento. Figura Original.

2.7 O uso de crioprotetores

O fundamento da criopreservagao é interromper o reldgio biolégico por tempo
ilimitado em temperaturas abaixo de zero com o0 minimo de les&o tecidual. Durante o
congelamento é cessada qualquer atividade celular por diminuir a frequéncia das
colisdes entre as particulas, o que evita a degradagao a nivel molecular. Entretanto, a
queda de temperatura em uma célula ou tecido pode gerar alguns problemas como a
formacao de cristais de gelo e o desequilibrio no fluxo de fluidos (LIEBENTHRON e
MONTAG, 2020).

O principal componente da célula é a agua, variando de 60 a 85% do seu
volume total. Ao decorrer de um resfriamento, fragmentos de gelo sdo originados e
estes podem perfurar membranas, organelas e romper vasos. Entdo, a densidade
comeca a sofrer variagdes, o que faz com que as moléculas se organizem iniciando a
formacao de cristais de gelo, denominado de nucleagdo. A nucleagao € instavel e
pode se desfazer rapidamente, mas com a diminui¢do constante da temperatura os
cristais de gelo aumentam de tamanho e quantidade, o que resulta em congelamento
seguido de injuria a morte celular (MORRIS e ACTON, 2013; LIEBENTHRON e
MONTAG, 2020).

Outro dano produzido por efeito indireto do congelamento € o desequilibrio no

fluxo de fluidos. Quando o gelo é formado, os solutos presentes tendem a ser
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excluidos da estrutura solida e conservam-se em uma solug¢ao altamente concentrada
nao congelada. O excesso de solutos (sais, metabdlitos, proteinas) externos a célula
causa o efluxo da agua intracelular para contrabalancear a pressao osmética, assim
nao so a ultraestrutura é prejudicada por desidratagcdo, mas também as interagdes
idnicas, a estabilidade enzimatica e a homeostasia celular (WOLF e BRYANT, 1999).

Existem substancias que podem ser utilizadas como crioprotetores (ACPs)
durante o congelamento de células e tecidos, que evitam a formacao de cristais de
gelo e reduzem a incidéncia dos efeitos adjuntos aos danos por desidratacdo. Com a
sua descoberta, as técnicas de congelamento puderam ser aprimoradas, contribuindo
nao apenas para a area bioldgica, mas também para a industria (HERRAIZ, DIAZ-
GARCIA e PELLICER, 2016). Na industria quimica os crioprotetores s&o utilizados
para procedimentos industriais, em aditivos de automodveis para reduzir o ponto de
congelamento e aumentar o ponto de ebulicdo em sistemas fechados de refrigeragao.
Na industria alimenticia, como em cervejarias, podem ser usados para agilizar o
resfriamento no processo de producéo de cerveja (MAKISHI et al., 2020).

Na criobiologia, os ACPs sdao amplamente utilizados em protocolos de
vitrificagdo e sdo indispensaveis para o sucesso da técnica. Eles podem ser
classificados como extracelulares/ ndo permeaveis ou intracelulares/permeaveis
(Quadro 1). A eficacia pode variar de acordo com o tipo de material bioldgico, tempo
de exposicao, concentracdo, combinacao e protocolo utilizado. Contudo, a técnica
exige concentragdes relativamente altas que podem gerar metabdlitos téxicos para as
células, seguido de injuria celular (CASTRO et al., 2011; BEST, 2015; MULLEN e
FAHY, 2011).

Os ACPs intracelulares sdo solventes organicos penetrantes de baixo peso
molecular. Aproximadamente 100 compostos ja foram identificados e muitas
combinagdes avaliadas em solugdes de vitrificagdo para células, tecidos e 6rgaos
reprodutivos, mas apenas alguns selecionados para criobiologia. Os agentes
permeaveis geralmente utilizados sdo dimetil sulfoxido (DMSO), propilenoglicol
(PROH), etilenoglicol (EG) e glicerol (GLI) (WOWK, 2007; EL CURY-SILVA et al.,
2021).

Os mecanismos pelos quais esses ACPs permeaveis protegem as células e
tecidos vivos se iniciam pela substituicdo parcial de agua dentro da célula com
aumento da viscosidade que reduz o ponto de solidificacdo. Eles evitam a formacgao

de cristais de gelo quando se intercalam entre os arranjos de moléculas de agua no
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congelamento. Assim, a agua ficara disponivel e ndo havera a superconcentragao
relativa de solutos que resultaria em alteragbes osmoticas seguido de desidratagao
celular brusca (HERRAIZ, DIAZ-GARCIA, PELLICER, 2016).

Os ACPs extracelulares n&o permeiam a célula, s&o moléculas de cadeia longa
soluveis em agua que aumentam a osmolaridade da solugdo, e geralmente sao
combinados com os ACPs intracelulares durante a criopreservagao. A agao dos
agentes nao penetrantes também reduz a formagéo de cristais de gelo e controla a
desidratacdo para a proteg¢ao celular. A viscosidade da solucdo é mantida, o que
impede a formacéo de gelo extracelular e aumenta a pressao osmotica externa de
forma a moderar a saida de agua do interior da célula (MCGANN, 1978; MATSUMURA
et al., 2021). Os ACPs nao permeaveis utilizados em tecido ovariano humano com
mais frequéncia sdo dissacarideos como sacarose e trealose e alguns polimeros
sintéticos como polivinilpirrolidona (PVP), alcool polivinilico, Ficoll (EL CURY-SILVA et
al., 2021). Estudos mostraram menor toxicidade ao combinar ACPs. Ao usar apenas
um, avaliado como menos toxico, foi necessario utilizar altas concentragcdes para
alcangar a vitrificagdo, o que levou a efeitos toxicos especificos (FAHY et al., 2004;
ALMANSOORI et al., 2012).

A toxicidade de um ACP pode ser especifica, de acordo com cada tecido e
agente protetor, ou inespecifica, nesse caso, a toxicidade dos crioprotetores seria
inerente ao contato com as células, dependendo apenas da forga de ligagcbes de
hidrogénio entre as moléculas de agua e os grupos polares do ACP durante a
formacgao de gelo (FAHY, 1986).

A toxicidade especifica de alguns crioprotetores esta ligada a determinadas
células e tecidos ou a temperaturas mais elevadas. O EG durante sua metabolizacéo
no figado pode gerar metabdlitos que resultam em acidose metabdlica, precipitagao
de oxalato de calcio em varios tecidos, irritacdo gastrointestinal e edema pulmonar
(BEST, 2015). Chang et al. (2011) testaram diferentes tempos de exposi¢ao do tecido
ovariano humano ao EG e encontraram danos na morfologia e no DNA dos foliculos
preservados no menor e maior tempo (5 min e 20 min), enquanto a exposigao de 10
minutos obteve foliculos viaveis.

O propilenoglicol € empregado na industria alimenticia como emulsificante e
umidificante (ADICEL, 2021). Esse agente é utilizado com seguranca e parece ndo ter
efeitos toxicos para o organismo. Embora sua aplicagédo em técnicas de vitrificagéo de

tecido ovariano humano possa apresentar toxicidade, o propilenoglicol promoveu boa
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preservacgao tecidual quando combinado a outros ACPs, como o EG na concentragao
de 1,5M (SANFILIPPO et al., 2015).

O (dlicerol foi um dos primeiros crioprotetores a ser utilizados para a
conservagao de tecidos biologicos, no entanto ele pode induzir lesdo renal em
modelos murinos e danos na motilidade de espermatozéides humanos, quando
empregado em elevadas concentragdes. Em tecido ovariano de macaco, o glicerol
manteve a viabilidade tecidual e folicular (KORRAPATI, SHANER, SCHNELLMANN,
2012; TING et al., 2013; ROBINSON, 2018).

O DMSO é um dos crioprotetores mais utilizados, mas parece causar prejuizos
em baixas e altas concentracbées. O DMSO mostrou diminuir a firmeza e aumentar a
fluidez das membranas celulares. Um estudo em tecido ovariano humano mostrou que
o DMSO nao preservou a estrutura e a viabilidade do tecido em uma concentracado de
50%, empregada sem combinagbes na solugdo de congelamento (LEONEL et al.,
2019; BEST, 2015).

Quanto a toxicidade inespecifica, os agentes crioprotetores podem ser
avaliados pela forga média da ligagéo de hidrogénio entre os seus grupos polares e
as moléculas de agua em uma solugdo. Um ACP com alta afinidade por essa ligagao
precisara de uma menor concentragao e tera um maior poder de vitrificagao. Contudo,
o poder de vitrificagao € indiretamente proporcional a viabilidade, pois quanto mais
potente é o crioprotetor, mais toxico ele podera ser para as células, por indisponibilizar
moléculas de agua para hidratagdo de macromoléculas. Logo, € sugerido o uso de
combinagdes dos agentes de menor a médio potencial de vitrificagdo, assim a
toxicidade seria reduzida e o processo de transi¢ao vitreo efetivo (FAHY et al., 2004;
BEST, 2015).
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CRIOPROTETORES
Permeaveis Nao permeaveis
Baixo peso molecular — atravessam a Macromoléculas — NAO atravessam a membrana,
membrana lentamente. desidratacao controlada.
Glicerol Acgucares (sacarose, trealose, rafinose)
Etilenoglicol Ficoll
Propilenoglicol Polimeros sintéticos

DMSO (dimetilsulféxido) -

Quadro 1. Tipos de Crioprotetores. Quadro Original.

2.8 O uso de polimeros sintéticos anticongelantes

As proteinas anticongelantes (AFPs) sdao macromoléculas encontradas em
algumas espécies que se adaptaram para suportar invernos rigorosos, como peixes
que sobrevivem ao congelamento e descongelamento ou plantas que sao tolerantes
ao frio. Os mecanismos exatos de cada uma ainda séo investigados e podem variar
de acordo com cada tipo, mas essas macromoléculas tém em comum a capacidade
de inibir a recristalizagao do gelo, formar cristais de gelo em morfologias incomuns e
diminuir o ponto de congelamento de uma maneira néo coligativa (MJBJERG et al.,
2011; VOETS, 2017).

O controle sobre a formagao de gelo pode impactar tanto o setor industrial
quanto social. A partir dessas caracteristicas peculiares, as proteinas anticongelantes
entraram em diversos ramos da industria como na producao de sorvetes para melhora
da consisténcia e estdo sendo inseridas na criopreservagdo. Contudo, a origem
desses materiais pode ser onerosa e eles nem sempre sdo adequados para
criopreservagao, devido ao potencial de imunogenicidade e toxicidade. Como
substituigdo, polimeros sintéticos foram desenvolvidos (BIGGS et al., 2017).

Os polimeros sintéticos sédo repeticbes monoméricas, com estruturas variadas,

produzidos para mimetizar as propriedades funcionais de proteinas anticongelantes.
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Os resultados sao promissores em diversas areas, tais como o armazenamento de
células ou tecidos a baixa temperatura, suspensdes de gelo para sistemas de
refrigeracado e armazenamento de alimentos (BANG et al., 2013).

O uso de pequenas concentragcdes de polimeros sintéticos anticongelantes

combinados a solugdes de vitrificacdo parece melhorar a criopreservagéao, através do
bloqueio do gelo pela inibicado da nucleagao heterogénea, além de também reduzir as
concentragdes de crioprotetores permeaveis necessarios para o processo (WOWK et
al., 2000).
O primeiro polimero descrito na literatura e ainda utilizado até o momento foi o PVA -
alcool polivinilico [CH2CH(OH)]». Outros exemplos de polimeros sintéticos sao:
polivinilpirrolidona — PVP K12 (CsHoaNO)n e poliglicerol - (C3Hs02)n (C18H3202)m
(WOWK et al., 2000; BIGGS et al., 2017). O PVA é hidrossoluvel, usado na fabricagao
de papel, para colagem de preparo téxtil e como emulsificante. O PVA pode ser usado
também em aplicagdes biologicas por ser de baixa toxicidade, como em produtos de
higiene, colirios e lentes de contato (GAFFAR, HUNTER, MIRAJKAR, 2002;
DEBOTTON e DAHAN, 2017; ALHALAFI, 2017). O PVP K12 ¢é soluvel em agua,
utilizado em produc¢des de ceramicas, fibras de vidro, vidros, pecas para eletrénicos e
tecidos (Instrugdes de produtos, ASHLAND, 2021). O poliglicerol & hidrofilico e
biocompativel, pode ser utilizado como emulsificante na industria de chocolate e
possui propriedades para a fixagdo e sobrevivéncia das células no cultivo em 3D
(WILSON, SCHIE e HOWES, 1998; PUBCHEM, 2021). Na industria farmacéutica
esses polimeros podem ser usados como veiculos inertes de drogas, em
comprimidos, liquidos e adesivos transdérmicos (DEBOTTON e DAHAN, 2017).

Com relagéo a vitrificagdo, em um estudo realizado por Wowk e colaboradores
(2000), o alcool polivinilico (PVA) foi testado e permitiu reduzir as concentragdes de
glicerol e DMSO utilizadas, como também inibiu a desvitrificacdo em solugdes de
etilenoglicol. Os dados encontrados por Deller et al. (2014) corroboram o estudo de
Wowk, demonstrando que a criopreservagao de eritrocitos apresentou uma boa
biocompatibilidade quando utilizadas baixas concentragdes (1 mg ml~") de PVA
combinado, o que tornou possivel recuperar eritrécitos viaveis.

O uso do PVP na vitrificagdo de tecidos ovarianos caninos preservou a sobrevivéncia
e a capacidade de desenvolvimento dos foliculos primordiais quando adicionado ao
DMSO (FUJIHARA, KANEKO e INOUE-MURAYAMA, 2019). Além disso, o uso de
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PVA e poliglicerol acrescentados ao DMSO+EG durante a vitrificacado de embrides de
coelho permitiu a obtengao de descendentes vivos (MARCO-JIMENEZ et al., 2014).

Em bovinos, os polimeros PVA, poliglicerol e PVP K-12 foram testados
separadamente e comparados para a vitrificagado de tecido ovariano juntamente com
DMSO, EG e sacarose. A taxa de foliculos morfologicamente normais foi maior nas
amostras de PVA, embora a viabilidade e a funcao estivessem prejudicadas quando
comparadas as amostras de PVP K-12. O poliglicerol mostrou-se ineficaz, o tecido
apresentou baixa porcentagem de foliculos normais e viabilidade. Os autores
sugeriram que tecido ovariano bovino usando polimeros sintéticos pode ser
preservado. No entanto, mais analises para confirmar a funcionalidade do uso de
polimeros sintéticos na vitrificacdo de tecido ovariano bovino s&o necessarias
(SHAHSAVARI et al., 2020).

Baseado em alguns estudos que obtiveram melhora dos resultados da
criopreservacao, quando combinaram polimeros na solugcédo de vitrificagao, Ting e
colaboradores (2012) testaram a mistura de trés polimeros sintéticos (PVA, PVP K-
12, poliglicerol) junto ao glicerol+EG na vitrificagdo de tecido ovariano de macacos e
encontraram foliculos pré-antrais preservados quanto a morfologia e funcionalidade.
Os autores destacam a importancia da replicagao deste estudo, principalmente em

humanos, dada a relevancia do trabalho (TING et al., 2012).

2.9 Modelo bovino para criopreservagao

O modelo animal permite fornecer uma base hipotética para futuras pesquisas
em humanos. Existe um crescente interesse no uso de modelos bovinos para estudos
aprofundados sobre técnicas de preservagao da fertiidade (BAERWALD, 2009;
ROVANI et al.,, 2017). O modelo bovino possibilita a aquisicdo de experiéncia,
treinamento e novos protocolos experimentais, para posterior aplicacdo humana,
devido a semelhancga fisiologica entre humanos e bovinos, como a duragdo da
foliculogénese e ovulacdo unica, bem como conteudo lipidico de odcitos e
metabolismo do embrido (LANGBEEN et al., 2015). Além disso, trabalhar com
modelos in vitro de bovinos é viavel pelo facil acesso ao abatedouro para aquisicao
de ovarios e protocolos bem estabelecidos para técnicas de reprodugdo, o que a

garante a disponibilidade irrestrita de espécimes de estudo (LANGBEEN et al., 2015).
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Assim como a espécie humana, bovinos possuem ovarios em pares, com
formato de améndoas, sua superficie é revestida por epitélio pavimentoso ou cubico
simples, os foliculos estdo predominantemente no cortex e a regido mais interna &
chamada de medula, composta por tecido conjuntivo frouxo e vasos. Em bovinos, os
ovarios medem aproximadamente de 1,5 a 5 cm de comprimento, de 1,5 a 2,0 cm de
largura e 1 a 3 cm de espessura (Figura 8) (SOARES e JUNQUEIRA, 2007). Os
ovarios humanos possuem medidas similares, com aproximadamente 3 cm de
comprimento, 1,5 cm de largura e 1 cm de espessura (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
132 ed).

Assim como as mulheres tém um ciclo menstrual, os bovinos tém o ciclo estral
com duracéo de 21 dias que acontece ao longo de todo o ano, dividido em proestro,
estro, metaestro e diestro. O inicio do ciclo reprodutivo em bovinos € marcado pelo
estro, ja que a menstruacdo nao acontece. A ovulagao ocorre proximo ao dia 11 de
21 dias do ciclo estral, enquanto no ciclo menstrual humano ela acontece préximo ao
dia 14 de 28 dias. A fase folicular em bovinos € mais curta, ocupando ~1/5 do ciclo, ja
nas mulheres metade do ciclo & tomado pela fase folicular (GASPERIN, SALES e
VASCONCELOS, 2021; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 132 ed).

O periodo da transi¢ao de foliculos primordiais até a pré-ovulagao é parecido
entre as espécies humana e bovina, podendo durar aproximadamente 175 dias.
Ambos sdo monovulares, com existéncia de foliculos dominantes e subdominantes,
porém a taxa de crescimento desses foliculos € maior em bovinos, com 2,7 mm,
enquanto em humanos é de 1,2 mm. O tamanho do foliculo ovulatério humano é de
~20 mm e o bovino é ~16 mm (SANTOS, 2011; SANTOS et al., 2012).

As concentragdes de estradiol circulante aumentam com crescimento continuo
do foliculo dominante e o pico acontece um dia antes do pico de LH em mulheres e
no mesmo dia do pico de LH em vacas. Em bovinos, a ovulagéo ocorre geralmente de
12 a 16 horas apdés o término do cio (SANTOS, 2011; GASPERIN, SALES e
VASCONCELOS, 2021).

Em bovinos, desde a década de 1990 (PAYNTER et al., 1999), é possivel
congelar fragmentos de tecido ovariano preservando um percentual razoavel de
foliculos morfologicamente normais. Em concordancia com esses resultados, estudos
mais recentes demonstraram também um alto percentual de foliculos viaveis,
semelhante ao controle fresco, apdés a criopreservagao de tecido ovariano bovino
(LUCCI et al., 2004; CELESTINO et al., 2008). Em um trabalho realizado por Gandolfi
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e colaboradores (2006) em que se avaliou a eficiéncia da vitrificagcdo para a
comparagao da criopreservagao de tecido ovariano humano, suino e bovino, a fim de
determinar o melhor modelo experimental para o futuro desenvolvimento de novos
protocolos, os autores mostraram que os foliculos pré-antrais bovinos apresentaram
comportamento similar aos foliculos humanos, quando expostos a diferentes
crioprotetores, sendo portanto um bom modelo translacional. Em outro trabalho
preliminar realizado por Isachenko e colaboradores (2002), observou-se que a
criopreservagao de tecido ovariano bovino por vitrificagdo juntamente com a curta
exposicao a Supercool X-1000 (PVA) proporcionava uma melhor qualidade do tecido
ap6s descongelamento, por evitar danos pela formagdo de cristais de gelo. Os
autores, ainda, destacaram a importancia de trabalhos futuros destinados ao
desenvolvimento deste tipo de protocolo (ISACHENKO et al., 2003).

Figura 8. Figura ilustrativa e utero fresco com par de ovarios bovino. Figura Original — Bio Render.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicabilidade de polimeros sintéticos na vitrificacdo de tecido ovariano

bovino.

3.2 Objetivos especificos

1.

Avaliar a histomorfologia dos fragmentos de tecido ovariano apés a vitrificagao
com e sem 0 uso de polimeros sintéticos;

Avaliar a sobrevida folicular in vitro, em cultivo 3D na matriz de alginato apds o
isolamento mecanico de foliculos em fragmentos de tecido ovariano vitrificados
com e sem 0 uso de polimeros sintéticos.

Avaliar a formacao de antro folicular in vitro, em cultivo 3D na matriz de alginato
apos o isolamento mecanico de foliculos em fragmentos de tecido ovariano
vitrificados com e sem o uso de polimeros sintéticos.

Avaliar a produgédo hormonal folicular in vitro no meio de cultivo 3D na matriz

de alginato apos vitrificagdo com e sem o uso de polimeros sintéticos.
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4. METODOS

4.1 Animais e coleta de ovarios

O presente trabalho é um estudo experimental com o uso de ovarios de bovinos
abatidos em frigorifico para consumo humano, dispensado de aprovacdo pela
Comiss&do de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEUA-UFMG). “A CEUA esclarece que a coleta de tecido post mortem n&o requer
submissao de protocolo, conforme informagdo do CONCEA (Anexo da Carta Consulta
007/2017 da plenaria da 362 Reunidao do CONCEA). Para todos os questionamentos
que envolvem pecgas de abatedouro, dentes, entre outros, sem manipulagao de animal
vivo, a resposta é: Nao ha necessidade de obter a autorizagdo da CEUA para os
procedimentos listados” (anexo ).

Todos os reagentes utilizados sdo da Sigma-Aldrich, salvo polimeros sintéticos
cuja marca esta especificada no item Vitrificagdo e aquecimento.

Os ovarios (n = 10) (Figura 9) foram coletados de dez vacas adultas mestigas

em um abatedouro local por funcionaria treinada (anexo Il).
Imediatamente apos o abate os ovarios eram retirados, imersos em uma solugao de
transporte (meio essencial minimo (a-MEM) suplementado 100 pg/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina e 29 ug/ml de acido ascorbico), armazenados em um
recipiente plastico e transportados a temperatura de 15 a 20 °C em uma caixa de
isopor no prazo de 1h (WANG, et al., 2011; SHAHSAVARI, 2020).

No laboratério, a gordura e resto de tecido adjacente foram retirados, o ovario
foi cortado por bisturi em secgao frontal e o cortex separado da medula por um
cortador de tecido em espessura de aproximadamente 1 milimetro (Figura 10)
(Thomas Scientific Cortador de Tecido / Laminas). A medula foi descartada, o cértex
manipulado em um meio padrdo de manipulacdo a 37°C (constituido de a-MEM
suplementado com 15% de soro fetal bovino, 29 ug/ml de acido ascérbico e 100 pg/mi
penicilina G + estreptomicina, aquecido a 37 ° C) e cortado em 30 fragmentos de ~ 3
x 3 mm (Figura 11). Para cada animal, 10 fragmentos foram usados como controle
fresco, 10 fragmentos foram usados para o grupo vitrificado com o uso de polimeros
sintéticos e 10 para o grupo vitrificado sem o uso de polimeros sintéticos (Figura 12).
O controle fresco e os grupos vitrificados foram destinados para analise histoldgica e

isolamento folicular.
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| Cortéx Ovariano |

10 VACAS

5 fragmentos I I | 5 fragmentos
HE 10 fragmentaos 10 fragmentos 10 fragmentos HE

FRESCOS  VITRIFICADOS COM VITRIFICADOS SEM
POLIMEROS POLIMEROS

5 fragmentos 5 fragmentos
Isolamento Isolamento
folicular (cultivo) folicular (cultive)

5 fragmentos 5 fragmentos

HE Isolamento
folicular (cultivo)

Figura 9. Quadro esquematico dos métodos. Figura original — Bio Render.

PROCESSAMENTO DE TECIDO OVARIANO - CRIOPRESERVAGAO

O  @=]®

)

Corte Frontal

Figura 10. Processamento de tecido ovariano bovino. 1- Retirada de ligamentos do ovario. 2- Corte frontal dos

ovarios. 3- Preparo do semi-ovario no cortador de tecidos. Figuras Originais - Bio Render.
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Figura 11. Processamento de tecido ovariano bovino. 4- Manejo e corte da fina camada do cortex ovariano. 5 e 6-

NL2

Preparo de tiras e fragmentos de cortex. Figuras Originais.

®

105:0000
ee e

@37“0

Figura 12. Processamento de tecido ovariano bovino. 7- Vitrificagdo em solugées com crioprotetores. 8- Vitrificacao

em sistema aberto, folha de aluminio. 9- Armazenamento em nitrogénio liquido. Figuras Originais - Bio Render.
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4.2 Vitrificagao e Aquecimento

As solugdes de vitrificagao foram preparadas com 24-48 horas de antecedéncia.
Para o processo de vitrificagdo, os fragmentos foram sequencialmente imersos em
solugdes de equilibrio (Meio suplementado sem crioprotetores, ES, VS1 e VS2) e por
ultimo na solugéo final de vitrificagdo (VS3 e VS3 CP) contendo:

1- Meio suplementado sem crioprotetores — 5 minutos;

2- ES — 5 % de glicerol (p/v) — 5 minutos;

2- VS1 - V4 da solugéo de vitrificagdo VS3 - 5 minutos;

3- VS2 - Y2 da solugéo de vitrificagdo VS3 - 5 minutos;

4- Grupo sem polimeros: VS3 - 25% de glicerol (p/v), 25% de Etilenoglicol (p/v) -
1 minuto;

5- Grupo com polimeros: VS3 CP — 25% de glicerol (p/v), 25% de Etilenoglicol
(p/v), e polimeros sintéticos (0,2% PVP K-12, 0,2% SuperCool X-1000 ™ e 0,4%
SuperCool Z-1000 ™; 21st Century Medicine, Fontana, CA, EUA) - 1 minuto.

Todas as solugbes de congelamento e descongelamento foram feitas com o meio
essencial minimo (a-MEM) suplementado com 15% de soro fetal bovino e 29 ug/ml de
acido ascorbico.

As vitrificacbes aconteceram sob homogeneizagao constante a temperatura de 37°C,
segundo protocolo descrito anteriormente (TING et al. 2012 e 2013).

Apoés a imersédo na ultima solugéo, os fragmentos foram colocados individualmente
em uma tira de aluminio (8 x 4 mm?), mergulhados em nitrogénio liquido (N2),
transferidos para criotubos identificados e armazenados em N2 até o
descongelamento (Figura 12).

Para o aquecimento, os criotubos foram removidos do N2, mantidos por 1 minuto a
temperatura ambiente e por 30 segundos a 40°C no banho-maria. Os fragmentos
descongelados foram colocados em meios suplementados com sacarose em dilui¢gdes
decrescentes e sequenciais de 1M; 0,75M; 0,5M; 0,25M; 0,125M por 5 minutos cada
(TING et al. 2012 e 2013). Em seguida, foram transferidos para meio a-MEM
suplementado com 3% de soro fetal bovino e 29 ug/ml de acido ascorbico 2 vezes por
10 minutos a 37°C, e incubados por 2 horas na estufa a 37°C com 5% de CO:2 antes

de fixar o material (Figura 13).
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1- Retire o criotubo do 2- Mantenha o criotubo

nitrogénio liquido, um de parado no ar e deixe-o 3- Mergulhe o criotubo em
cada vez, ndo toque no | —| aquecer por 1 minuto. | —— | Um banho-maria a 40°Ce
criotubo na drea com a Verifique o contetido mexa por 30 segundos.
solugdo vitrificada. do rotulo.

4- Inverta o criotubo sobre a placa de
Petri vazia. Transfira o tecido (usando
uma pinga) para outra placa contendo
o meio de aquecimento de sacarose S R |
1M e incube por 5 minutos, mexendo \ __.

no agitador orbital. . g 'i

™ 075M 05M 025M MEIO

e I e e

\

Figura 13. Esquema do aquecimento pés vitrificagdo do tecido ovariano bovino. Figuras Originais — Bio Render.

4.3 Histologia

Os fragmentos (n= 5 /grupo) de tecido fresco e descongelados foram fixados em
paraformaldeido a 4% em tampé&o fosfato a 0,1M (pH 7,2-7,4) a 4 °C overnight.
Retirados do fixador, foram transferidos para tampao fosfato a 0,1M (pH 7,2-7,4) a 4
°C. Para incluir em paraplast (Merk), os tecidos ovarianos foram desidratados em uma
série gradual de alcoois (70%, 80%, 95%, absoluto - 2 vezes, xilol — 2 vezes) e entado
inseridos no paraplast (58°C) por 3 banhos de 25 minutos. O material incluido foi
seccionado em fragmentos de 5 ym de espessura, 0s quais foram posteriormente
corados com hematoxilina e eosina (H & E) e avaliados em um microscépio 6ptico
(Nikon) com aumento de 40x, tendo os foliculos identificados e contados em um a
cada 10 cortes histologicos seriados.

Os estagios de desenvolvimento dos foliculos foram definidos como (SHAHSAVARI
et al., 2020):

- Primordial: uma camada de células granulosas achatadas ou achatadas com

algumas cuboidais ao redor do odécito e sem antro.
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- Primarios: uma camada de células granulosas cuboidais ao redor do odcito e sem
antro.

- Secundarios: duas ou mais camada de células granulosas cuboidais ao redor do
oocito e sem antro.

Os foliculos foram considerados morfologicamente normais se apresentavam com
oocitos e células da granulosa intactos, ou degenerados/atrésicos se exibissem um
nucleo de odcito picnotico ou ooplasma encolhido, sem ou com células da granulosa
desorganizadas. Os foliculos foram analisados apenas nas segcbes em que foi
observado o oécito com nucleo, para evitar repeticao na contagem (SHAHSAVARI et
al., 2020).

4.4 Isolamento e encapsulamento folicular

Apds o descongelamento, o tecido criopreservado foi mantido a 37°C, 20% O2 e 5%
COz2 até o inicio do isolamento de cada fragmento.

Fragmentos (n= 5/ grupo) de tecido a fresco e descongelados foram usados para
isolamento e cultivo de foliculos.

Para o isolamento folicular, os fragmentos continuaram imersos em meio padrao de
manipulacéo. Os foliculos foram mecanicamente isolados com o uso de agulhas (25
x 8mm e 13%4,5mm) e estereomicroscopio (MICRONAL). Foliculos de didametros entre
120-195 mm que apresentassem membrana basal intacta foram selecionados,
transferidos individualmente para goticulas de 5 yL 0.25% (p/v) de alginato de sddio
estéril e solugado tamponada PBS (Tampao fosfato-salino). As gotas contendo cada
foliculo foram submersas cuidadosamente em uma solugao “cross-linking” (50 mM
CaCl2, 140 Mm NaCl e PBS), durante aproximadamente 60 segundos. Os foliculos
encapsulados em matriz de alginato foram entdo transferidos para placa de cultivo
(Figura 14).
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Foliculo no cultivo 3D em:
matriz de alginato

Figura 14. Figuras representativas do isolamento mecénico seguido de cultivo folicular 3D em matriz de alginato.

Figuras Originais.

4.5 Cultivo folicular 3D em matriz de alginato

Para o inicio do cultivo folicular 3D em matriz de alginato, o meio de cultivo foi
preparado com um dia de antecedéncia e equilibrado a 37°C e 5% CO2 (Figura 15).
No dia do isolamento folicular, a placa de cultivo (48 pocos — KASVI) foi previamente
organizada em ambiente estéril. 300 yL do meio de cultivo foram adicionados em cada
um de 12 pogos centrais, onde o foliculo encapsulado em alginato seria cultivado
individualmente, e os pocgos restantes foram preenchidos com a mesma quantidade
de agua de injegao para evitar a rapida evaporagao do meio durante o cultivo. A placa
foi identificada e marcada quanto a localizagao dos foliculos (Figura 15).
Composigéao do meio de cultivo (Solugéo estéril - filtrada no filtro de 0,22um):

- Meio aMEM

- 60 yL/ml de SSS;

- 44 mUI/ml Horménio Foliculo Estimulante (FSH);

- 0,5 mg/ml de fetuina bovina (proteina do plasma fetal);

- 29 pg/ml de fosfato de acido ascorbico;

- 5 yg/ml de transferrina;

- 0,5 pyg/ml de insulina bovina;

- 5 ng/ml de selenito de sodio;

- 100 pg/ml penicilina G + estreptomicina (cada).
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O cultivo dos foliculos foi acompanhado por 15 dias a 37°C e 5% CO:2. Fotografias
foram feitas no dia 1 (D1), dia 7 (D7) e dia 15 (D15) através do microscopio invertido
(NIKON).

O meio de cultivo foi trocado parcialmente (50%) a cada dois dias, e semanalmente
essas amostras foram coletadas e congeladas para analise dos hormdnios ovarianos

estradiol e progesterona.

J—

Figura 15. Figuras representativas do meio de cultivo e dos foliculos cultivados 3D em matriz de alginato.

4.6 Sobrevida folicular, crescimento e formagao de antro

A sobrevida folicular, o diametro e a formacao de antro foram avaliados por
meio de um microscopio invertido acoplado a uma camera digital (NIKON) e as
fotografias semanais foram analisadas no software de imagem ImageJ 1.44 p.

Para avaliar o crescimento, os foliculos foram medidos a partir da camada
externa de células, através da média de duas medidas perpendiculares entre si. A

média destes valores foi considerada o didmetro do foliculo.
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Os foliculos classificados como degenerados apresentavam uma ou mais

caracteristicas como:

1- odcito fora da parede folicular ou sem células da granulosa;

2- fragmentado;

3- didmetro diminuido;

4- escurecimento total do foliculo durante o cultivo.
A formagao de antro foi avaliada através do acompanhamento da cultura, com a
formagéo de uma cavidade clara no interior folicular (Figura 16).

=t

Figura 16. Foliculos bovinos isolados mecanicamente e cultivados 3D em matriz de alginato. Os foliculos 1,2 e 3

estdo vivos, mas o 3 ndo formou antro. Foliculos 4, 5 e 6 estdo mortos e ndo possuem antro.

4.7 Dosagem de estradiol (E2) e progesterona (P4) do cultivo in vitro

Amostras de meio de cultivo foram coletadas nos dias 7 e 15, durante o periodo
de cultivo, e congeladas. Posteriormente, foram analisadas para a determinagéo das
concentragdes de estradiol (E2) e progesterona (P4).

As dosagens foram feitas pelo método de imunoensaio automatizado (Beckman
Coulter). O ensaio imunoenzimatico € expresso por quimioluminescéncia de ligagao

competitiva.
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Depois da calibragdo do equipamento, as amostras foram organizadas e
adicionadas em cubetas. O equipamento pipeta as amostras e as adiciona a um
recipiente de reagdo contendo particulas paramagnéticas revestidas com anticorpos
de cabra antiprogesterona ou anticorpos de coelho antiestradiol e uma solugdo
proteica TRIS tamponada. As amostras sao incubadas e apds esse periodo o
conjugado estradiol ou progesterona - fosfatase alcalina é adicionado a reag¢ao e mais
um periodo de incubacido € realizado. O horménio da amostra compete com o
horménio conjugado pelos sitios de ligagdo limitados. Os complexos antigeno-
anticorpo formados ligam-se ao anticorpo de captura nas particulas paramagnéticas
e sao retidos em um campo magnético, enquanto os nao ligados sao removidos por
lavagem. Em seguida, o substrato quimioluminescente (Dioxetano fosfato) é
adicionado ao recipiente, a luz gerada pela reagdo quimica € medida com um
lumindmetro e transformada em Unidade Relativa de Luz (RLU). A intensidade de luz
€ inversamente proporcional a concentracdo de horménio na amostra. A leitura da
amostra € multipla e a média liberada automaticamente pelo equipamento. O meio de
cultivo puro sem cultivo foi considerado o padrdo branco da reagcdo (CARDOSO,

2018). O meio de cultura foi usado como branco para corrigir os valores encontrados.

4.8 Anadlise de dados e estatistica

Na analise do numero de foliculos pré-antrais nas se¢des de H&E, os dados
dos varios cortes histolégicos de cada animal foram combinados de forma a obter uma
unica contagem folicular por animal. Os dados foram apresentados como
porcentagem de foliculos pré-antrais normais em relagao ao numero total de foliculos
de cada grupo. Para o cultivo 3D, as taxas de sobrevida e formagéo de antro foram
analisadas por qui-quadrado. Para a anadlise de crescimento folicular (didmetro
semanal) e produgcado hormonal entre cada grupo, quando apresentado distribuicao
normal, os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM) e os
diferentes grupos de tratamento foram comparados usando analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida de testes de comparagdes multiplas (Tukey’s). Se nao
apresentaram distribuicdo normal, os grupos foram comparados pela ANOVA de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Em comparagdes dentro do mesmo grupo
para os acompanhamentos hormonais de D7 e D15 sera utilizado teste T pareado ou
Wilcoxon, os valores foram expressos em média/mediana  erro padrao. As diferencas

foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Morfologia do tecido e foliculos ovarianos

O estroma foi avaliado qualitativamente quanto a seu aspecto. Nos tecidos
frescos, apresentava-se em morfologia densa e compacta. No entanto, nos grupos
vitrificados, foram observadas zonas com sinais de injuria, com espagos vazios e
menos densos (Figura 17).

Para analise morfolégica, foram contados e classificados 3235 foliculos pré-
antrais (Figura 18). Os grupos que passaram pela vitrificagcdo tinham uma menor
porcentagem de foliculos normais quando comparados ao tecido fresco (Fresco x CP
p<0,0001; Fresco x SP p=0,0004). Contudo, nao foi observada diferenga entre os
grupos vitrificados com e sem polimeros (CP x SP p = 0,7173) (Tabela 1).

Para todos os grupos avaliados existiam foliculos com anormalidades
morfolégicas, como desorganizagao das células da granulosa, od6cito com citoplasma
encolhido ou foliculos rompidos.

A fim de comparar se houve uma maior prevaléncia de anormalidade
morfolégica em um dos estagios foliculares pré-antrais apos a criopreservagao, 0s
foliculos foram classificados durante a contagem em primordiais, primarios e
secundarios. Os grupo com e sem adicao de polimeros apresentaram uma menor
porcentagem de foliculos com aspecto morfolégico normal em todos os estagios
avaliados em relagdo ao grupo fresco (CP: Primordial p= 0,0036; Primario p= 0,048;
Secundario p= 0,0385 / SP: Primordial p= 0,0157; Primario p= 0,0211; Secundario p=
0,0094 ) (Tabela 1) (Figura 19). Quando comparados os dois grupos vritificados, néo
foi observada diferenga (Primordial p= 0,8201; Primario p= 0,8139; Secundario p >
0,9999) (Tabela 1) (Figura 19).
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TECIDO FRESCO TECIDO COM POLIMEROS TECIDO SEM POLIMEROS

Figura 17. Fotomicrografias representativas do estroma do cértex ovariano bovino em menor 5x (Linha superior) e
maior aumento 100x (linhas inferiores). A, D - Controle tecido fresco, estroma denso. B,E,G - Tecido vitrificado com
polimeros. C, F, H - Tecido vitrificado sem polimeros. Nos tecidos vitrificados, com e sem o uso de polimeros,

zonas com sinais de injurias, com espagos vazios e menos densos.
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TECIDO FRESCO TECIDO COM POLIMEROS TECIDO SEM POLIMEROS

Figura 18. Fotomicrografias representativas de foliculos pré-antrais. Tecido Fresco, Tecido Vitrificado com

polimeros e sem polimeros respectivamente.

Tabela 1. Classificagdo e porcentagem de foliculos morfologicamente normais.
Total Pré-antrais Primordiais Primarios Secundarios Anormais

FRESCO 76+2,8 53+24 1715 6+0,9 24+ 238
COM POLIMEROS 49,6 + 2,7 36+24 10+0,8 30,3 50+ 2,7
SEM POLIMEROS 53,7+4)9 39142 11+1,7 3+04 46+4,9

Meédia + SEM

Tabela 1. Classificagdo e porcentagem de foliculos morfologicamente normais.
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Porcentagem de foliculos primarios. c- Porcentagem de foliculos secundarios.
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5.2Avaliagao do desenvolvimento folicular no cultivo 3D em matriz de

alginato

5.2.1 Avaliagéo do desenvolvimento folicular in vitro: Isolamento folicular

Apods o isolamento e encapsulamento dos foliculos, o diametro folicular (um) foi
avaliado no mesmo dia e ndo houve diferenga quanto ao tamanho dos foliculos para
inicio do cultivo nos 3 grupos (Fresco x CP p= 0,0927; Fresco x SP p= 0,0714; CP x
SP p > 0,9999) (Figura 20).
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Figura 20. Diametro folicular apés isolamento para cultivo, correspondente ao didmetro do dia 1 de cultivo (D1).

A média de foliculos isolados por animal no grupo fresco foi de 7,0 + 0,8; no
grupo CP foide 3,9 + 0,8 e no grupo SP foi de 3 £ 0,7. Os grupos de tecidos ovarianos
submetidos a vitrificagdo tiveram um menor numero de foliculos extraidos quando
comparado ao tecido fresco (Fresco x CP p=0,0224; Fresco x SP p= 0,0030; CP x SP
p =0,6914), mas quando comparado o grupo CP com o SP n&o houve diferenga

durante o isolamento folicular (Grafico ndo apresentado).
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5.2.2 Avaliagéo do desenvolvimento folicular in vitro: Sobrevida Folicular

Para avaliagao da viabilidade folicular apds a criopreservagao dos fragmentos
de cortex ovariano, os foliculos pré-antrais foram isolados e cultivados durante 15
dias.

A taxa de sobrevida encontrada foi de 94% no grupo fresco, 62% no grupo CP
e 67% no grupo SP (Tabela 2). Quando comparados os trés grupos, os foliculos que
passaram pela vitrificacdo apresentaram uma sobrevida similar entre si e menor que
o controle fresco (x*(2) = 19,87; p< 0,0001) (Figura 21). O numero de foliculos, suas

taxas de sobrevida e formacgao de antro sao apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Sobrevivéncia e Formacgao de Antro

Fresco CP SP
70+£08 39+08 3,007
Média do numero de foliculos/animal (total) (70) (39) (30)
% Sobrevida (total) 94% (66) 62% (24) 67% (20)
% Formacao de Antro (total) 89% (59) 79% (19) 85% (17)
Média + SEM
Tabela 2. Sobrevivéncia e Formagé&o de Antro.
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Figura 21. Sobrevida folicular — Grupos vitrificados sobreviveram menos que o grupo controle fresco.
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5.2.3 Avaliagao do desenvolvimento folicular in vitro: Formagéao de antro

Entre os foliculos sobreviventes, a formacgéo de antro foi observada em 89% (59) no
grupo fresco, 79% (19) no grupo CP e 85% (17) no grupo SP (Tabela 2) (Figura 22).
E nao foi observada diferenga entre os grupos (x*(1) = 0,6569; p = 0,4176).

a]

80—

Hl Sim
60+ = Nio
40+

n°® de Foliculos
com Antro

Com Polimeros

Figura 22. Cultivo Folicular. a - Formagdo de Antro Folicular — com semelhanga entre os grupos. b-
Fotomicrografias semanais da cultura 3D de foliculos isolados. Os foliculos de tecido fresco mostraram diametro
aumentado ao longo dos dias com formagé&o de antro (setas). Os foliculos isolados dos tecidos vitrificados com
adicdo (CP) e sem adig¢ao polimeros (SP) mostrou menor crescimento, mas com formagao de antro na maior parte

dos foliculos.
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5.2.4 Avaliagéao do desenvolvimento folicular in vitro: Crescimento

Os diametros foliculares foram semelhantes em todos os grupos no dia do
isolamento (p > 0,05; 145 + 1,7 um). Os foliculos de tecido fresco mostraram
diametros aumentados durante a primeira semana de cultivo e continuaram a crescer
até a segunda semana (p <0,0001) (Figura 23b). Os diametros foliculares do grupo
CP também aumentaram (p = 0,0050) durante a primeira semana e continuaram a
crescer até o ultimo dia de cultivo (p <0,0001) (Figura 23c). No grupo SP os diametros
dos foliculos aumentaram apenas na primeira semana (p = 0,0003) e permaneceram
com crescimento lento e nao significativo até o fim do cultivo (p = 0,2262) (Figura 23d).

No entanto, na ultima semana os didmetros dos foliculos vitrificados mostraram
um menor tamanho (p < 0,0001) quando comparados aos controles frescos. Mas nao
foi encontrada diferenca de tamanho entre os foliculos CP e SP no fim do cultivo
(Figura 23a).
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Figura 23. Didmetro semanais dos foliculos durante 15 dias em cultura 3D. Os dados sdo apresentados como

média £ SEM de foliculos isolados que sobreviveram. a - Diametro final dos foliculos. b- Diametro dos foliculos
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e 0os CP cresceram durante todo cultivo, enquanto os SP pararam de crescer significativamente na ultima semana.

*0 >0,05.
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5.3 Dosagem hormonal do meio de cultivo

Para avaliacdo da funcéao folicular apds a criopreservacao dos fragmentos de
cortex ovariano, foram feitas dosagens hormonais do meio de cultivo nos dias 1, 7 e
15 (D1, D7, D15) dos foliculos pré-antrais isolados (Figura 24).

A producéo de E2 pelo grupo de foliculos frescos foi de 21 + 1,5 pg/ml no dia 7
e continuou a aumentar ao longo da semana até o ultimo dia de cultivo (57,6 £ 6,7
pg/ml) (p = 0,0004). Os foliculos dos tecidos vitrificados produziram E2, mas somente
no CP foi observado aumento entre D7 e D15 (CP 15 + 2,2 pg/ml e 26 + 2,2 pg/ml -
p =0,0050/ SP 11 + 4,4 pg/ml e 21,5 £ 3,3 pg/ml - p = 0,1055). Quando comparados
aos foliculos do tecido fresco, apenas os foliculos do grupo SP tiveram uma menor
producao de E2 (p = 0,0082) no D7, enquanto os CP n&o apresentaram diferenca (p =
0,0713). No fim do cultivo (D15), os foliculos vitrificados apresentaram uma menor
producéo de E2 (p < 0,0001) em relagdo aos frescos. Entre CP e SP nao houve
diferencga relevante entre os dias.

Os foliculos vitrificados, assim como os frescos, também mostraram aumento
na producéo de P4 entre D7 e D15 do cultivo (Fresco D7 — 0,9 £ 0,24 e D15 -8,8
1,15 ng/ml p = 0,0001 / CP D7 - 0,6 + 0,24 e D15 -5,0 + 0,93 ng/ml/ SP D7 — 1,6
0,5 e D15 -5,9 £ 1,00 ng/ml). Entretanto, no D15, a producgao de P4 de CP e SP foi
menor comparada ao grupo fresco (CP p= 0,0145 e SP p= 0,0479), mas sem
diferenga entre eles (p = 0,8595).

Comparado ao fresco, os foliculos SP e CP ndo apresentaram diferengca na
producéo de Psem D7 (CP p > 0,9999 e SP p = 0,3967), mas SP produziu mais que
os foliculos CP (p = 0,0445).
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Figura 24. Produgéo de horménio esterdide (E2 e P4) durante 2 semanas de cultivo folicular.
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6. DISCUSSAO

Tecido é o conjunto de células especializadas em diferentes composigdes
celulares, liquidos e fungdes em um organismo. Criopreservar tecidos ou até érgaos
€ um processo complexo, que exige a combinacdo harmdnica de diferentes fatores,
quando comparado a preservacao de células isoladas. A criopreservagao de tecido
ovariano € uma técnica promissora para preservacao da fertilidade e restauragcao da
funcao enddcrina feminina, principalmente para meninas pré-puberes e para mulheres
que por algum motivo ndo podem ser submetidas as técnicas tradicionais (OKTAY et
al., 2021; SUZUKI et al, 2015).

O presente estudo avaliou a aplicabilidade de polimeros sintéticos (X-1000, Z-
1000 e PVP K12) na solugéo de vitrificagao para criopreservagao de tecido ovariano
bovino, com a finalidade de testar a protecdo dessa combinagdo nas estruturas e
funcionalidade ovariana.

Os polimeros sintéticos ja estdo presentes e descritos em muitos produtos
utilizados no cotidiano, como emulsificantes alimentares, gomas de mascar, produtos
de higiene bucal, solugdes intra-oculares, excipientes de medicamentos e cosméticos
(EUROPEAN PATENT SPECIFICATION, 1992; GAFFAR, HUNTER e MIRAJKAR,
2002; DEBOTTON e DAHAN, 2017; ALHALAFI, 2017). Pesquisas também vém
tentando incorporar o uso desses polimeros na criopreservacao, no alcance de
aumentar a eficiéncia da técnica e reduzir os efeitos toxicos dos crioprotetores
(VOETS, 2017; JANG et al., 2017).

Os protocolos de vitrificagdo dependem de diferentes condigbes para garantir
a viabilidade da amostra, que podem variar do momento da coleta até o aquecimento
do tecido (CASTRO et al., 2011; BEST, 2015; MULLEN e FAHY, 2011).

O tempo e a temperatura de transporte sao fatores que contribuem para o bom
desempenho da técnica (CHENG et al., 2021). Neste estudo, os ovarios foram
coletados, imersos em aMEM suplementado e transportados em uma caixa de isopor
a temperatura de 15° a 20° C no prazo de 1 hora. Wang et al. (2011) avaliaram o efeito
da temperatura de transporte na competéncia do ovario bovino e determinaram que a
temperatura de 15 °C, por um periodo de 3 a 4 horas em solugao salina, seria benéfica
para a viabilidade dos odcitos. Shahsavari e colaboradores (2020) utilizaram uma
temperatura de 20°C em 1 hora, em meio essencial minimo e também obtiveram

morfologia satisfatéria. Entretanto, um estudo mais recente (CHENG et al., 2021)
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testou o procedimento utilizado na pratica clinica para transporte de ovario humano e
verificou que o armazenamento do tecido em solugéo de transplante de érgaos, na
temperatura de 4 a 8 ° C por 24 a 48 horas, parece preservar melhor as amostras.
Baixas temperaturas reduzem o metabolismo celular e o consumo de oxigénio,
consequentemente estendendo a viabilidade dos tecidos e érgaos (BECKMANN et al.,
2019). De todo modo, a morfologia e a porcentagem de foliculos normais do controle
fresco no presente estudo parecem compativeis com o estudo anterior em bovino
(SHAHSAVARI et al., 2020), o que confirma a eficiéncia do método que nos utilizamos
para a coleta e o transporte das amostras.

A criopreservagao e transplante de tecido do cortex ovariano é muito mais
simples do que a conservagao do ovario inteiro e sua revascularizagdo (HOSSAY,
DONNEZ, DOLMANS, 2020). O método de processamento do ovario para obtengao
de fragmentos do cértex é frequentemente discutido na literatura (HERRAIZ et al,
2020). Alguns kits disponibilizam um fatiador pratico de tecido, para cortes com
espessura de 1 mm (KITAZATO, 2021).

Kagawa et al. (2009) tentou estabelecer um protocolo completo e eficaz para a
vitrificagdo de tecido ovariano bovino e humano, utilizando o método Cryotop. Os
resultados mostraram que um dos pontos cruciais da técnica € a espessura da
amostra de 0,75 a 1,0 mm. Com essa fina camada, € possivel manter um numero
consideravel de foliculos primordiais e primarios, 0os quais sao mais resistentes a
criopreservacao, além de facilitar a permeacgdo dos crioprotetores no tecido.
Condizentemente, nossos resultados de contagem e classificagdo morfologica
folicular apresentam distribuicao predominante de foliculos primordiais € primarios em
todos os grupos estudados (Tabela 1).

Outro estudo tentou vitrificar fragmentos teciduais maiores, a fim de aumentar
a reserva de foliculos pré-antrais criopreservados, contudo a densidade folicular e a
funcao ovariana apos o transplante nado foram tao satisfatérias quanto o esperado
(ZHAO et al., 2019).

Apods o0 processamento ovariano, os fragmentos sdo imersos inicialmente em
solugdes de equilibrio, que contém ACPs em concentragbes gradativas para facilitar
a permeacao desses agentes no tecido, até chegar a solugao final de vitrificagcao
(SANFILIPPO et al., 2015).

Parametros que envolvem o uso de crioprotetores para reducao da toxicidade,

como concentracao, tipo, combinacgao e tempo de exposi¢cao sdo o ponto principal da
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criobiologia (BEST, 2015; MULLEN e FAHY, 2011). No presente estudo, para vitrificar
o tecido ovariano bovino nés utilizamos a combinacédo EG, glicerol e trés polimeros
sintéticos: X-1000, Z-1000 e PVP K12. Os tecidos foram expostos a solucdes de
equilibrio no tempo de 5 minutos cada, seguido da solugao de vitrificagdo com ou sem
polimeros, conforme descrito em Ting et al. (2012 e 2013). Embora os resultados em
macacos tenham alcangado uma melhor morfologia e viabilidade (TING et al. 2012 e
2013), morfologicamente, em bovinos, os tecidos vitrificados com ou sem polimeros
sintéticos mostraram injurias no estroma (Figura 17) e menor porcentagem de foliculos
normais comparados ao tecido fresco (Tabela 1). Aparentemente, os polimeros nao
foram suficientes para proteger a morfologia do cértex ovariano (Figura 17).

E possivel que esses resultados contraditérios sejam devidos as diferencas entre
espécies, solugdes, bem como ao uso de diferentes sistemas de vitrificagdo. Em Ting
et al. (2013), foi feito o uso do sistema fechado com uso de concentragbes maiores de
crioprotetores, os tecidos foram transferidos para palhetas com solugao de vitrificagao
e as palhetas foram vedadas, deixadas em vapor de nitrogénio liquido por 10 minutos,
seguido de imersdo e armazenamento. Entretanto, a metodologia aplicada no
presente trabalho foi a do sistema aberto, os fragmentos foram dispostos em uma tira
fina de metal (papel aluminio) com um volume minimo de solugdo, e submersos
diretamente em nitrogénio liquido. Kagawa et al. (2009) mostraram resultados
satisfatorios em bovinos e humanos com o método, mas com diferentes crioprotetores.
Recentemente, Sugishita et al. (2021) utilizando EG + PVP, compararam os dois
sistemas e nao encontraram diferenga na qualidade do tecido e foliculos vitrificados,
0 que mostra a viabilidade de ambos dispositivos.

Para a melhor preservacao do tecido ovariano, € comum que os ACPs
intracelulares e extracelulares sejam combinados para diminuir a concentragao
utilizada dos agentes e assim reduzir o potencial téxico (FAHY et al., 2004;
ALMANSOORI et al., 2012). A permeabilidade de cada crioprotetor diminui a medida
que o tamanho molecular aumenta, de modo que o glicerol e o PROH permeiam mais
lentamente que o DMSO e EG. J4 em misturas, esses solutos se comportam de
maneira diferente (HAN et al., 2019). Ting et al. (2013) testaram as combinagdes de
51% de EG+DMSO e 54% de GLI+EG mais o uso de polimeros, contudo mesmo a
primeira combinagdo sendo mais permeavel a viabilidade dos foliculos e do tecido
ovariano foi pior. Xiao et al. (2010) testaram em humanos diferentes concentragdes

de EG+DMSO com ou sem a adicdo de sacarose durante a vitrificagdo. O estudo
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mostrou que o uso de menores concentragdes de crioprotetores e adigao de sacarose,
a ultraestrutura das células da granulosa e o estroma foi melhor preservado, enquanto
nos foliculos primordiais a incidéncia de apoptose diminui.

LUCCI et al. (2002) relataram que tecido ovariano bovino criopreservado em
concentracdo de 10% de glicerol reteve uma porcentagem maior de foliculos
morfologicamente normais do que o tecido congelado em 20% de glicerol ou nas
concentracdes de 1,5M ou 3M de EG. Mas é preciso considerar que a técnica de
congelamento lento apresenta resultados piores em relagéo a vitrificagdo (LUCCI et
al., 2002).

No presente estudo, para avaliar a viabilidade e funcionalidade do tecido
ovariano vitrificado com o uso de polimeros, os foliculos foram isolados
mecanicamente e cultivados. Esse método de isolamento mantém as camadas da
teca, o que melhora a qualidade do foliculo comparado ao isolamento enzimatico, o
qual pode danificar os odcitos, especialmente em foliculos pré-antrais (SAHA et al.,
2012).

Os tecidos CP e SP tiveram uma menor quantidade de foliculos extraidos
durante o isolamento (Tabela 2). As amostras vitrificadas apresentavam estroma mais
firme e foliculos mais sensiveis a microdissecacado, rompendo-se faciimente, talvez
pelo elevado percentual de foliculos anormais visualizados na morfologia por HE. A
microdissec¢ao fornece uma boa qualidade de isolamento folicular, mas comparada a
outros métodos pode ter um rendimento mais baixo (SAHA et al., 2012).

Além disso, a populagdo de foliculos pré-antrais e o numero de foliculos
isolados podem ser afetados por diferentes fatores, como raga, espécie, idade e
tratamentos. A diferengca entre espécies pode ser relacionada a diferenca na
composicao ovariana. Estromas mais fibrosos podem ser mais dificeis de isolar
(LUCCI et al., 2002).

Vanacker et al. (2013) avaliaram a viabilidade de foliculos pré-antrais
criopreservados antes e depois do isolamento. Na publicagdo, relatam que nao
encontraram diferenga no numero de foliculos extraidos dos dois grupos, mas que
esses resultados sao inesperados, ja que tiveram dificuldades no isolamento. Os
autores atribuem o sucesso dos dados ao isolamento enzimatico utilizando liberase
DH, pois a enzima parece nao prejudicar a membrana basal dos foliculos primordiais
e primarios (VANACKER et al., 2013).
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Assim, considerando o menor numero de foliculos isolados, o método
enzimatico pode ser uma boa opgao para extragao folicular do tecido criopreservado,
com rendimento comparavel ao do tecido fresco (WIWEKO, MUTIA e MANSYUR,
2013).

Durante o cultivo dos foliculos pré-antrais, foi analisada a sobrevida, o
crescimento e a formagao de antro (Tabela 2). Os foliculos do grupo de vitrificados
morreram mais comparados ao grupo fresco e a adicdo de polimeros n&o teve
diferenca na sobrevivéncia in vitro. Entretanto, a formacdo de antro foi vista
igualmente para todos os grupos.

Guedes e colaboradores (2017) avaliaram o impacto da vitrificagdo na
viabilidade de foliculos bovinos utilizando a cultura tridimensional in vitro. Os
crioprotetores permeaveis e os protocolos utilizados foram os mesmos deste trabalho,
mas em concentragdes diferentes e sem o uso de polimeros. Guedes et al. (2017) nao
encontraram diferenga na sobrevivéncia e formacgao de antro entre os foliculos frescos
e vitrificados, mas relataram quase 50% de discrepancia entre as taxas. Os autores
também descreveram a maior fragilidade dos foliculos vitrificados e a dificuldade de
sua remogao, o que explicou o menor numero de foliculos extraidos nesse grupo.

Nos grupos fresco e CP, foi observado crescimento folicular continuo ao longo
do cultivo. No entanto, os foliculos SP cresceram minimamente na ultima semana,
mas sem diferencga relevante do didmetro final dos CPs (Figura 23). Como esperado,
o grupo folicular fresco cresceu mais e obteve maior didmetro que o grupo vitrificado
(Figura 23).

O uso de polimeros melhora a vitrificagao de tecido ovariano, sem aumentar a
toxicidade quando usado em baixas concentragdes e parece ser um agente inibidor
de gelo altamente eficaz (TING et al., 2012; MULLEN e FAHY, 2011). Contudo, s&o
poucos os trabalhos que testaram a combinagdo desses agentes em uma mesma
solugao de vitrificacdo para analise de efetividade, viabilidade e funcionalidade do
tecido (TING et al., 2012; TING et al., 2013).

A principio, este trabalho parece ser o primeiro a testar a aplicabilidade da
mistura de polimeros sintéticos neste protocolo de vitrificacdo para tecido ovariano
bovino. Outros trabalhos testaram a aplicabilidade de polimeros em bovinos e
caprinos (VIZCARRA et al., 2020; SHAHSAVARI et al., 2020), mas a avaliagao foi feita
individualmente para cada agente. E importante entender o impacto de cada polimero

no processo de criopreservagao, assim é possivel identificar fatores importantes que
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influenciam a probabilidade de um resultado bem-sucedido (SHAHSAVARI et al.,
2020).

Em caprinos e bovinos, foi encontrado um maior percentual de foliculos
morfologicamente normais e uma melhora na vitrificagdo das amostras com X-1000
(PVA) (VIZCARRA et al., 2020; SHAHSAVARI et al., 2020) em relagao as PVP e Z-
1000 (poliglicerol). Em camundongos, a adi¢gao de supercool X-1000 permitiu o uso
de menores concentra¢des de crioprotetores (TAN et al., 2012). Os resultados para
Z-1000 sozinho sugerem que esse polimero é ineficaz durante a vitrificagdo, pois
haveria formacgao de um filme ao redor do fragmento, o que pode prejudicar a remogao
do ACP e a perfusdo de elementos importantes para o cultivo in vitro do tecido
(SHAHSAVARI et al., 2020).

Em um estudo, o PVP usado em céaes na vitrificacdo de tecido ovariano
preservou a sobrevivéncia e a capacidade de desenvolvimento dos foliculos
primordiais quando associado ao DMSO (FUJIHARA, KANEKO, INOUE-
MURAYAMA, 2019). Em humanos, além do DMSO, o PVP foi combinado ao PrOH e
EG, resultando em uma boa integridade morfolégica do estroma durante a vitrificagao
(KERON et al., 2009). Contudo, Vizcarra e seu grupo (2020) relatam que nao
alcangaram resultados satisfatérios na morfologia e cultivo tecidual utilizando PVP ou
Z-1000 isolados.

Embora o uso dos polimeros sintéticos ndo tenha alcancado a protecao
esperada na morfologia do tecido ovariano, a dosagem de horménios esteroidais do
meio de cultivo dos foliculos CP mostrou a viabilidade e funcionalidade dos foliculos
sobreviventes, que além de crescer e formar antro, produziram estradiol e
progesterona (E2 e P4) ao longo do cultivo. A produgédo de E2 no grupo CP néo foi
diferente do grupo fresco na primeira semana, mas na ultima os valores foram
menores, enquanto o SP teve os niveis reduzidos em todo o cultivo. Ainda assim, a
dosagem final de E2 entre os grupos vitrificados nao teve diferenga. A produgéo de P4
nos foliculos vitrificados foi gradativa ao longo do cultivo e sem diferenga na primeira
semana em relagdo ao fresco. Contudo, a dosagem final de E2 e P4 foi maior nos
foliculos frescos (Figura 24). A produgao de hormdnios esterdides condiz com o
crescimento e formagéo de antro dos foliculos pré-antrais (HULSHOF et al., 1995),
portanto nossos achados indicam que a vitrificagcdo manteve a fungao folicular in vitro.

No presente estudo, apenas no grupo fresco foram observados alguns foliculos

de crescimento rapido, enquanto os vitrificados apresentaram em sua maioria
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crescimento lento ou auséncia de crescimento. A producdo de estradiol e
progesterona pelos tecidos cultivados in vitro apds a criopreservagao sugere que as
células da granulosa se mantiveram viaveis, embora a produ¢gado hormonal estivesse
baixa em comparagdo com o tecido fresco. Esses dados podem condizer com o
crescimento aparentemente atrasado dos foliculos submetidos a vitrificagao,

comparados aos controles frescos.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas diferentes fases experimentais desta tese, permitem

concluir que:

a)

O uso de polimeros sintéticos nao parece proteger a morfologia dos fragmentos
de tecido ovariano apos a vitrificacdo, por produzir resultados similares ao
protocolo sem a adigdo desses agentes, com baixo percentual de foliculos pré-
antrais normais.

A vitrificagao utilizada (EG+GLI) parece prejudicar a sobrevida dos foliculos no
cultivo in vitro. E o uso de polimeros sintéticos parece ndo ser suficiente para
evitar esses danos.

A vitrificagdo nao prejudicou a formacdo de antro folicular in vitro
independentemente do grupo. Contudo, o uso de polimeros nao apresentou
vantagens sobre a vitrificagdo sem adi¢do de polimeros.

Existe um atraso no crescimento e na produgdo dos niveis hormonais
foliculares durante o cultivo dos grupos vitrificados, mas ha proliferagcdo das
células da granulosas e da teca, condizentes com a producao de E2 e Pa4.

A combinacao do uso de polimeros sintéticos na vitrificagao de tecido ovariano
bovino é uma técnica promissora, com potencial de protecdo do
desenvolvimento folicular pré-antral durante a criopreservagao. Porém, séo
necessarios mais estudos que possam aperfeigoar esse protocolo e validar a

protecdo combinada desses polimeros em bovinos.
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ANEXO I: Comissio de Etica no Uso de Animais

oy
i ﬂm UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Lo \\3-' i ) CEUA
R COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG
Prezado(a):

Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situagdo de uma solicitagdo.

Protocolo CEUA: 258/2017

Titulo do projeto: Avaliagdo da aplicabilidade de polimeros sintéticos na criopreservacio de tecido ovariano bovino
Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsével: Fernando Marcos dos Reis

Unidade: Faculdade de Medicina

Departamento: Departamento de Ginecologia e Obstetricia

Situagdo atual: Decisdo da CEUA - Diligéncia

Apds analise de seu projeto a CEUA decidiu solicitar de V. Sa. as seguintes informacgées. Tendo em vista que o prazo para resposta 3
diligéncia & de 60 dias, s& a mesma ndo for respondida até 17/11/2017, informamos que o projeto serd arquivado & ndo terd a
aprovacio da CEUA. Seu projeto fol julgado na reunido ordindria no dia 18/09/2017. 1. O célculo estatistico ndo foi demaonstrado,
favor enviar em anexo um print deste calculo; Incluir na aba 11- Documentos- Outros Anexos. 2. A CEUA sugere ao pesquisador que a
coleta de material seja realizada em um frigorifico submetido a inspegdo oficial. 3. Nos itens referentes & Biosseguranga (10.1 a
10.8), solicitamos ao pesquisador a indicagdo dos procedimentos de forma adequada, inclusive no que se refere ao descarte do
material bioldgico usado no estudo. - A CEUA orienta o pesquisador a respeito dos seguintes aspectos a serem observados em
submissdes futuras: 1. E necessario o preenchimento adequado da aba "5 Frocedimentos” em que devem ser descritos
adequadamente os procedimentos de acordo com a metodologia que serd realizada no estudo. 2. Em submissdes futuras, na aba “3
Grupos de animais” o pesquisador pode selecionar a opgdo "Outros” quando se tratar de coleta de tecido post mortem e informar o
tipo de tecido que sera coletado. * O item 11. Docurmnentos foi liberado somente para anexar 05 documentos solicitados, a resposta 3
diligéncia deve ser respondida na janela que serd aberta em Situagio (Resposta 4 diligéncia) A CEUA esclarece que a coleta de
tecido post mortem ndo requer submissdo de protocolo, conforme informagdo do COMCEA(Anexo da Carta Consulta 007/2017 da
plenaria da 362 Reunido do CONCEA) Para todos os questionamentos que envolvemn pegas de abatedouro, dentes, entre outros, sem
manipulagio de animal vivo, a resposta & N&o ha necessidade de obter a autorizacdo da CEUA para os procedimentos listados. No
entanto, recomenda-se que o pesguisador tenha todos os documentos que indiquem e autentiguem a origem e regularidade da
coleta do material, quer seja os termos de consentimento ou de doagdo do proprietario do animal, ou agueles que Comprovem a sus
aquisicdo. Entretanto, a CEUA informa gue ndo emitird certificado ou declaracdes para protocolos ndo enviados para andlise. O
pesquisador deverd segquir as orientacdes do CONCEA, caso ndo necessite de certificado.

Belo Horizonte, 19/09/2017.
Atenciozamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https:/faplicativos.ufmg br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa [l — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
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ANEXO lI: Abatedouro fornecedor de ovario.

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

CADASTRO NACIONAL DA PESSOA JURIDICA

NUMERO DE INSCRIGAD F —— T OATADE ASERTURE
09.021.512/0001°09 COMPROVANTE DE INSCRICAO E DE SITUACAO 231;3?530%; uR
MATRIZ CADASTRAL

DIMEZA ALIMENTOS LTDA.

NOME EMPRESARIAL ‘

TITULO DO ESTABELECIMENTO (NOME DE FANTASIA) EORTE
Py DEMAIS
CODIGE E DESCRIGAD DAATIVIDADE ECONOMICA PRINCIPAL

10.99-6-99 - Fabricagéo de outros produtos alimenticios néo especificados anteriormente

CODIGE E DESCR AS ATIIDADES ECOMOMICAS SECUNDARIAS

10.11-2-01 - Frigorifico - abate de bovinos

10.12-1-03 - Frigorifico - abate de suinos

46.34-6-01 - Comércio atacadista de carnes bovinas e suinas e derivados

cODIGE E DESCRIGAD DANATUREZA JURIDICA

206-2 - Sociedade Empresaria Limitada

LOGRADOURD NUMERO COMPLEMENTO

AV DOUTOR ANTONIO CHAGAS DINIZ 545 -

CEP BAIRROIDISTRITO MUNICIPIO UF
32.210-160 CIDADE INDUSTRIAL CONTAGEM MG

ENDEREGO ELETRONICO
MARCIA@PRIORICONSULTORIA.COM

TELEFOME
(31) 2104-0717

ENTE FEDERATIVO RESFOMSAVEL (EFR) ‘
wEAEE

SITUACAD CADASTRAL

DATA DA SITUACAD CADASTRAL
ATIVA

2310712007 ‘

MOTIVG DE SITUACAD CADASTRAL

SITUACAO ESPECIAL

: ‘ DATA DA SITUAGAD ESPECIAL
hrain

s ‘
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