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Resumo 



 

 

GERVÁSIO, CG. “Regeneração da função gonadal após reimplante de tecido 

ovariano vitrificado pelo Sistema Ovarian Tissue Cryosystem (OTC) e outros dois 

protocolos naespécie murina”. Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 

 

Introdução: A criopreservação de fragmentos de tecido ovariano previamente 

ao início da terapia oncológica e posterior reimplante do tecido ovariano tem sido 

sugerido como promissora alternativa para preservação de fertilidade. Neste sentido, um 

novo sistema de vitrificação denominado Ovarian Tissue Cryosystem (OTC), vem 

sendo desenvolvido visando aperfeiçoar a conservação do tecido congelado. Objetivo: 

Avaliar o impacto da criopreservação sobre a viabilidade do tecido ovariano murino 

vitrificado por três diferentes protocolos, dentre eles o sistema OTC. E avaliar o 

impacto do reimplante heterotópico do tecido ovariano murino fresco e descongelado 

pelos mesmos protocolos, sobre a sua viabilidade. Metodologia: Este é um estudo 

experimental onde foram utilizados tecido ovariano de camundongos C57BL/6. Três 

protocolos de vitrificação foram testados simultaneamente: protocolo murino (PrM); 

protocolo humano (PrH); protocolo OTC (PrOTC) em comparação ao grupo frescos 

(GF). As amostras foram analisadas imediatamente após o descongelamento (Etapa 1) 

ou após 15 ou 30 dias de reimplante retroauricular (Etapa 2). Para análise da viabilidade 

utilizou-se imunohistoquímica para proliferação celular (Ki-67), dano celular (NF-kB) e 

dano oxidativo (4-HNE e Nitrotirosina). Os resultados foram obtidos utilizando-se o 

teste Q-quadrado para verificar a distribuição entre os grupos e a imunomarcação (% de 

folículos marcados), sendo que o nível de significância adotado foi p<0,05. Resultados: 

Etapa 1: Os grupos PrOTC e PrM apresentaram melhor desempenho em relação à 

proliferação celular. Entretanto, estes mesmos protocolos apresentaram graus variados 

de dano oxidativo quando analisados pela imunomarcação de nitrotirosina, aonde o 

PrOTC teve maior marcação do que o GF, portanto maior dano, e o PrM teve maior 

marcação em relação ao HNE em comparação com os demais protocolos. Não houve 

nenhuma diferença na marcação do NF-kB entre os grupos descongelados.  Etapa 2: O 

reimplante em si não pareceu comprometer significativamente o tecido, uma vez que as 

amostras GF e GF reimplantado com 15 e 30 dias tiveram desempenho semelhante em 

relação à todos os marcadores, com exceção do GF 30 dias que mostrou algum grau de 

dano oxidativo pela nitrotirosina (p<0,05). E ao se avaliar a somatória de efeitos entre 

congelamento e reimplante entre os diferentes protocolos apenas o PrH evidenciou dano 

tecidual imediatamente após o descongelamento e dano progressivo após o reimplante. 

Conclusão: Os PrM e PrOTC foram semelhantes ao GF na conservação da amostra 

durante o processo de criopreservação, sendo que o PrOTC causou algum grau de dano 

oxidativo. O reimplante retroauricular do tecido não impactou sobre a sua viabilidade 

do mesmo nem no GF e nem nos PrM e PrOTC. O PrH mostrou-se inadequado para a 

conservação de tecido ovariano murino. 

 

Palavras-chave: Tecido ovariano, Vitrificação, Transplante tecido ovariano, Ovarian 

Tissue Cryosystem. 
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Abstract 



 

 

GERVÁSIO, CG. "Regeneration of the gonadal function after reimplantation of 

ovarian tissue vitrified by the Ovarian Tissue Cryosystem System (OTC) and two 

other protocols in the murine specie". Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 

 

Introduction: The Cryopreservation of fragments of ovarian tissue prior to initiation of 

oncotherapy and subsequent reimplantation of ovarian tissue has been suggested as 

promising alternative for fertility preservation. In this sense, a new system of 

vitrification called Ovarian Tissue Cryosystem (OTC), has been developed in order to 

improve the frozen ovarian tissue conservation. Objective: To compare the viability of 

murine ovarian tissue vitrified by three different vitrification protocols and to verify the 

efficiency of the Ovarian Tissue Cryosystem (OTC). Methods: This is an experimental 

study using ovarian tissue of C57BL/6 mice. Three vitrification protocols were tested 

simultaneously: Murine protocol (PrM); Human Protocol (PrH) and Protocol OTC 

(PrOTC); in comparison to Fresh Tissue (GF). Samples were analyzed immediately 

after thawing (Step 1) or after 15 or 30 days of retroauricular reimplantation (Step 2). 

For viability analysis immunohistochemistry for cell proliferation (Ki-67), cell damage 

(NF-kB) and oxidative damage (4-HNE and Nitrotyrosine) was used.  The results were 

obtained using the Q-square test to analyze immunostaining counted as % of labeled 

follicles and the level of significance was set at p <0.05. Results: Step 1: The PrOTC 

and PrM presented the best performance in relation to cell proliferation. However, these 

same protocols presented varying degrees of oxidative damage when analyzed by the 

nitrotyrosine immunolabeling, where PrOTC had higher marking than GF, thus greater 

damage, and PrM had a greater marking in relation to HNE compared to the other 

protocols. There was no difference in the labeling of NF-kB between the thawed groups.  

Step 2: The reimplantation procedure did not appear to significantly impair the ovarian 

tissue quality once day 15 and 30 after fresh tissue engrafment of was similar for  all 

markers except for nitrotyrosine after 30 days (p<0,05). And when assessing the sum of 

effects of freezing and reimplantation among the 3 different protocols only PrH showed 

tissue damage immediately after thawing and progressive damage after reimplantation. 

Conclusion: The PrM and PrOTC were similar to the GF in the preservation of the 

sample during the cryopreservation process, and PrOTC caused some degree of 

oxidative damage. Retroauricular reimplantation of the tissue did not impact on its 

viability in either the GF or PrM and PrOTC. PrH was found to be unsuitable for the 

cryopreservation of murine ovarian tissue. 

 

Key-words: Ovarian Tissue Cryosystem, Vitrification, Ovarian tissue cryopreservation.  
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Figura 1. Representação esquemática do desenvolvimento folicular, desde o folículo 

primordial até o estágio antral, mostrando o desenvolvimento das células da granulosa, 

teca e oócito (Modificado de Gervásio et al., 2014) . a) Folículo primordial, o oócito é 

envolto por uma camada de células da granulosa pavimentosa. (b) Folículo transitório 

ou intermediário, o oócito é envolto por células da granulosa pavimentosas de um lado e 

do outro lado células cubóides (c) Folículo primário, o oócito é envolto por uma camada 

única de células da granulosa cubóides. (d) Folículo secundário, o oócito é envolto por 

duas ou mais camadas completas de células da granulosa cubóides. (e) Folículo antral é 

caracterizado pela presença de uma cavidade antral com várias camadas de células da 

granulosa cubóides. 

 

Figura 2. Delineamento experimental. 

 

Figura 3. Retirada do ovário do reimplantado após 30 dias. (A) Camundongos fêmea, 

da raça C57BL/6 com reimplante após 30 dias. (B, C e D) Corte realizado na parte 

retroauricular, para exposição do ovário. (E) Ovário reimplantado foi visualizado. (F) 

Ovário foi retirado e fixado em formol para realização da imunohistoquimica.  

 

Figura 4. Ovarian Tissue Cryosystem: Novo dispositivo em aço inoxidável para 

procedimento de vitrificação de tecido ovariano caprino. (A) OTC aberto, permitindo a 

visualização das três partes constituintes: base (a), insert (b) tampa (c). Notar as 

perfurações na parte superior do insert para facilitar a colocação e remoção de soluções. 

(B) Exposição do ovário à solução de vitrificação na base do OTC. (C) A inclusão do 

insert na base do OTC permite a manipulação asséptica do insert. (D) Fechamento da 

base com a tampa do OTC. (E) Crioestocagem do OTC contendo a amostra 

(CARVALHO et al., 2013). 

 

Figura 5. Avaliação da imunohistoquímica no tecido ovariano após criopreservação 

entre os diferentes grupos. 

 

Figura 6. Avaliação da imunohistoquimica no tecido ovariano em relação ao grupo 

fresco no tempo 0, 15 e 30 dias do reimplante. 

 



 

 

Figura 7. Proliferação celular (Ki-67) e dano tecidual (nitrotirosina, HNE e NF-kB) nos 

três protocolos (PrM, PrOTC e PrH) analisados à fresco, após o descongelamento e após 

o reimplante retroauricular. 

 

Figura 8. Avaliação da imunohistoquímica no tecido ovariano entre os diferentes 

grupos após criopreservação e 15 dias reimplante. 

 

Figura 9. Avaliação da imunohistoquímica no tecido ovariano entre os diferentes 

grupos após criopreservação e 30 dias de reimplante. 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

______________________________________________________________________ 

Lista de tabelas  



 

 

 

Tabela 1. Marcadores e suas respectivas diluições, marca do kit e controle utilizados na 

imunohistoquimica. 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lista de Abreviaturas 



 

 

4-HNE =4-Hidroxinonenal  

μL = MicroLitros 

BSA= Albumina Sérica Bovina 

CETEA- FMRP = Comitê de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto. 

CGP= Células Germinativas Primordiais 

Cm= Centímetros 

DAB= Diaminobenzidina 

DAP= Dimetilsulfóxido, + Acetamida + Propilenoglicol 

DMSO = Dimetilsulfóxido  

 EG= Etilenoglicol  

F15= Grupo fresco após 15 dias de reimplante; 

F30= Grupo fresco após 30 dias de reimplante; 

g= gramas 

GF= Grupo Fresco 

GLY= Glicerol  

HE = Hematoxilina-Eosina  

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

Kg= Quilograma 

M = Molar 

MEM= Meio essencial mínimo 

mg= Miligrama 

mL= Mililitro  

mm = Milímetro 

NFkB =Factor Nuclear Kappa B 

OTC = Ovarian Tissue Cryosystem  

PVP= Polivinilpirrolidona  

PrH15= Protocolo humano após 15 dias de reimplante  



 

 

PrH30= Protocolo humano após 30 dias de reimplante 

PrH= Protocolo Humano  

PrM= Protocolo Murino  

PrM15= Protocolo murino após 15 dias de reimplante 

PrM30= Protocolo murino após 30 dias de reimplante 

PrOTC= Protocolo OTC  

PrOTC15= Protocolo OTC após 15 dias de reimplante 

PrOTC30= Protocolo OTC após 15 dias de reimplante 

PROH= 1,2 Propanodiol  

SAC= Sacarose  

SSS= Serum Substitute Supplement (Soro Sintético Substituto) 

USP = Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto  

ZP = Zona Pelúcida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

______________________________________________________________________ 

Sumário  



 

 

Sumário 

1. Introdução .................................................................................................................. 30 
1. A Preservação de Fertilidade em pacientes com Câncer: .............................................................. 31 
2. A Unidade folicular ....................................................................................................................... 33 
2.1. A atresia folicular ....................................................................................................................... 35 
3. Protocolos de Criopresrevação de tecido ovariano ........................................................................ 37 

3.1.  Lento ..................................................................................................................................... 38 
3.2. Vitrificação ............................................................................................................................. 39 

3.3.  Crioprotetores ............................................................................................................................ 40 

4. A avaliação do tecido criopreservado: ................................................................ 42 

4.1. Histologia clássica: ..................................................................................................................... 42 
4.2. Imunomarcadores para avaliação do tecido ovariano: ................................................................ 43 

4.2.1. NF –kB (factor nuclear kappa B) ........................................................................................ 43 
4.2.2. 4-HNE (4-hidroxinonenal) .................................................................................................. 43 
4.2.3. Nitrotirosina ........................................................................................................................ 44 
4.2.4. Ki 67 .................................................................................................................................... 44 

5.  Reimplante do tecido ovariano ........................................................................... 45 

2. Justificativa ................................................................................................................ 47 

3. Objetivos ..................................................................................................................... 49 

3.1 Objetivo Geral ..................................................................................................... 50 

3.2 Objetivos específicos ........................................................................................... 50 

4. Materiais e Métodos ................................................................................................... 51 

4.1 Aspectos Éticos .................................................................................................... 52 

4.2 Desenho do Estudo .............................................................................................. 52 

4.2.1 Delineamento experimental ...................................................................................................... 52 

4.3 Preparo das amostras de tecido ovariano ......................................................... 53 

4.4 Vitrificação /desvitrificação do tecido ovariano ............................................... 54 
4.4.1 Protocolo murino ...................................................................................................................... 54 
4.4.2 Protocolo humano ..................................................................................................................... 55 
4.4.3 Sistema OTC ............................................................................................................................. 55 

4.4. Ovariectomia total bilateral e reimplante do tecido ovariano ....................... 56 

4.5. Análise dos protocolos de criopreservação e do tecido ovariano 

transplantado ............................................................................................................ 57 

4.5.1 Técnica de imunohistoquimica ................................................................................................. 57 

4.6 Análise Estatística ............................................................................................... 58 

5. Resultados .................................................................................................................. 59 

5.1. ETAPA 1- Efeito dos diferentes protocolos de vitrificação: .......................... 60 

5.2. ETAPA 2- Efeito do reimplante associado ou não à criopreservação: ......... 61 

6. Discussão ................................................................................................................... 66 



 

 

6. Conclusão ................................................................................................................... 75 

Referências ..................................................................................................................... 77 
Artigo Cientifico ................................................................................................................................ 92 

 



30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

___________________________________ 

1. Introdução  



31 

 

1. A Preservação de Fertilidade em pacientes com Câncer:  

 

Nas últimas décadas, segundo a Agencia Internacional de Pesquisa contra o 

Câncer (IARC), da Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer se tornou um 

evidente problema de saúde pública mundial, sendo responsável por mais de seis 

milhões de óbitos a cada ano, o que representa aproximadamente 12% de todas as 

causas de morte no mundo (JEMAL et al., 2011; INCA, 2015). Embora as estatísticas 

apontem uma estimativa cada vez maior no número de novos casos de câncer, 

progressos na área da oncologia têm permitido a cura de mais de 90% dos casos 

(DONNEZ et al., 2013), muitos deles em mulheres  jovens, em idade reprodutiva. 

(BLEYER, 2002). As pacientes que necessitam de radioterapia e/ou quimioterapia para 

o tratamento oncológico estão propensas a terem comprometida a sua função ovariana 

(MEIROW et al., 2008), uma vez que os feixes de radiação ionizante e a 

gonadotoxicidade das drogas afetam as células da linhagem germinativa feminina 

acelerando o processo de apoptose celular, levando desde um dano gonadal leve até a 

falência ovariana prematura (FOP) (MEIROW, NUGENT, 2001; MEIROW et al., 

2008). A intensidade deste dano varia na dependência da idade da paciente, da dose e do 

tipo de droga quimioterápica usada e, nos casos de radioterapia, da intensidade e 

localização da radiação. Por isso há grande preocupação com relação à fertilidade futura 

destas pacientes.  

Deste modo o desenvolvimento de técnicas alternativas para a preservação e 

restauração da fertilidade, tem apresentado uma importante relevância clínico-científica. 

Atualmente, existem várias técnicas para preservar a fertilidade nestas mulheres. Dentre 

elas a criopreservação de tecido ovariano (DOLMANS et al., 2013a; SMITZ et al., 

2010, KIM et al., 2018) associada ou não a outras técnicas que possibilitam a utilização 

deste tecido após a criopreservação para fins reprodutivos. 

A maioria dos relatos de nascimentos após criopreservação e transplante de 

tecido ovariano foram feitos utilizando-se o processo de congelamento lento 

(DOLMANS, MANVELLA, 2018). Apesar dos resultados positivos alcançados, sabe-

se que durante o congelamento lento pode ocorrer à formação de cristais de gelo 

intracelular, o que leva a danos celulares durante o processo de criopreservação e 

compromete a qualidade do tecido (CAMPOS et al, 2011). Por outro lado, a vitrificação 

propõe evitar a formação de cristais de gelo no espaço intracelular, uma vez que tem 

como princípio básico o aumento da viscosidade da solução de criopreservação e o 
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resfriamento ultra-rápido que fazem com que haja a formação de um estado vítreo 

(HORVATH, SEIDEL, 2006). Recentemente, alguns autores têm sugerido uma 

superioridade da vitrificação sobre o congelamento lento para a criopreservação de 

tecido ovariano (AMORIM et al., 2011), tendo sido descrito o primeiro caso de 

nascimento humano a partir de tecido ovariano vitrificado em agosto de 2013 

(KAWAMURA et al., 2013), atualmente com 3 nascimento reportados no mundo 

(DOLMANS, MANVELLA, 2018). Porém, é conhecido que as técnicas de vitrificação 

disponíveis na literatura, inclusive a utilizada por Kawamura, apresentam resultados 

bastante variáveis, e não têm uma reprodutibilidade satisfatória. Resultados mais 

consistentes já são observados na utilização das técnicas de vitrificação para a 

criopreservação de tecido ovariano na espécie murina, havendo inclusive resultados de 

nascimentos de prole saudável e fértil (XU et al, 2006; CHEN et al., 2006; 

HASEGAWA et al., 2006).  

Outro sistema, o OTC (Ovarian Tissue Cryosystem), vem sendo desenvolvido 

por pesquisadores brasileiros e parece oferecer inúmeras vantagens em relação a outros 

sistemas já descritos na literatura (CARVALHO et al., 2013). Trata-se de um sistema 

fechado, que não permite o contato direto com o nitrogênio líquido, evitando assim 

possíveis contaminações da amostra; além disso, permite a vitrificação de vários 

fragmentos de ovário simultaneamente, ou mesmo de ovário inteiro, devido ao tamanho 

da cápsula. Inúmeros resultados positivos tem sido descritos até o momento para o 

sistema OTC, Bandeira e colaboradores (2015) descreveram que após 7 dias de cultivo 

o tecido de cabra vitrificado de pelo sistema OTC revelou maior porcentagem de 

folículos morfologicamente normais (30,66%) e viáveis (60,00%), quando comparados 

aos vitrificados pela técnica de sistema aberto (21,33% e 23,00%). Neste mesmo estudo 

foi descrito que a sobrevivência folicular após a vitrificação seguida de cultura folicular 

foi maior quando o tecido foi congelado em fragmentos ovarianos (36,1%) do que em 

hemi-ovário (22,3%) ou ovário completo (18,4%) (CARVALHO et al., 2013).  

A avaliação do tecido ovariano criopreservado após o descongelamento pode ser 

feito de diferentes maneiras, desde avaliações funcionais verificando-se a produção 

hormonal e a proliferações de células após o cultivo, quanto através de testes de 

qualidade dos óvulos recuperados através de embriogênese e gravidez (com sérias 

limitações éticas na espécie humana). Em qualquer uma destas propostas o objetivo é 

analisar a integridade morfológica e a manutenção da capacidade funcional da amostra 
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tanto para esteroidogênese quanto para foliculogênese, ou seja, produção de gametas 

maduros que sejam capazes de gerar prole saudável. 

Uma vez congelado e descongelado o tecido ovariano poderá ser utilizado para 

reimplante ortotópico (no próprio sítio de onde foi removido) ou heterotópico (em 

lugares diversos da fossa ovárica), ou pode ser utilizado para o isolamento de folículos 

imaturos para cultivo in vitro. Em humanos os nascimentos já descritos são todos 

oriundos do reimplante do tecido, na maioria dos ortotópico (DOLMANS, 

MANVELLA, 2018). Porém a algumas situações especiais em que a doença neoplásica 

é sistêmica, com as leucemias, ou em que o risco de metástases ovarianas é muito 

elevado, como nos tumores de mama, linfomas e de estômago, é possível que 

micrometástases não detectadas tenham sido albergadas no tecido a ser criopreservado e 

possam levar à recidiva da doença quando do reimplante (DOLMANS et al, 2013b). 

Neste sentido, o isolamento de folículos imaturos em seus diferentes estágios de 

desenvolvimento para cultivo in vitro torna-se uma técnica alternativa para o 

aproveitamento deste tecido criopreservado sem trazer riscos de recidiva da doença 

oncológica para a paciente.  

 

2. A Unidade folicular 

 

Percebe-se que apesar de fenômenos diferentes, o desenvolvimento e maturação 

do oócito (oogênese) e o desenvolvimento folicular (foliculogênese) são processos 

interligados, no qual substâncias secretadas pelo oócito e por células somáticas 

foliculares se comunicam, num processo conhecido como “crosstalk”, para a formação 

de um gameta maduro fertilizável. 

A foliculogênese também se inicia na vida pré-natal na maioria das espécies, 

podendo ser definida como o processo de formação, crescimento e maturação folicular 

iniciando com a formação do folículo primordial e culminando com o estágio de 

folículo pré-ovulatório (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005; SAUMANDE, 1981; 

SONGSASEN et al, 2009). Esse processo ocorre simultaneamente à oogênese quando o 

oócito está entre as fases de prófase I e metáfase II, na maioria das espécies, ou seja, a 

foliculogênese inicia-se após e termina antes da oogênese (FIGUEIREDO et al., 2008). 

As oogônias, formadas a partir das células germinativas primordiais (CGP), uma vez na 

crista gonadal serão circundadas por uma camada de células somáticas que se 
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diferenciarão para formar os folículos primordiais, os quais estão inativos e constituem 

90% da população de folículos ovarianos, é o chamado “pool de reserva folicular”. A 

manutenção desta quiescência folicular se dá por estímulos inibitórios advindos do 

próprio estroma e de outros folículos do pool (SAWYER et al., 2002); uma vez 

cessados estes estímulos o folículo entra automaticamente em processo de ativação e 

crescimento (FIGUEIREDO et al., 2008).). Fisiologicamente a ativação destes folículos 

ocorrerá gradualmente, conforme a demanda, por mecanismos ainda desconhecidos. 

O folículo é considerado a unidade morfológica e funcional do ovário mamífero, 

cuja função é proporcionar um ambiente ideal para o desenvolvimento e maturação do 

oócito (CORTVRINDT e SMITZ, 2001). Estes podem ser classificados em primordiais, 

primários e secundários, antrais iniciais, pré-ovulatórios e atrésicos (HULSHOF et al., 

1994) (Figura 1). 

 

 

 
Figura 1. Representação esquemática do desenvolvimento folicular, desde o folículo primordial até o 

estágio antral, mostrando o desenvolvimento das células da granulosa, teca e oócito (Modificado de 

Gervásio et al., 2014). a) Folículo primordial, o oócito é envolto por uma camada de células da granulosa 

pavimentosa. (b) Folículo transitório ou intermediário, o oócito é envolto por células da granulosa 

pavimentosas de um lado e do outro lado células cubóides (c) Folículo primário, o oócito é envolto por 

uma camada única de células da granulosa cubóides. (d) Folículo secundário, o oócito é envolto por duas 

ou mais camadas completas de células da granulosa cubóides. (e) Folículo antral é caracterizado pela 

presença de uma cavidade antral com várias camadas de células da granulosa cubóides. 

 

Os folículos primordiais são os primeiros desenvolvidos no ovário (EPPIG e 

O’BRIEN, 1996) e são circundados por uma camada de células da pré-granulosa de 

forma pavimentosa, delimitados por uma camada basal que os separa do estroma 

ovariano (GORDON, 1994). O oócito do folículo primordial apresenta uma forma que 

varia de esférica a ovóide e ocupa uma posição central com organelas citoplasmáticas 

localizadas na região perinuclear em bovinos (FAIR et al., 1997; HYTTEL et al., 1997), 

caprinos (LUCCI et al., 2001) e suínos (HERTIG e ADAMS, 1967). 
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Uma vez ativado, o folículo primordial inicia seu processo de maturação e evolui 

para folículo primário, caracterizados pela presença de uma única camada de células da 

granulosa apresentando formato cubóide (HULSHOF et al., 1994), em torno do oócito, 

sendo uma característica marcante dessa fase o surgimento da zona pelúcida, estrutura 

mantida por todo o desenvolvimento folicular (VAN DEN HURK et al., 2000; 

CORTVRINDT e SMITZ, 2001; FAIR et al., 1997). 

Este folículo ativado multiplica suas camadas de células granulosa dando origem 

ao folículo secundário (HULSHOF et al., 1994). Neste estágio ocorre um aumento do 

diâmetro do oócito, no qual a zona pelúcida se torna evidente em bovinos (FAIR et al., 

1997) e caprinos (LUCCI et al., 2001), além da formação das primeiras células da teca 

(VAN DEN HURK, BEVERS e BECKER 1997; SCARAMUZZI et al., 1993). No final 

deste estágio, a ação gonadotrófica já pode ser detectada (VAN DEN HURK et al., 

2000).  A etapa seguinte do desenvolvimento se caracteriza pela multiplicação das 

camadas da granulosa, com produção e acúmulo de fluido folicular por estas  células, 

formando a cavidade antral com a presença do complexo cumulus-oócito 

(FIGUEIREDO et al., 2008; GORDON, 1994). A formação da cavidade antral é um 

evento importante no crescimento folicular, pois é precursor dos processos de desvio e 

dominância folicular (SILVA et al., 2002). O folículo selecionado para ovulação no 

ciclo em que se desenvolve completará o crescimento, com expansão da cavidade antral 

a qual aproxima o oócito da superfície ovariana e facilita a extrusão do mesmo após a 

ruptura do epitélio do cótex ovariano. Os demais folículos, não dominantes sofrerão 

processo de atresia. 

  

2.1. A atresia folicular 

 

O processo de atresia folicular pode ser fisiológico ou pode ocorrer em 

decorrência de dano ao tecido ovariano. Durante o desenvolvimento folicular nem todos 

os folículos ativados chegarão aos estágios finais de desenvolvimento, variando de 

espécie para espécie o número de folículos que atingirão a maturidade para a ovulação, 

os demais sofrerão um processo conhecido como atresia. A atresia folicular é um 

processo fisiológico, responsável pela perda de quase a totalidade (99,9%) dos folículos 

de um ovário (FIGUEIREDO et al., 1995), fazendo com que o desenvolvimento 

folicular completo seja um evento biológico extremamente raro (IRELAND, 1987). Este 
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processo é caracterizado por interrupção da mitose nas células da granulosa, separação 

das células da granulosa da membrana basal e morte do oócito, podendo ocorrer pelas 

vias degenerativas e/ou apoptóticas quando o ambiente parácrino ou endócrino não é 

adequado para suportar o crescimento folicular, juntamente com a diferenciação das 

células da granulosa (MARKSTROM et al., 2002).  

As alterações sugestivas de atresia em folículos pré-antais, foram observadas em 

análise histológica que ocorrem primeiramente no oócito, sendo o primeiro sinal de 

atresia a picnose nuclear (JORIO, MARIANA e LAHLOU-KASSI, 1991; MORITA e 

TILLY, 1999), caracterizada atresia por via degenerativa. Porém em folículos antrais, a 

picnose nuclear e a vascularização citoplasmática acontecem primeiramente nas células 

da granulosa (HAY, CRAN, MOOR, 1976), em seguida ocorre o aparecimento das 

alterações degenerativas nas células tecais (O‘SHEA, HAY, CRAN, 1978) e finalmente 

no oócito (HAY, CRAN, MOOR, 1976), mostrando uma maior sensibilidade das 

células somáticas foliculares do que do próprio ooócito. Os folículos antrais têm a 

capacidade de recuperar-se da atresia e prosseguir até a ovulação, os quais são sugeridos 

pelo estudo da viabilidade de células da granulosa de folículos atrésicos, onde foi 

observado ausência de sinais de degeneração dos oócitos em início de atresia 

(HIRSHFIELD, 1989). O desenvolvimento folicular pode ser influenciado por vários 

fatores estimulatórios e inibitórios que regulam a sobrevivência, proliferação e 

diferenciação das células da granulosa (MONNIAUX et al., 1997). Para compreender 

como um folículo se torna atrésico, é importante lembrar que em cada fase do seu 

desenvolvimento, um folículo requer quantidades diferenciadas de hormônios e fatores 

de crescimento (MONNIAUX et al., 1997), conseqüentemente, quando as 

concentrações destes fatores estão abaixo das necessárias, a atresia é iniciada 

(MONNIAUX et al., 1997). Entretanto, independentemente da fase na qual ocorre, a 

atresia diminui de maneira significativa o número de oócitos viáveis durante a vida 

fértil, fazendo com que o potencial ovariano seja subaproveitado (MONNIAUX et al., 

1997). 
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3. Protocolos de Criopresrevação de tecido ovariano 

 

A criobiologia (estudo das técnicas de congelamento de células e tecidos) tem 

permitido a preservação de células por tempos prolongados, na maioria das vezes com a 

manutenção de suas propriedades biológicas uma vez descongeladas (PEGG, 2007; 

TAO; DEL VALLE, 2008). Todas as células dos mamíferos funcionam com uma 

pequena variação de temperatura, que vai de 37ºC a 39ºC, e todas contêm água, 

tornando possível a criopreservação se forem resfriadas em nitrogênio líquido a - 196
o
C. 

Os danos sofridos pelas células dos mamíferos durante a criopreservação estão 

diretamente ligados à velocidade de resfriamento e ao reaquecimento das células 

(RUBINSKY, 2003).  

A criopreservação do tecido ovariano apresenta diversas vantagens, pois 

independe da idade e fase do ciclo (SHAW, ORANRATNACHAI, TROUNSON, 

2000), além de envolver menos questões éticas e sociais comparada à criopreservação 

de oócitos e embriões, sobretudo quando esse processo é realizado na espécie humana 

(ZHANG et al., 2009). Essas características são extremamente interessantes para a 

reprodução assistida, principalmente para mulheres que necessitam iniciar de imediato o 

tratamento contra o câncer, não necessitando de indução de ovulação (ZHOU et al., 

2010). A criopreservação de tecido ovariano também é uma alternativa para meninas 

que ainda não tenham atingido a puberdade aonde a indução da ovulação ainda não seria 

possível. (SUGIMOTO et al., 2000). 

Entretanto, esse tecido é submetido a condições extremas, podendo danificar a 

integridade do folículo e resultar em crioinjúrias após a criopreservação (VARGHESE 

et al., 2008). Esses danos podem ser ocasionados em decorrência de temperaturas não 

fisiológicas e a exposição a agentes crioprotetores. Nesse contexto, algumas limitações 

da criopreservação, devem ser aprimoradas para obtenção de resultados satisfatórios em 

diferentes espécies, já havendo relatos de nascimento após criopreservação de tecido 

ovariano em diversas espécies animais (LIU et al., 2001; LIU, HE, ROSENWAKS, 

2003; BORDES et al., 2005; IMHOF et al., 2006) e em humanos (SONMEZER, 

SHAMONKI E OKTAY, 2005; XU et al. 2006; DONNEZ et al., 2013; DOLMANS, 

MANVELLA, 2018). Até o momento, a maioria das pesquisas animais e em humanos 

concentra-se em métodos de congelamento e transplante de fragmentos do córtex 

avascular, sendo que essa técnica foi a única que possibilitou a ocorrência de 

nascimentos em humanos até o momento (DONNEZ et al., 2006). 
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O primeiro estudo relacionado à criopreservação de tecido ovariano na espécie 

ovina empregando o congelamento lento foi em 1994 (GOSDEN et al., 1994). No 

entanto, pesquisas envolvendo a vitrificação são bem mais recentes e resultados 

animadores já foram relatados. Em 2005 Bordes e colaboradores obtiveram o 

nascimento de três crias saudáveis após criopreservação de ovários de ovelhas pela 

técnica de vitrificação seguida de autotransplante ortotópico. Nesta técnica o material 

biológico, que neste caso foram metades de ovários, foi imediatamente transferido para 

criotubos após a etapa de equilíbrio ou exposição aos crioprotetores, e em seguida 

imerso em nitrogênio líquido para a vitrificação e estocagem.  

A sobrevida das células e tecidos vivos criopreservados depende em grande 

parte do meio crioprotetor. Os protocolos utilizados hoje em dia envolvem, 

basicamente, técnicas que permitem a desidratação da célula, prevenindo a formação de 

gelo intracelular, que pode causar danos pelo arrebentamento e dispersão das organelas 

celulares, ou por provocar quebras da membrana citoplasmática. (RODRIGUES et al., 

2004). Vários crioprotetores estão disponíveis no mercado, entretanto, apesar de 

imprecindíveis para a realização do congelamento são tóxicos e seu uso isolado ou em 

associação com outros crioprotetores têm sido exaustivamente estudados nos diferentes 

protocolos de congelamento descritos, seja o congelamento lento ou a vitrificação, 

sempre com o objetivo de minimizar o dano sofrido pela amostra criopreservada.  

 

3.1.  Lento 

 A quase totalidade dos nascimentos em humanos após reimplante de tecido 

ovariano criopreservado até o momento advém de tecidos congelados por esta técnica 

(N=130 nascimentos, em comparação com 3 nascimentos dos tecidos vitrificados) 

(DOLMANS, MANVELLA, 2018). Por isso esta técnica é ainda considerada padrão 

ouro. O congelamento lento é caracterizado por uma redução gradual da temperatura, 

com o objetivo de reduzir o estresse térmico na fase de transição das soluções do estado 

líquido para o estado sólido (SANCHES, 2009) e pelo uso de baixas concentrações de 

agente crioprotetor (PAYNTER, 2000). Além disso, é caracterizado também por uma 

desidratação celular gradual para evitar a formação de cristais de gelo (SHAW et al., 

2000; RODRIGUES et al., 2004). 

 A interação das amostras com a substância crioprotetora é seguida de uma fase 

de equilíbrio após a qual a amostra é transferida para um recipiente apropriado e 
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colocado na máquina de congelamento computadorizada. Esta é programada para o 

congelamento em rampa que prevê o decréscimo lento da temperatura até -30 ou -40°C. 

Nesta técnica é necessária a realização do “Seeding", etapa que tem como finalidade 

minimizar a formação dos cristais de gelo no meio. Somente após atingir esta 

temperatura é que se faz a transferência para o nitrogênio líquido (-196°C) onde serão 

armazenados (PAYNTER, 2000). 

Uma das suas desvantagens desta técnica é que necessita de equipamento 

específico e de alto custo, além de causar: desequilíbrio osmótico; formação de cristais 

de gelo intracelular com maior freqüência, que interfere na estrutura dos fusos 

meióticos; enrijecimento da zona pelúcida (ZP), que pode afetar o processo de 

fertilização devido ao bloqueio da penetração do espermatozóide (TAO; DEL VALLE, 

2008). 

3.2. Vitrificação 

A técnica que revolucionou a história da criopreservação de oócitos e que vem 

sendo mais recentemente defendida é a vitrificação (KUWAYAMA et al., 2005; COBO 

et al., 2008), que é definida como a elevação extrema da viscosidade do meio, levando a 

solidificação da solução liquida em uma solução vítrea em fração de segundos, 

caracterizando um congelamento ultrarrápido (-1.500ºC/min) em nitrogênio líquido. A 

vitrificação de tecido ovariano surge como alternativa ao congelamento lento, por 

envolver rápidas taxas de resfriamento (15.000 a 30.000 °C/min) (LIEBERMANN, 

TUCKER, 2004) e aquecimento em presença de concentrações muito altas de 

crioprotetores, prevenindo assim a formação de cristais de gelo, e diminuindo os danos 

causados a célula (VAJTA et al., 1998; KASAI, 2004; LIEBERMANN, TUCKER, 

2004). 

A vitrificação por ser um método simples, não necessita de equipamentos caros 

para sua execução e o tempo de equilíbrio e congelamento é reduzido (DOBRINSKY, 

2002; KUWAYAMA et al., 2005). Por outro lado, utiliza-se altas concentrações de 

crioprotetor, o que pode favorecer danos tóxicos e osmóticos na célula (VAJTA et al., 

1998). Uma alternativa para reduzir a toxicidade e os efeitos osmóticos dos 

crioprotetores é o aumento da velocidade de congelamento, reduzindo o tempo de 

exposição da célula ao agente crioprotetor (KUWAYAMA, 2007). 

Kuwayama e colaboradores (2005), um dos pioneiros do emprego da 

vitrificação, afirmam que as principais vantagens da vitrificação são a taxa de 
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resfriamento extremamente rápida (23.000°C/min) o qual previne lesão no oócito, pelo 

fato do volume de meio de vitrificação ser muito baixo. Assim, altas taxas de 

aquecimento (42.000 °C/min) são alcançadas evitando a formação de cristais de gelo no 

processo de descongelamento e a concentração de crioprotetores permeáveis é reduzida 

em 30%, minimizando os efeitos potencialmente tóxicos (KUWAYAMA et al., 2005). 

 

3.3.  Crioprotetores 

Os agentes crioprotetores são substâncias que protegem as células contra 

desidratação, resfriamento e danos causados pela redução extrema de temperatura. A 

utilização de crioprotetores reduz o dano celular durante a preservação do tecido (KIM, 

BATTAGLIA, SOULES, 2001). Os crioprotetores são utilizados para estabilizar as 

proteínas intracelulares, reduzirem a formação de gelo intracelular e moderarem o 

impacto da concentração de eletrólitos intra e extracelulares, por serem hidrossolúveis, 

apresentarem baixa toxicidade mesmo em concentrações elevadas e por serem 

facilmente permeáveis às membranas da célula (RALL, REID E POLGE, 1984). Apesar 

destas substâncias serem indispensáveis para o sucesso deste processo pode haver 

citotoxicidade em casos de exposição prolongada a estes agentes, sendo que a perda de 

folículos primordiais com o uso de crioprotetores pode variar de 15 a 90% dependendo 

do crioprotetor utilizado (NEWTON  et al., 1996). 

Dimetilsulfóxido (DMSO), Propanodiol (PROH), Etilenoglicol (EG) e Glicerol 

(GLY) são os crioprotetores mais utilizados para os protocolos de criopreservação, 

podendo ser utilizados isoladamente ou associados (ARNON et al., 2001; HOVATTA, 

2003; OEHNINGER, 2005). A eficiência destes agentes crioprotetores podem variar em 

função da estrutura da célula ou tecido a ser criopreservada (FULLER, PAYNTER, 

2004), da concentração e do tempo de exposição utilizado antes do processo de 

criopreservação. Além disso, as diferenças estruturais entre as espécies animais é 

também um fator que pode influenciar na eficácia de um agente crioprotetor 

(FAUSTINO et al., 2010; GANDOLFI et al., 2006).  

O etilenoglicol devido às suas características de baixo peso molecular (62,07 

g/mol) e baixo ponto de fusão (- 15,6°C) tem sido amplamente empregado como agente 

crioprotetor intracelular (NEWTON et al., 1998). Todavia, ele apresenta como 

desvantagem a geração de subprodutos potencialmente tóxicos durante sua 

metabolização (CORLEY et al., 2005). Um estudo realizado na espécie bovina, 
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utilizando diferentes crioprotetores (EG, 1,2-propanodiol, DMSO e glicerol) para a 

criopreservação lenta de tecido ovariano mostrou que o EG nas concentrações de 1,5 e 

3,0 M, reduziu significativamente o percentual de folículos morfologicamente normais 

(52,5% e 32,8%, respectivamente). Segundo os autores (LUCCI, et al. 2004), esse 

resultado se deve à ação tóxica desse crioprotetor. Por outro lado em 2008, Celestino e 

colaboradores obtiveram um alto percentual de folículos viáveis, semelhante ao controle 

fresco, tanto após a exposição quanto após a vitrificação do tecido ovariano bovino, 

utilizando 1,5 M de EG. O uso do DMSO tem sido bastante criticado por alguns 

autores; quando utilizado na concentração de 1,5 M para criopreservação de fragmentos 

de tecido ovariano produziu uma baixa taxa de recuperação de oócitos e de maturação 

oocitária, com oócitos apresentando grande desorganização da cromatina e 50% de 

degeneração folicular no primeiro dia de cultivo em amostras humanas e de ovinos 

(KIM et al., 2006; CECCONI et al., 2004). Já Demeestere e colaboradores (2006) 

obtiveram sucesso após transplantes ortotópico e heterotópico (subcutâneo) de tecido 

ovariano criopreservado com DMSO, constatando a retomada da ciclicidade hormonal e 

da fertilidade com obtenção de gestação natural após o reimplante. 

Dentre os crioprotetores extracelulares, a sacarose, carboidrato composto por 

uma frutose e uma glicose, é utilizada com bastante freqüência nas soluções de 

criopreservação, pois além de sua capacidade crioprotetora, essa substância age como 

um tampão osmótico contra o estresse celular causado durante a adição e remoção do 

crioprotetor intracelular (MANDELBAUM et al., 1988). A sacarose já foi utilizada com 

sucesso na crioproteção de oócitos caprinos (SHARMA et al., 2006) e humanos 

(COTICCHIO et. al., 2006); tecido ovariano de diferentes espécies (caprino: SANTOS 

et al., 2006a; ovino: CECCONI et al., 2004; ONIONS et al., 2008; bovinos: LUCCI et 

al., 2004; humanos: KEROS et al., 2009). A adição de sacarose à solução de 

criopreservação aplicada a oócitos humanos tem demonstrado ser eficiente, resultando 

em altas taxas de sobrevivência, e obtenção de embriões de alta qualidade (BARRITT et 

al., 2007; PARMEGIANI, et al., 2008). Do mesmo modo, Santos e colaboradores 

(2006b) observaram que a adição de sacarose ao meio de criopeservação contendo EG é 

benéfica para manutenção da viabilidade de folículos pré-antrais inclusos em tecido 

ovariano caprino. 

Deste modo, percebe-se que a escolha de qual o melhor protocolo de 

criopreservação a ser empregado ainda está longe de ser alcançado e há espaço para o 

desenvolvimento de novas propostas de protocolo, com combinações diversas de 
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crioprotetores. Além disso, há também uma grande diversidade de sistemas de 

congelamento disponíveis no mercado, podendo ser aberto ou fechado (com ou sem 

contato direto com nitrogênio líquido), cada qual com vantagens e desvantagens, com 

resultados variáveis na dependência da espécie animal em que é empregado.   

 

4. A avaliação do tecido criopreservado: 

 

4.1. Histologia clássica: 

A histologia é uma técnica que avalia a morfologia do citoplasma e do núcleo, 

sendo um método importante para avaliação do tecido ovariano, pois permite verificar a 

mudança na morfologia das células da granulosa, por ocasião da ativação folicular, além 

de permitir analisar a integridade morfológica do oócito, das células da granulosa e da 

unidade folicular como um todo. No entanto, essa técnica não permite avaliar a 

integridade das organelas citoplasmáticas (GOSDEN, et al. 2000). Gosden e 

colaboradores (2000) também observaram que a histologia clássica é pouco precisa se 

realizada imediatamente após o descongelamento do tecido ovariano, pois algumas 

alterações das organelas podem se manifestar somente algumas horas após este 

processo. Por outro lado, ela apresenta uma grande vantagem, que é a de possibilitar que 

um grande número de folículos seja avaliado, o que a torna uma técnica importante 

quando se deseja realizar uma análise quantitativa, considerada de baixo custo e de fácil 

execução. Com isso vários trabalhos têm utilizado essa técnica para avaliação do tecido 

após a criopreservação.  

Alguns autores recomendaram que, na análise histológica, as alterações 

referentes a atresia em folículos pré-antrais ocorrem primariamente no oócito, sendo a 

picnose nuclear o primeiro sinal de atresia (JORIO, MARIANA, LAHLOU-

KASSI,1991; WOOD, MONTALI, WILDT, 1997). A técnica de histologia envolve as 

seguintes etapas: fixação, desidratação, clarificação, infiltração, inclusão, microtomia e 

coloração das lâminas. Em geral, os fixadores mais empregados são: paraformaldeído a 

4% (SILVA et al., 2004a, SILVA et al., 2004b), bouin (CUSHMAN et al., 2001; 

NILSSON, SKINNER, 2002) e carnoy (MATOS et al., 2004). As colorações mais 

empregadas são: hematoxilina-eosina (HE) (VENDOLA et al., 1999; NILSSON e 

SKINNER, 2002) e Ácido Periódico de Schiff-hematoxilina (PAS-hematoxilina) 

(CUSHMAN et al., 2001; SILVA et al., 2004a, SILVA et al., 2004b). Além disso, 

existem diversos trabalhos em que os folículos foram inclusos em resina e, por fim, 
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corados com azul de toluidina (ABIR et al., 1997, WANDJI et al., 1996; YU e ROY, 

1999) ou Giemsa (HEMAMALINI et al., 2003; MATOS et al., 2007). 

4.2. Imunomarcadores para avaliação do tecido ovariano: 

 

4.2.1. NF –kB (factor nuclear kappa B) 

NF-kB é um complexo proteico que desempenha funções como fator de 

transcrição, ele pode ser encontrado em quase todos os tipos de células animais e está 

envolvida na resposta celular a estímulos como o estresse, citocinas, radicais livres, 

radiação ultravioleta, oxidação de LDL e antígenios virais e bacterianos. (GILMORE, 

1999). NF-kB desempenha um papel fundamental na regulação da resposta imunitária à 

infecção. A regulação incorreta de NF-kB tem sido ligada a doenças inflamatórias e 

auto-imunes, choque séptico, infecção viral e também a desenvolvimento imunitário 

impróprio (ALBENSI, MATTSON, 2000; MERCURIO et al. 1999). NF-kB também 

atua na sobrevivência e proliferação celular, apoptose e funcionamento do SNC (XIAO, 

2004; MERCURIO et al.,1999). 

O fator de transcrição NF-kB foi originalmente descrito em linfócitos B maduros 

como sendo responsável pela transcrição do gene da cadeia leve kappa da 

imunoglobulina, de onde advêm seu nome (SEN, BALTIMORE,1986). Durante algum 

tempo, acreditou-se que ele fosse exclusivo de linfócitos B maduros e presente no 

núcleo destas células. Mais tarde, observou-se que o NF-kB, está presente na grande 

maioria das células, no citoplasma, associado a uma proteína inibitória, a Ik-B, dessa 

forma, permanecia inativo a maior parte do tempo (SEN, BALTIMORE,1986). E, 

portanto é um marcador de dano tecidual, sem especificar a origem ou o mecanismo do 

dano.  

 

4.2.2. 4-HNE (4-hidroxinonenal) 

O 4-HNE é um importante marcador biológico que tem sido utilizado em 

diversas pesquisas, pois está associado a mecanismos fisiológicos e patológicos do 

nosso organismo, tais como o câncer, a doenças neurodegenerativas e autoimunes, além 

da inflamação (CHEN et al., 2011; WEBER et al., 2013), sendo um dos indicadores 

mais importantes do processo da peroxidação lipídica, sendo considerado o mais estável 

(UCHIDA, 2003), e por isso sendo usado para a caracterização do dano oxidativo.  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Factor_de_transcri%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Factor_de_transcri%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Citocina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Radical_livre
https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_ultravioleta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Antig%C3%A9nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Choque_s%C3%A9ptico
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O 4-HNE é um metabólito que possui capacidade para se difundir para os 

tecidos circundantes, sendo considerado um mensageiro do processo inflamatório 

(CHEN et al., 2011; KEEBLE et al., 2000; SETA et al., 2013; TYMOFIYEVA et al., 

2007; VENCOVSKY et al., 2003; RAHMAN et al., 2002). O 4-HNE é produzido 

durante o processo inflamatório e pouco se conhece sobre a sua atuação nos elementos 

celulares articulares, mas já se verificou sua atividade quimiotática para células 

inflamatórias que produzem formas reativas de oxigênio e aumentam a concentração no 

líquido sinovial deste metabólito, que conseqüentemente induzem alterações patológicas 

articulares (TYMOFIYEVA et al., 2007).  

 

4.2.3. Nitrotirosina 

A nitrotirosina é um biomarcador de dano protéico utilizado também para a 

caracterização do dano oxidativo (KARIHTALA, 2011). 

Em vários estudos encontramos referências sobre a expressão da Nitrotirosina, 

como elemento presente em diversos tecidos neoplásicos, associados a alto grau de 

malignidade celular, neoangiogênese, isquemia, inflamação, e invasão tecidual (KLOTZ 

et al. 1998; VERHAGEN et al. 2002).  

 

 4.2.4. Ki 67 

O Ki-67 é um marcador localizado no núcleo celular e é bastante utilizado para 

identificar células em proliferação celular, sendo este um anticorpo monoclonal 

(WHITE, SMITH, SMITH, 1994). 

No início da década passada, uma análise detalhada do ciclo celular revelou que 

o antígeno para a proteína Ki67 estava presente no núcleo das células em todas as fases 

do ciclo (G1, S, e G2), inclusive na mitose, entretanto, células quiescentes ou em 

repouso na fase G0 não expressam o Ki67. Devido ao fato do Ki67 estar presente em 

todas as células em proliferação (células normais ou tumorais), após esse estudo, essa 

proteína rapidamente se tornou um excelente marcador para determinar a proliferação 

de uma determinada população celular (SCHOLZEN, GERDES 2000). Atualmente, 

vários autores têm utilizado a expressão do Ki67 para avaliação de proliferação celular 

em tecidos ovarianos (VANACKER et al., 2013). 
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5.  Reimplante do tecido ovariano 

 

Após um período indeterminado de congelamento, o tecido ovariano pode ser 

removido do nitrogênio liquido e reimplantado com o objetivo de recuperar sua 

atividade. De acordo com o tecido e com o organismo que o recebe, o transplante pode 

ser classificado em xenotransplante (quando realizados em espécies diferentes), 

alotransplante (quando ocorre em animais da mesma espécie) e autotransplante (quando 

o doador é o mesmo receptor). O transplante também pode ser classificado de acordo 

com o local anatômico do implante, ortotópico quando se implanta o tecido no mesmo 

sitio de origem, ou heterotópico, quando se implanta o tecido em uma região distinta da 

original (AKAR, OKTAY, 2005). 

Nos anos 50, surgiram diversas pesquisas a respeito da criopreservação e 

transplante de ovários. Em 1956, Parkes mostrou a restauração da função endócrina 

após transplante autólogo de ovário em ratas. Devido à falta de aplicabilidade clínica, 

esse método de preservação da fertilidade ficou somente no campo das pesquisas por 

aproximadamente 30 anos, até que em 1994, Gosden e colaboradores obtiveram sucesso 

restaurando a fertilidade em ovelhas após transplante autólogo de tecido ovariano 

congelado/descongelado e mostrou novas perspectivas, especialmente como estratégia 

para preservar a função ovariana em mulheres com câncer.  

O transplante de tecido ovariano já é uma realidade em clínicas de reprodução 

assistida (OKTAY, TURKCUOGLU, RODRIGUEZ-WALLBERG 2011). Essa técnica 

de reimplante oferece como principais vantagens a restauração da função reprodutiva e 

esteroidogênica da paciente submetida à tratamentos potencialmente esterilizantes por 

motivos diversos. A associação entre a criopreservação e o reimplante tem sido 

realizada em várias espécies. Muitos estudos evidenciaram que as funções dos ovários 

podem ser restabelecidas, incluindo crescimento folicular (DEMEESTERE et al., 2006), 

produção hormonal esteroidal (ANDERSEN et al., 2008; CAMPOS et al., 2011), bem 

como gestações a termo (SALLE et al., 2003) e nascimentos de filhos vivos tanto em 

animais (GOSDEN et al., 1994) como em humanos (DONNEZ et al., 2004; JENSEN et 

al., 2016). Alguns autores já conseguiram com os reimplantes ortotópico e heterotópico 

a restauração da função esteroidogênica, ciclos menstruais normais com gravidez 

espontânea, embriões viáveis por procedimentos de reprodução assistida e nascidos 

vivos (DONNEZ et al., 2004; OKTAY, KARLIKAYA, 2000; CALLEJO et al., 2001; 

RADFORD et al., 2001; DEMEESTERE et al., 2006; SÁNCHEZ-SERRANO et al., 
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2010; ERNST et al., 2010). Aparentemente os principais obstáculos para o sucesso da 

restauração da fertilidade a partir do córtex ovariano congelado/descongelado são: a 

realização de um novo procedimento cirúrgico para o reimplante, o não reimplante de 

células malignas presentes no tecido criopreservado e as aderências e dano isquêmico 

maciço aos folículos até o desenvolvimento da neovascularização (TAO, DEL VALLE, 

2008; LIU et al., 2002). 

A maioria dos folículos que sobrevivem à criopreservação sofre isquemia 

durante o tempo necessário para neovascularização (KUWAYAMA et al., 2005). Desde 

então, o congelamento de tecido ovariano por técnicas de criopreservação têm sido 

motivo de inúmeras pesquisas e existem dados recentes mostrando recuperação 

completa da função gonadal após transplantes de isoenxertos em camundongos, ratos, 

ovelhas, primatas (OEHNINGER, 2005) e humanos (DONNEZ et al., 2004; JENSEN et 

al., 2016), inclusive com nascimento de prole sadia. O reimplante em si, independente 

do congelamento prévio do tecido, parece ser bastante promissor com relação ao 

restabelecimento da função gonadal global, embora os relatos tenham um tempo curto 

de seguimento (SÁNCHEZ et al., 2007). 

O reimplante do tecido criopreservado permite avaliar a neovascularização que 

se desenvolve após o reenxerto, bem como características de viabilidade do tecido 

através da identificação de atividade folicular (proliferação celular), outras avaliações 

relacionadas ao metabolismo celular e até mesmo a avaliação de desfechos reprodutivos 

em mamíferos não humanos.  
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2. Justificativa  
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Os tratamentos utilizados contra o câncer têm resultado em altas taxas de cura e 

sobrevivência, contudo esses tratamentos são extremamente gonadotóxicos levando à 

infertilidade em muitos dos casos (DONNEZ et al., 2013a). Neste sentido, a associação 

entre o reimplante e a criopreservação de tecido ovariano para a geração de óvulos 

viáveis à fertilização in vitro tem sido fortemente sugerida na prática de preservação de 

fertilidade feminina (DONNEZ et al., 2004), neste sentido a identificação de um 

protocolo eficiente de criopreservação, seja de gametas ou tecido ovariano, torna-se 

imprescindível. O sistema OTC tem sido descrito com bons resultados em caprinos 

(CARVALHO et al., 2013), é prático e de fácil manejo.  

Dessa forma, os experimentos propostos neste projeto visam avaliar a eficiência 

deste protocolo de congelamento em tecido ovariano murino em comparação a outros 

dois protocolos já utilizados, com objetivo translacional para a criopreservação de 

tecido ovariano humano.  
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3. Objetivos  
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3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o impacto da criopreservação sobre a viabilidade do tecido ovariano 

murino vitrificado por três diferentes protocolos, dentre eles o sistema OTC (Ovarian 

Tissue Cryosystem). E avaliar o impacto do reimplante heterotópico do tecido ovariano 

murino fresco e descongelado pelos mesmos protocolos sobre a sua viabilidade.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar o tecido ovariano murino fresco e criopreservado, antes e após o 

reimplante heterotópico retroauricular, quanto a:  

 

 Morfologia histológica através da análise por coloração de HE. 

 Dano oxidativo analisando-se a imunomarcação pelo 4-HNE e nitrotirosina. 

 Proliferação celular pela imunomarcação do Ki67 e 

 Dano tecidual pela imunomarcação de NFkB.  
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4. Materiais e Métodos 
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4.1 Aspectos Éticos 

Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto-USP (CETEA, FMRP), sob o PROTOCOLO: 

222/2014 e à Comissão de Pesquisa do Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da 

FMRP-USP. 

 

4.2 Desenho do Estudo 

Foi realizado um estudo experimental em modelo animal, com amostras de 

tecido ovariano murino obtido de camundongos fêmea, da raça C57BL/6, do biotério 

central. O estudo foi realizado no laboratório de cirurgia experimental da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto (USP), no laboratório de Ginecologia e Obstetrícia do 

Departamento de Ginecologia e Obstetrícia do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo e no laboratório de patologia 

da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 

 

4.2.1 Delineamento experimental 

Neste estudo foram incluídas 48 camundongos fêmea, com idade entre 6 e 8 

semanas, às quais foram subdivididas em 4 grupos experimentais sendo eles: protocolo 

murino (PrM); protocolo humano (PrH); sistema OTC (PrOTC) e ao mesmo tempo o 

grupo frescos (GF) utilizado como controle, sendo que na etapa 1 foi realizada a 

avaliação da criopreservação sobre a viabilidade do tecido ovariano murino, pelos três 

protocolos de vitrificação. E na etapa 2 foi realizado a avaliação do impacto do 

reimplante sobre a viabilidade no tecido ovariano murino fresco e descongelado, após 

15 e 30 dias, pelos mesmos protocolos de vitrificação (Figura 2). 

 

4.2.1.1 Variáveis analisadas 

Verificou-se a morfologia e a viabilidade do tecido ovariano de camundongos 

nos grupos controle, protocolo murino, protocolo humano e o sistema OTC, quanto ao 

dano oxidativo (nitrotirosina e HNE), dano tecidual em geral (NF-kB) e  proliferação 

celular (Ki-67) nos tempos 0 e após 15 e 30 dias da realização do transplante. 
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Figura 2. Delineamento experimental. 

 

4.3 Preparo das amostras de tecido ovariano 

Os animais foram submetidos à ovariectomia bilateral conforme será descrito 

mais adiante. Os ovários coletados foram lavados em solução de KSOM tamponado 

com HEPES (SUMMERS et al., 1995) suplementado com BSA (0,5%). Os animais 

foram posteriormente mantidos em gaiolas em número de 4 a 6 animais, com 

alimentação e água ad Libitum para receber o enxerto do tecido criopreservado. 

Em seguida, os fragmentos ovarianos foram criopreservados ou transplantados 

frescos, no mesmo animal (grupo fresco).  

Na etapa 1, imediatamente após a ovariectomia completa, alguns dos fragmentos 

de tecido ovariano foram destinados para as análises de histologia clássica (grupo 

fresco) (Figura 3). 



54 

 

 
Figura 3. Retirada do ovário do reimplantado após 30 dias. (A) Camundongos fêmea, da raça C57BL/6 

com reimplante após 30 dias. (B, C e D) Corte realizado na parte retroauricular, para exposição do ovário. 

(E) Ovário reimplantado foi visualizado. (F) Ovário foi retirado e fixado em formol para realização da 

imunohistoquimica. 

 

4.4 Vitrificação /desvitrificação do tecido ovariano 

Foram realizados três protocolos de vitrificação simultaneamente. Sendo que o 

primeiro descrito por Migishima e colaboradores (2003), utilizado para criopreservação 

de tecido ovariano murino. O segundo protocolo foi descrito para vitrificação de tecido 

ovariano humano descrito por Suzuki e colaboradores (2012), cuja utilização por 

Kawamura e colaboradores (2013) permitiu o nascimento de uma criança saudável após 

transplante. E o terceiro protocolo o tecido ovariano murino será vitrificado pelo 

sistema OTC, inclusive com a utilização deste recipiente específico conforme descrito 

por Carvalho e colaboradores (2013). (Figura 4). 

4.4.1 Protocolo murino 

Para a vitrificação de acordo com o protocolo descrito por Migishima e 

colaboradores (2003), os ovários foram expostos inicialmente a uma solução de 

equilíbrio constituída de meio MEM contendo DMSO (1M) à temperatura ambiente. 

Em seguida, 5µL de meio contendo os ovários foram transferidos para criotubos de 
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1mL em gelo a 0°C por 5 minutos. Então, 95µl de DAP (adaptado) foram adicionados 

em cada criotubo e, em seguida, estocados em nitrogênio líquido.  

Para o descongelamento, os criotubos foram retirados do nitrogênio líquido e 

colocados à temperatura ambiente (37°C) por 30 segundos. Foram colocados 900µL de 

meio MEM contendo 0,25M de sacarose para a solução de descongelamento, 

perfazendo um total de 1mL no criotubo. 

4.4.2 Protocolo humano 

Para a vitrificação de acordo com o protocolo descrito por Suzuki e 

colaboradores (2012) os fragmentos ovarianos foram expostos inicialmente por 10 

minutos em meio H199 suplementado com 20% de soro sintético substituto (SSS) e 

1,61M de EG, transferido para o mesmo meio contendo 20% de SSS e 3,22M de EG por 

10 minutos e, em seguida, exposto por 5 minutos ao meio H199 contendo 20% de SSS, 

5,64M de EG, 5% de polivinilpirrolidona (PVP) e 0,5M de sacarose. Por fim, os 

fragmentos foram colocados em palhetas e imersos em nitrogênio líquido.  

Após a crioestocagem, as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 35°C 

por 10 segundos e os tecidos transferidos para 1mL de meio H199 contendo 20% de 

SSS e 0,8M sacarose pré-aquecido a 37°C. Em seguida, foi realizada uma lavagem 

neste mesmo meio contendo 0,4M de sacarose e duas lavagens de 5 minutos cada em 

meio sem sacarose. 

4.4.3 Sistema OTC 

Na vitrificação por OTC (CARVALHO et al., 2013) (Figura 4) os fragmentos de 

tecido ovariano foram expostos às soluções de vitrificação dentro da própria cápsula, 

sendo inicialmente expostos por 4 minutos à uma solução de Meio Essencial Mínimo 

(MEM) suplementado com 10mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 0,25M de 

sacarose (SAC), 10% de etilenoglicol (EG – Dinâmica Química, Diadema-SP, Brasil) e 

10% de dimetilsulfóxido (DMSO – Dinâmica Química, Diadema-SP, Brasil). Em 

seguida, a solução foi substituída por outra, cuja composição foi semelhante, com 

alteração apenas na concentração dos agentes crioprotetores (20% EG e 20% DMSO). 

Após 1 minuto a solução de vitrificação foi removida e o OTC contendo o tecido 

ovariano foi fechado e imerso em nitrogênio líquido.  

Após a crioestocagem, os OTCs foram aquecidos à temperatura ambiente 

(~25°C) por 1 minuto e, em seguida, imersos em banho-maria (37°C) por 30 segundos. 

Posteriormente, os crioprotetores foram removidos utilizando três lavagens sucessivas, 
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com duração de 5 minutos cada, em meio MEM contendo BSA (10mg/mL) e 

concentrações decrescentes de sacarose (0,5; 0,25 e 0M). 

 

 
Figura 4: Ovarian Tissue Cryosystem: Novo dispositivo em aço inoxidável para procedimento de 

vitrificação de tecido ovariano caprino. (A) OTC aberto, permitindo a visualização das três partes 

constituintes: base (a), insert (b) tampa (c). Notar as perfurações na parte superior do insert para facilitar a 

colocação e remoção de soluções. (B) Exposição do ovário à solução de vitrificação na base do OTC. (C) 

A inclusão do insert na base do OTC permite a manipulação asséptica do insert. (D) Fechamento da base 

com a tampa do OTC. (E) Crioestocagem do OTC contendo a amostra (CARVALHO et al., 2013). 

 

4.4. Ovariectomia total bilateral e reimplante do tecido ovariano 

Os animais foram anestesiadas utilizando Quetamina e Xilasina (50mg/mL), 

0,4mg/g por peso corporal, i.p). Em seguida foi realizada uma incisão de 0,5cm através 

da parede abdominal para identificação dos cornos uterinos e permitir a identificação do 

tecido ovariano, sendo realizada então a ovariectomia bilateral. Os ovários inteiros, à 

fresco ou após congelamento e descongelamento, de cada animal foram reimplantados; 

com exceção do grupo OTC em que os fragmentos eram congelados vários no mesmo 

recipiente, cada animal recebeu enxerto autólogo, ou seja, o próprio ovário de volta.  

O reimplante foi realizado na região retroauricular, bilateral (um ovário de cada 

lado), com uma incisão semi-circular de cerca de 3-5mm, com a colocação do tecido 

sem fixação. Para facilitar a identificação no tecido enxertado no momento da remoção 
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o local foi marcado com ponto de nylon 6-0. A sutura local foi feita em um único plano 

também como monocryl 4-0. Após 15 ou 30 dias do transplante os camundongos foram 

eutanasiado, para retirada dos fragmentos enxertados. O mesmo foi realizado para os 

tecidos vitrificados, pelos três protocolos distintos, sendo que após 3 a 7 dias do 

congelamento as amostras foram aquecidas e fixadas para a análise na Etapa 1 ou foram 

reimplantadas (Etapa 2) (Figura 2). 

As paredes das incisões foram fechadas utilizando fio 5/0 (Ethicon, Somerville, 

NJ, USA) e a incisão da pele fechada utilizando fio de nylon. Antes dos animais 

regressarem à consciência foi realizada a analgesia utilizando carprofeno (5mg/kg, ip, 

Rimadyl, Dundee, RU) para fornecer alívio da dor pós-cirurgia. 

 

4.5. Análise dos protocolos de criopreservação e do tecido ovariano transplantado 

4.5.1 Técnica de imunohistoquimica 

 As amostras de tecido ovariano foram fixadas em formol 10% (para prevenir 

autólise e manter a estrutura celular) e incluídas em parafina. Em seguida foram 

realizados cortes seriados com espessura de 4µm, uma lâmina foi corada com 

HE (hematoxilina e eosina) e as outras utilizadas para a imunohistoquimica. 

 Os cortes foram estendidos em lâminas de vidro do tipo silanizadas, para 

aumentar da aderência entre o corte tecidual e a lâmina. 

 Para detecção dos marcadores foram utilizados os anticorpos primários da Cell 

Signaling Technology (Danvers, MA, USA) NF-kB, 4HNE, Ki67 e 

Nitrotirosina, conforme descrito na tabela 1 

 As lâminas contendo os cortes dos tecidos foram desparafinizadas na estufa 

overnigth e imersas em xilol I e xilol II por 10 minutos cada, e em seguida, 

foram submetidas a duas imersões em cada álcool 95%, 90%, 80%, e 70% 

simultaneamente e lavados em água corrente. 

 Após essa etapa, foi realizada a recuperação antigênica, em que as laminas 

foram incubadas em tampão citrato ph 6,0, pré aquecido de 95 a 99°C, por 40 

minutos em uma panela de vapor. Logo após as lâminas foram resfriadas por 15 

minutos em temperatura ambiente e lavadas em solução salina tamponada (PBS) 

por duas vezes. 

 A partir dessa etapa todos os procedimentos foram realizados em câmara úmida 

e foram utilizados os reagentes do kit REVEAL Polyvalent HRP-DAB Detection 
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System, da Spring Bioscience (Pleasanton, CA, USA) de acordo com as 

recomendações do fabricante. As amostras foram, então, delimitadas com caneta 

hidrofóbica, e em seguida os cortes foram incubados com solução bloqueadora 

de peroxidase endógena por 15 minutos.  

 Após a revelação, os cortes foram lavados em água corrente, contra corados com 

hematoxilina e lavados em água amoniacal. 

 Por fim os cortes foram desidratados em uma serie de concentrações graduais de 

álcool e xilol. 

 A montagem das lâminas foi feita com a utilização de Permount (Fisher 

Scientific, Pitisburgh, PA, USA) e lamínulas.  

 

Tabela 1. Marcadores e suas respectivas diluições, marca do kit e controle utilizados na 

imunohistoquimica. 

Marcador Diluição Marca kit Produzido Número 

catálago 

Controle 

NF-kB 1:50 Cell 

signaling 

Coelho D14E12 Estômago 

4HNE 1:50 Cell 

signaling 

Coelho ab46545 Estômago 

Ki67 1:100 Cell 

signaling 

Rato D3B5 Mama 

Nitrotirosina 1:50 Cell 

signaling 

Rato ab7048 Estômago 

 

 

 

4.6 Análise Estatística 

Os resultados foram obtidos com o auxilio do software SAS® 9.4, onde foram 

utilizados o teste qui-quadrado para verificar a distribuição entre os grupos, tempos ou  

imunomarcadores, sendo que o nível de significância adotado foi p<0,05. 
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5. Resultados 
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5.1. ETAPA 1- Efeito dos diferentes protocolos de vitrificação:  

Os grupos dos protocolos OTC e murino foram os que apresentaram melhor 

desempenho em relação à proliferação celular (Ki-67) (Figura 5A). Não houve diferença 

entre os grupos em relação à quantidade de folículo degenerados entre os grupos de 

tecido descongelado e o tecido fresco. Entretanto, estes mesmos protocolos 

apresentaram graus variados de dano oxidativo quando analisados pela imunomarcação 

de nitrotirosina, aonde o protocolo OTC teve maior marcação do que o tecido fresco 

(Figura 5C), portanto maior dano, e o protocolo murino teve maior marcação em relação 

ao HNE em comparação com os demais protocolos (Figura 5B). Não houve nenhuma 

diferença na marcação do NF-kB entre os grupos descongelados (Figura 5D).  

 

Figura 5. Avaliação da imunohistoquímica no tecido ovariano após criopreservação 

entre os diferentes grupos. 

 
Legenda: GF= grupo fresco; PrH= protocolo humano; PrM=protocolo murino; PrOTC= protocolo OTC. 

(A) GF=PrH; GF<(PrOTC=PrM); PrH<(PrOTC=PrM) p<0,001; (B) (GF=PrH=PrOTC)<PrM p<0,01; (C) 

GF<PrOTC p=0,04 (D) Não houve diferença significativa p>0,05; (*) p<0,05. 
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5.2. ETAPA 2- Efeito do reimplante associado ou não à criopreservação:  

Ao se avaliar a viabilidade, com base na proliferação celular, e o dano tecidual 

pelos marcadores HNE, nitrotirosina e NF-kB, comparando-se o tecido ovariano 

imediatamente após a ooforectomia com  as amostras frescas após 15 e 30 dias do 

reimplante, verificou-se que não houve diferença do tecido reimplantado fresco em 

relação aos reimplantados, com exceção da nitrotirosina que apresentou-se mais 

expressa após 30 dias de reimplante (p=0,0013) (Figura 6).  

 

Figura 6. Avaliação da imunohistoquimica no tecido ovariano em relação ao grupo 

fresco no tempo 0, 15 e 30 dias do reimplante. 

 
Legenda: GF= Grupo fresco; F15= Grupo fresco após 15 dias de reimplante; F30=Grupo fresco após 30 

dias de reimplante. (A) Não houve diferença significativa p<0,05; (B) Não houve diferença significativa 

p<0,05; (C) GF<F30 p=0,001 (D) Não houve diferença significativa p>0,05; (*) p<0,05. 
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Resultados semelhantes foram observados para o protocolo OTC, embora o 

tecido após descongelamento sem reimplante (PrOTC t0) tenha apresentado taxas de 

proliferação celular maior que o controle fresco (Ki-67; p<0,0001), e também maior 

dano oxidativo (nitrotirosina; p=0,018). Esta menor marcação do tecido fresco para o 

Ki-67 e maior marcação para o HNE do tecido fresco também foi observada com 

relação ao tempo zero após descongelamento do tecido murino (p<0,0001 e p=0,0026, 

respectivamente); neste, entretanto, houve menor proliferação celular e maior dano 

tecidual após 15 (p=0,0012) e 30 (p=0,0078) dias de reimplante em relação ao pós-

descongelamento imediato, sendo semelhantes entre estes dois últimos (PrM t15= PrM 

t30). O protocolo humano, quando analisado pela imunomarcação do HNE e da 

nitrotirosina, apresentou dano progressivo do tecido após o reimplante em relação ao 

fresco e ao descongelamento imediato, porém sem progressão do dano entre 15 e 30 

dias (Figura 7). Não houve diferença na marcação do Ki-67 e do NF-kB entre os tempos 

do protocolo humano.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

Figura 7. Proliferação celular (Ki-67) e dano tecidual (nitrotirosina, HNE e NF-kB) nos 

três protocolos (PrM, PrOTC e PrH) analisados à fresco, após o descongelamento e após 

o reimplante retroauricular. 

 
Legenda: GF= grupo fresco; t0= Protocolo criopreservado; t15= Protocolo após 15 dias de reimplante; 

t30= Protocolo após 30 dias de reimplante; (A) PrM e PrOTC= GF<t0 p<0,0001 e t0>t15 e t30 p<0,0001;  

(B) PrM= GF>t0 p=0,002; PrH= (GF=t0)<t30 p<0,005; (C) PrOTC= (t0=t15=t30)<GF p<0,01; 

(GF=t0)<t15 e t30 p<0,003; (D) Não houve diferença significativa p>0,05; (*) p<0,05. 
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Na comparação entre os protocolos nos diferentes tempos verificou-se que após 

15 dias de reimplante a proliferação celular era igual entre os grupos, inclusive o fresco 

sem reimplante, indicando boa viabilidade tecidual (Ki-67; p=0,35) (Figura 8A). Esse 

dado é corroborado pelo número de folículos degenerados que também foi semelhante 

entre os grupos (p=0,31).  

Já com relação ao dano tecidual sofrido pelo tecido após 15 dias do reimplante, 

verificamos que o HNE e o NF-kB não foram diferentes entre os grupos (p=0,63  e 

p=0,67 respectivamente) (Figura 8B e D). Já nitrotirosina foi mais sensível ao detectar 

alterações de dano tecidual, sendo que o protocolo humano e PrOTC tiveram maior 

marcação em relação ao tecido fresco, embora esta diferença não ocorra com relação ao 

tecido fresco reimplantado após 15 dias (Figura 8C).  

 

Figura 8. Avaliação da imunohistoquímica no tecido ovariano entre os diferentes 

grupos após criopreservação e 15 dias de reimplante. 

 
Legenda: GF= grupo fresco; F15= Grupo fresco após 15 dias de reimplante; PrH15= Protocolo humano 

após 15 dias de reimplante; PrM15= Protocolo murino após 15 dias de reimplante; PrOTC15= Protocolo 

OTC após 15 dias de reimplante. (A) Não houve diferença significativa p>0,05; (B) Não houve diferença 

significativa p>0,05; (C) GF<(PrOTC15=PrH15) p<0,01; (D) Não houve diferença significativa p>0,05; 

(*) p<0,05. 
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Entretanto, esta diferença não se refletiu no grau de proliferação celular, uma vez 

que a imunomarcação do Ki-67 foi semelhante entre os grupos e em comparação com o 

controle fresco (Figura 9A). Nesta mesma avaliação, houve diferença na intensidade do 

dano tecidual entre os diferentes protocolos, sendo que o protocolo humano apresentou 

a maior marcação de HNE e nitrotirosin, já os grupos murino e OTC manifestaram 

maior dano oxidativo apenas pela intensidade de nitrotirosina e de HNE superior à do 

tecido fresco (Figura 9C e B). Não houve diferença na imunomarcação do NF-kB entre 

os grupos (Figura 9D). 

 

Figura 9. Avaliação da imunohistoquímica no tecido ovariano entre os diferentes 

grupos após criopreservação e 30 dias reimplante. 

 
Legenda: GF= grupo fresco; F30= Grupo fresco após 30 dias de reimplante; PrH30= Protocolo humano 

após 30 dias de reimplante; PrM30= Protocolo murino após 30 dias de reimplante; PrOTC30= Protocolo 

OTC após 30 dias de reimplante. (A) Não houve diferença significativa p>0,05; (B); GF<PrH30 

p=0,005;(C) GF<(F30=PrH30=PrOTC30) p<0,001; (D) Não houve diferença significativa p>0,05; (*) 

p<0,05. 
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6. Discussão 
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Este estudo avaliou o impacto de diferentes protocolos de vitrificação sobre a 

vitalidade do tecido ovariano criopreservado. Para esta finalidade em um primeiro 

momento analisou-se marcadores de proliferação celular e ao mesmo tempo de dano 

tecidual imediatamente após o descongelamento do tecido, com objetivo de identificar 

qual protocolo melhor mantém a vitalidade das células com o mínimo dano possível. E 

num segundo momento buscou se avaliar a manutenção da capacidade funcional do 

tecido ovariano descongelado e reimplantando nos animais de origem, observando-se a 

manutenção ou não da capacidade do folículo em proliferar e se desenvolver e no grau 

de dano tecidual após o reimplante. Desta maneira procurou-se diferenciar o dano 

secundário ao congelamento, do dano secundário ao próprio enxerto.  

Ao se avaliar exclusivamente o congelamento, através da marcação pelo Ki-67, 

que representa a capacidade de proliferação celular do tecido, verificamos que o PrOTC 

e o PrM foram os que apresentaram maior marcação, sendo esta inclusive maior que do 

próprio tecido fresco. A primeira ideia foi a de que haveria alguma inadequação com 

relação às amostras frescas, sendo que estas deveriam ser as com maior atividade 

proliferativa por encontrarem-se “in natura”, sem intervenção que causasse injúria.  

Entretanto, dados de Tanaka e colaboradores (2018) mostraram uma taxa média de 

proliferação do tecido ovariano avaliado pela marcação do Ki-67 de cerca de 1,55 a 

3,04% dos folículos totais, ou seja, baixa atividade proliferativa dos folículos, 

semelhante ao que identificamos no grupo fresco, sem intervenção, neste estudo. A 

baixa marcação do Ki-67 no tecido fresco pode ser explicada pelo fato de que o 

antígeno da proteína Ki67 está presente no núcleo das células em todas as fases do ciclo 

(G1, S, e G2), inclusive na mitose, porém nas células quiescentes ou em repouso (fase 

G0) não expressam esta protéina (SCHOLZEN, GERDES 2000); sendo assim os 

folículos do protocolo fresco poderiam estar em repouso e não necessariamente com 

viabilidade comprometida, até porque os resultados dos marcadores de dano oxidativo 

(HNE e nitrotirosina) e de dano celular em geral (NF-kB) apresentam-se semelhantes 

entre os grupos fresco e criopreservados no tempo zero pós-descongelamento.  

A marcação folicular com Ki-67 neste estudo foi identificada tanto em oócitos 

quanto em células da granulosa. As células da granulosa folicular têm sido apontadas 

como um dos principais marcadores de vitalidade folicular, uma vez que são muito mais 

sensíveis do que o próprio oócito quando submetidas a condições de estresse. Acredita-

se que o dano aos folículos quiescentes no ovário em situações de quimioterapia 

ocorreria muito mais por agressão e dano às células somáticas foliculares do que ao 
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próprio oócito, o que indiretamente inviabilizariam a sobrevida do folículo (MEIROW 

et al., 2008). Neste sentido, outra explicação para uma maior proliferação nos grupos 

PrOTC e PrM seria o aumento acentuado de folículos em atividade proliferativa por um 

efeito conhecido como “Burn Out”, o qual supõe que a retirada do tecido ovariano de 

seu ambiente nativo, aonde ele está sob efeito de substâncias inibitórias para 

manutenção do pool de reserva folicular quiescente, promoveria o recrutamento e 

ativação maciça dos mesmos e secundariamente a queima precoce da população 

folicular (ABIR et al., 2017). Este processo poderia ser justificado neste caso por uma 

ineficiência da vitrificação em manter o estado “latente” do tecido durante a 

criopreservação. Corroborando esta teoria, estes dois protocolos, murino e PrOTC, 

foram os que apresentaram indícios de maior dano tecidual pelos marcadores HNE, no 

caso do protocolo murino, e nitrotirosina no caso do PrOTC, quando comparados ao 

tecido fresco pré-reimplante. 

O efeito do reimplante em si, pôde ser testado pelo enxerto heterotópico de 

amostra ovariana fresca, imediatamente após a ooforectomia, reavaliada após os 

mesmos 15 e 30 dias do reimplante. Verificou-se que a proliferação celular foi 

semelhante entre os tempos, quando avaliada pelo Ki-67, bem como a marcação para o 

dano tecidual pelos três marcadores utilizados (HNE, nitrotirosina e NF-kB), exceto 

pela amostra à fresco com 30 dias de reimplante que apresentou elevação da marcação 

pela nitrotirosina, sem aumento do número de folículos degenerados. Estes resultados 

sugerem uma boa resposta do tecido em curto prazo após o reimplante e algum dano no 

tecido após 30 dias, podendo demonstrar a dificuldade na manutenção da funcionalidade 

do tecido após um enxerto.  

Vários fatores influenciam no funcionamento de um tecido enxertado, seja este 

transplante autólogo ou heterólogo. Todas as amostras deste estudo, tanto tecido fresco 

quanto criopreservado, teve o reimplante realizado no próprio animal, exceto no PrOTC 

(autotransplante), o que minimiza o risco de reação e agressão ao tecido. E o tipo de 

reimplante realizado foi o heterotópico, quando se implanta um tecido em uma região 

distinta àquela da região doadora. Entretanto, para uma “pega” adequada do enxerto há 

demanda de boa vascularização, sendo este um grande obstáculo no transplante de 

tecido ovariano, pois gera perda folicular imediatamente após o enxerto, possivelmente 

devido à lenta neovascularização que leva à isquemia (ABRIR et al., 2017). 

Em 2011 Abrir e colaboradores transplantaram fragmentos ovarianos humanos 

para o músculo das costas de camundongos imunossuprimidos, porém o número de 
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folículos recuperados após o enxerto foi limitado e o número de folículos atrésicos 

aumentou. (ABRIR et al., 2017; ABRIR et al., 2011). Já Yang e colaboradores (2006) 

mostraram sinais de desenvolvimento folicular em 100% dos ovários criopreservados e 

transplantados para a cápsula renal de camundongos.  Neste estudo optamos pelo 

reimplante retroauricular pela facilidade técnica no procedimento de reimplante e 

também baseado em resultados prévios descritos por (WIETCOVSKY, et al., 2018) que 

evidenciaram boa vitalidade do tecido enxertado, resultados estes reproduzidos em 

nosso estudo no grupo de tecido fresco. 

Ao se avaliar o impacto do reimplante sobre as amostras de tecido após o 

descongelamento ao longo do tempo verificou-se que a proliferação celular foi 

semelhante entre os protocolos após 15 dias, sendo inclusive igual ao tecido fresco 

cultivado, indicando boa viabilidade celular em todos; resultado semelhante foi 

observado em relação ao reimplante após 30 dias. Estes dados estão de acordo com os 

reportados por Candy, Wood e Whittingham (1995) em que foi observada a 

sobrevivência de todos os fragmentos de tecido ovariano reimplantados após o emprego 

de protocolo de criopreservação lento em camundongos.   

Scalercio (2015) e por Luyckx (2015) e seus colaboradores demonstram que  a 

expressão de Ki67 em folículos em crescimento (primário, secundário e antral) refletiu a 

habilidade desses folículos em continuarem seu desenvolvimento e poderem assumir 

um estado folicular saudável. Scalercio (2015), que também avaliou tecido ovariano 

após a criopreservação, demonstrou que a análise com Ki67 mostrou marcação nas 

células da granulosa indicando que a capacidade proliferativa permaneceu ativa, 

independente da criopreservação (tecido fresco ou vitrificado).   

Em outro estudo publicado por Luyckx e colaboradores (2013), a porcentagem 

de proliferação celular positiva em tecido ovariano criopreservado após o 

descongelamento imediato foi de 1,03%, ou seja, baixo, como reportado neste estudo 

para os tecidos frescos e de protocolo humano, com aumento das taxas de proliferação 

para 17,30% após o enxerto (LUYCKX et al., 2013). Estes dados sugerem uma 

retomada da proliferação celular após o reimplante do tecido, que parece ser iniciada de 

maneira intensa, novamente aqui poderíamos atribuir a um efeito “burn out” sobre este 

tecido. Em estudo anterior de nosso grupo verificou-se o aumento da proporção de 

folículos secundários e redução do número de folículos primários após sete dias de 

cultivo do tecido ovariano fresco ou após a vitrificação, sem que o congelamento 

prejudicasse este desenvolvimento (CAMPOS, 2012. Dados não publicados).  Esse 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wietcovsky%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29542884
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efeito “Burn out” seria muito mais um produto do reenxerto do que do congelamento 

em si, uma vez que não houve diferença na taxa de proliferação celular entre os grupos 

fresco e todos os reimplantados após 15 dias e tampouco após 30 dias, exceto pelo 

protocolo humano que teve uma redução do Ki-67 após 30 dias de reimplante.  

Também Ao se avaliar longitudinalmente a proliferação celular dentro de um 

mesmo grupo, ou seja, o tecido fresco e descongelado em cada protocolo ao longo do 

tempo (t0, t15 e t30), verifica-se que os PrOTC e murino fazem um pico da atividade 

proliferativa no pós descongelamento imediato (t0) a qual se reduz ao longo do tempo, 

mas sem diferença com o tecido fresco cultivado nos mesmos tempos, sugerindo que o 

estado proliferativo intermediário é que seria o mais próximo do fisiológico. Desta 

maneira, verifica-se que há adequada preservação dos tecidos, com os diferentes 

protocolos, com boa viabilidade após criopreservação e reimplante, principalmente dos 

tecidos vitrificados com protocolo murino e PrOTC em relação aos reimplantes. Por 

mais que haja um eventual efeito “Burn out” nos primeiros momentos pós 

descongelamento, este processo é recuperado e a viabilidade se mantém após 15 e 30 

dias do reimplante. Estes resultados se assemelham ao encontrado por Lee e 

colaboradores (2005) que obtiveram sucesso no transplante de tecido ovariano fresco 

(73%) e criopreservado (62%) de ratas estudadas  

A manutenção da capacidade proliferativa verificada após a vitrificação não 

garante ausência de dano destes procedimentos sobre a amostra preservada, e de fato, 

apesar da aparente conservação adequada do tecido pôde-se medir algum grau de dano 

oxidativo após o reimplante nos tecidos criopreservados. O protocolo murino manteve 

marcação igual à do grupo fresco para todos os marcadores de dano tecidual, sugerindo 

ser este o protocolo com menor impacto sobre o tecido, tanto após 15 como após 30 dias 

do reimplante. O PrOTC apresentou marcação maior que o tecido fresco após 15 dias e 

30 dias de reimplante na avaliação pela nitrotirosina, porém sem alteração dos demais 

marcadores. Já o protocolo humano apresentou sinais de dano tecidual após 15 (de 

acordo com a marcação pela nitrotirosina) e após 30 dias (pela marcação da nitrotirosina 

e HNE), além de menor Ki-67 como já descrito acima. Sendo assim, neste estudo, 

apesar do reimplante de tecido fresco não sugeri impacto significativo deste 

procedimento sobre a vitalidade do tecido, quando este é realizado após a 

criopreservação há uma somatória de efeitos nocivos sobre a amostra que impacta no 

produto final.  
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Os marcadares escolhidos para a identificação de dano celular foram utilizados 

por outros autores (KLOTZ et al. 1998; VERHAGEN et al. 2002). Neste estudo a 

nitrotirosina mostrou-se um marcador mais sensível para a identificação de dano celular, 

mesmo que sem grande impacto sobre a sobrevida dos folículos. Na avaliação das 

amostras após 15 dias do reimplante verificamos que somente a nitrotirosina foi capaz 

de identificar algum impacto negativo da vitrificação sobre as amostras, sendo este 

marcador mais expresso nos tecidos dos protocolos humano e PrOTC em relação ao 

fresco pré-reimplante; entretanto, tratou-se, provavelmente de dano leve, uma vez que 

não houve diferença nesta marcação ao se comprar o tecido fresco também 

reimplantado após 15 dias.  A nitrotirosina é um biomarcador de dano protéico utilizado 

também para a caracterização do dano oxidativo (KARIHTALA, 2011), inclusive em 

um outro estudo deste  o mesmo autor observou-se uma correlação entre o  4-HNE e a 

nitrotirosina com a progressão do dano oxidativo (KARIHTALA, 2006). Já o NF-kB 

tem sido reportado mais como um marcador de dano oxidativo menos específico e tem 

sido associado em vários estudos à carcinogênese tecidual (HAI PING et al., 2016; 

ZHAO et al., 2015). 

Segundo Isachenko e colaboradores (2006) a vitrificação pode causar alterações 

na morfologia dos folículos, resultando na sua incapacidade de manter uma taxa 

adequada de crescimento durante a cultura in vitro. Recentemente, um estudo mostrou 

que a vitrificação de folículos murinos levou à interrupção das comunicações 

intercelulares entre as células da granulosa e oócitos e retração oocitária (NASRABADI 

et al., 2015), o que pode interferir negativamente no crescimento folicular. O próprio 

processo de vitrificação pode ser uma das principais razões para a insuficiência na 

preservação de tecido ovariano, a contaminação com nitrogênio liquido com 

microorganismos e formação de cristais de gelo no interior da células podem trazer 

dano direto sobre a estrutura celular dos oócitos e células somáticas foliculares. Além de 

todos estes fatores as altas concentrações de crioprotetores, empregadas nesta técnica 

para a minimização do dano durante o processo de resfriamento na criopreservação, 

pode ser um problema. Neste estudo foram testados três protocolos de vitrificação 

distintos que se diferenciam basicamente pelo tipo e/ou concentração de crioprotetores 

utilizados, além do sistema OTC de armazenamento das amostras.  

Os crioprotetores impactam de maneira distinta sobre o tecido a ser congelado. 

Um estudo realizado na espécie bovina, utilizando diferentes crioprotetores (EG, 1,2-

propanodiol, DMSO e glicerol) mostrou que o EG nas concentrações de 1,5 e 3,0 M, 
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reduziu o percentual de folículos normais (LUCCI, et al. 2004). Neste estudo foi 

utilizado EG no PrH e no PrOTC, sendo que no PrOTC foram utilizadas doses baixas e 

no PrH doses sequencialmente altas. O PrH apresentou piores taxas de proliferação 

celular e maior dano oxidativo em comparação aos outros grupos, acreditamos que esse 

resultado se deva à ação tóxica desse crioprotetor em altas doses. Já o uso de DMSO 

tem resultados bastante contraditórios, enquanto alguns autores relatam baixa taxa de 

recuperação oocitária e degeneração folicular (KIM et al., 2006; CECCONI et al., 

2004), outros relatam retomada da ciclicidade hormonal e da fertilidade com obtenção 

de gestação natural após o reimplante independente da dose utilizada (DEMEESTERE 

et al., 2006). Ele foi utilizado nos PrM e nos PrOTC, sendo que o protocolo murino foi 

o que apresentou menor impacto sobre a vitalidade do tecido, seguido pelo PrOTC. A 

sacarose, por sua vez, é utilizada com frequência na criopreservação por agir como um 

tampão osmótico e ajudar na removoção do crioprotetor intracelular (MANDELBAUM 

et al., 1988), esta  foi utilizada apenas no PrOTC nesse trabalho, o qual apresentou 

melhores taxas de  proliferação celular no folículo em relação ao outros grupos; fica, 

entretanto, a dúvida, se esta proliferação acelerada no t0 pós descongelamento no 

PrOTC foi consequente ao “Burn out”, e neste caso o protocolo não foi adequado para 

manter o repouso do tecido durante a criopreservação, ou se a alta atividade do tecido 

traduziu boa vitalidade. 

Neste estudo objetivou-se testar o OTC como sistema para a criopreservação de 

tecido ovariano murino, dado sua praticidade. Embora observássemos um aumento da 

proliferação celular, podemos observar também um aumento de dano oxidativo nos 

folículos do PrOTC após criopreservação, resultado semelhante a vários trabalhos onde 

foi relatada uma diminuição nas taxas de folículos pré-antrais após a vitrificação 

(OSKAM, ASADI, SANTOS, 2010), esses resultados também foram encontrado por 

outros autores independente do protocolo de criopreservação aplicado (ISACHENKO et 

al., 2007; HUANG et al., 2008; ZHOU et al., 2010; CARVALHO et al., 2011). Tal 

diminuição pode ser causada pelo estresse osmótico ao qual as células são expostas 

durante a vitrificação (VAJTA et al., 1998), toxicidade de crioprotetores (AYE et al., 

2010), comprometimento da membrana basal (GHETLER et al., 2006), outras 

alterações no nível iônico (GUALTIERI et al., 2011) ou molecular (DAVID et al., 

2011) e vacuolização da ooplasma (OSKAM, ASADI, SANTOS, 2010). Porém em 

2013 Oliveira e colaboradores observaram que a técnica OTC foi mais eficiente que as 

técnicas convencionais quando avaliaram a morfologia folicular após 7 dias de cultivo 
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in vitro e puderam avaliar também que vitrificação convencional reduz o número de 

folículos morfologicamente normais. 

A vitrificação é uma técnica extremamente importante para a criopreservação 

porque a formação de cristal de gelo intracelular é evitada (KEROS et al., 2009), e pode 

ser realizada sem equipamento específico. Vários estudos mostraram que a vitrificação 

resultou em morfologia, viabilidade folicular (SANTOS et al., 2007) e densidade 

estromal (KEROS et al., 2009; TING et al., 2011) preservados. Os três protocolos 

comparados neste trabalho foram feitos por protocolos de vitrificação, porém há 

também diversos trabalhos que mostram resultados semelhantes utilizando-se 

congelamento lento em relação à preservação da morfologia folicular (ISACHENKO et 

al., 2009; KIM et al., 2011), ultraestrutura (KIM et al., 2011), porcentagens de células 

necróticas (RAHIMI et al., 2004) e revascularização tecidual após o transplante 

(RAHIMI et al., 2010). È válido reforçar que a maioria dos nascimentos após reimplante 

de tecido ovariano criopreservado em humanos hoje são advindos de protocolos de 

congelamento lento (DOLMANS, MANVELLA, 2018). Entretanto, estudos mais 

recentes demonstram que os protocolos de vitrificação, mais recentemente testados, 

preservam melhor a integridade do estroma ovariano (CAMPOS, 2012. Dados não 

publicados). Existe uma tendência na literatura a se preferir a vitrificação ao 

congelamento lento para conservação de gametas e tecido ovariano, uma vez que os 

cristais de gelo mais comumente formados nos protocolos de congelamento lento 

parecem trazer maior impacto sobre as células (AMORIM et al., 2011).  

A criopreservação do tecido ovariano vem sendo realizada por mais de 20 anos e 

hoje é executado em todo mundo por vários autores (DONNEZ e DOLMANS, 2015; 

JENSEN et al., 2015; MEIROW et al., 2016; VAN DER VEN et al., 2016). Já foram 

descritos 130 nascidos vivos informados até o momento (DOLMANS, MANVELLA, 

2018) e taxas de sucesso no reestabelecimento da função gonadal que variam de 30 a 

70% após o autotransplante de córtex ovariano congelado-descongelado (DONNEZ et 

al., 2013, 2015; DITTRICH et al., 2015; JENSEN et al., 2015; MEIROW et al., 2016; 

VAN DER VEN et al., 2016). Muitos são os estudos comparando diferentes técnicas e 

protocolos, com diferenças de desempenho entre eles, porém, de maneira geral os 

resultados são bastante satisfatórios, sendo assim acreditamos que esse procedimento 

não deve mais ser considerado experimental. Pouco são os trabalhos que descrevem o 

seguimento em longo prazo das pacientes reimplantadas. O tempo de duração do 

enxerto e desfechos reprodutivos acumulados, bem como o impacto sobre a prole de 
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nascidos vivos foi ainda pouco explorada e merece atenção nas próximas décadas que se 

segue.  
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6. Conclusão 
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De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que: 

 

 Com relação ao impacto da vitrificação sobre tecido ovariano o protocolo 

murino foi o que apresentou menor impacto sobre a vitalidade do tecido, seguido 

pelo PrOTC. 

 O reimplante retroauricular isoladamente não comprometeu a qualidade do 

tecido ovariano enxertado, o que pôde ser verificado pelo implante do tecido 

fresco e seu comportamento ao longo do tempo, com algum grau de 

comprometimento da amostra após 30 dias, sem aumentar o número de folículos 

degenerados.  

 A criopreservação pré-reimplante sensibiliza o tecido a ser enxertado, deixando-

o mais susceptível ao dano em graus variados de acordo com o protocolo. Os 

tecidos dos PrOTC e humano apresentaram aumento nos marcadores de dano 

após 15 e 30 dias de reimplante.  

 O marcador mais sensível na identificação de dano tecidual foi a nitrotirosina. 
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RESUMO 

 

Introdução: A criopreservação de fragmentos de tecido ovariano previamente 

ao início da terapia oncológica e posterior reimplante do tecido ovariano tem sido 

sugerido como promissora alternativa para preservação de fertilidade. Neste sentido, um 

novo sistema de vitrificação denominado Ovarian Tissue Cryosystem (OTC), vem 

sendo desenvolvido visando aperfeiçoar a conservação do tecido congelado. Objetivo: 

Avaliar o impacto da criopreservação sobre a viabilidade do tecido ovariano murino 

vitrificado por três diferentes protocolos, dentre eles o sistema OTC. E avaliar o 

impacto do reimplante heterotópico do tecido ovariano murino fresco e descongelado 

pelos mesmos protocolos, sobre a sua viabilidade. Metodologia: Este é um estudo 

experimental onde foram utilizados tecido ovariano de camundongos C57BL/6. Três 

protocolos de vitrificação foram testados simultaneamente: protocolo murino (PrM); 

protocolo humano (PrH); protocolo OTC (PrOTC) em comparação ao grupo frescos 

(GF). As amostras foram analisadas imediatamente após o descongelamento (Etapa 1) 

ou após 15 ou 30 dias de reimplante retroauricular (Etapa 2). Para análise da viabilidade 

utilizou-se imunohistoquímica para proliferação celular (Ki-67), dano celular (NF-kB) e 

dano oxidativo (4-HNE e Nitrotirosina). Os resultados foram obtidos utilizando-se o 

teste Q-quadrado para verificar a distribuição entre os grupos e a imunomarcação (% de 

folículos marcados), sendo que o nível de significância adotado foi p<0,05. Resultados: 

Etapa 1: Os grupos PrOTC e PrM apresentaram melhor desempenho em relação à 

proliferação celular. Entretanto, estes mesmos protocolos apresentaram graus variados 

de dano oxidativo quando analisados pela imunomarcação de nitrotirosina, aonde o 

PrOTC teve maior marcação do que o GF, portanto maior dano, e o PrM teve maior 

marcação em relação ao HNE em comparação com os demais protocolos. Não houve 

nenhuma diferença na marcação do NF-kB entre os grupos descongelados.  Etapa 2: O 

reimplante em si não pareceu comprometer significativamente o tecido, uma vez que as 

amostras GF e GF reimplantado com 15 e 30 dias tiveram desempenho semelhante em 

relação à todos os marcadores, com exceção do GF 30 dias que mostrou algum grau de 

dano oxidativo pela nitrotirosina (p<0,05). E ao se avaliar a somatória de efeitos entre 

congelamento e reimplante entre os diferentes protocolos apenas o PrH evidenciou dano 

tecidual imediatamente após o descongelamento e dano progressivo após o reimplante. 

Conclusão: Os PrM e PrOTC foram semelhantes ao GF na conservação da amostra 

durante o processo de criopreservação, sendo que o PrOTC causou algum grau de dano 
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oxidativo. O reimplante retroauricular do tecido não impactou sobre a sua viabilidade 

do mesmo nem no GF e nem nos PrM e PrOTC. O PrH mostrou-se inadequado para a 

conservação de tecido ovariano murino. 

 

Palavras-chave: Tecido ovariano, Vitrificação, Transplante tecido ovariano, Ovarian 

Tissue Cryosystem. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: The Cryopreservation of fragments of ovarian tissue prior to 

initiation of oncotherapy and subsequent reimplantation of ovarian tissue has been 

suggested as promising alternative for fertility preservation. In this sense, a new system 

of vitrification called Ovarian Tissue Cryosystem (OTC), has been developed in order to 

improve the frozen ovarian tissue conservation. Objective: To compare the viability of 

murine ovarian tissue vitrified by three different vitrification protocols and to verify the 

efficiency of the Ovarian Tissue Cryosystem (OTC). Methods: This is an experimental 

study using ovarian tissue of C57BL/6 mice. Three vitrification protocols were tested 

simultaneously: Murine protocol (PrM); Human Protocol (PrH) and Protocol OTC 

(PrOTC); in comparison to Fresh Tissue (GF). Samples were analyzed immediately 

after thawing (Step 1) or after 15 or 30 days of retroauricular reimplantation (Step 2). 

For viability analysis immunohistochemistry for cell proliferation (Ki-67), cell damage 

(NF-kB) and oxidative damage (4-HNE and Nitrotyrosine) was used.  The results were 

obtained using the Q-square test to analyze immunostaining counted as % of labeled 

follicles and the level of significance was set at p <0.05. Results: Step 1: The PrOTC 

and PrM presented the best performance in relation to cell proliferation. However, these 

same protocols presented varying degrees of oxidative damage when analyzed by the 

nitrotyrosine immunolabeling, where PrOTC had higher marking than GF, thus greater 

damage, and PrM had a greater marking in relation to HNE compared to the other 

protocols. There was no difference in the labeling of NF-kB between the thawed groups.  

Step 2: The reimplantation procedure did not appear to significantly impair the ovarian 

tissue quality once day 15 and 30 after fresh tissue engrafment of was similar for  all 

markers except for nitrotyrosine after 30 days (p<0,05). And when assessing the sum of 

effects of freezing and reimplantation among the 3 different protocols only PrH showed 

tissue damage immediately after thawing and progressive damage after reimplantation. 

Conclusion: The PrM and PrOTC were similar to the GF in the preservation of the 

sample during the cryopreservation process, and PrOTC caused some degree of 

oxidative damage. Retroauricular reimplantation of the tissue did not impact on its 

viability in either the GF or PrM and PrOTC. PrH was found to be unsuitable for the 

cryopreservation of murine ovarian tissue. 

 

Key-words: Ovarian Tissue Cryosystem, Vitrification, Ovarian tissue cryopreservation.  



97 

 

1 INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas, segundo a Agencia Internacional de Pesquisa contra o 

Câncer (Iarc), da Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer se tornou um 

evidente problema de saúde pública mundial (JEMAL et al., 2011; INCA, 2015). Deste 

modo o desenvolvimento de técnicas alternativas para a preservação e restauração da 

fertilidade, tem apresentado uma importante relevância clínico-científica. Atualmente, 

existem várias técnicas para preservar a fertilidade, dentre elas a criopreservação de 

tecido ovariano (DOLMANS et al., 2013a; SMITZ et al., 2010; KIM et al., 2018) 

associada ou não a outras técnicas que possibilitam a utilização deste tecido após a 

criopreservação para fins reprodutivos. Outro sistema vem sendo desenvolvido por 

pesquisadores brasileiros e oferecer inúmeras vantagens em relação a outros sistemas já 

descritos na literatura, o OTC (Ovarian Tissue Cryosystem), (CARVALHO et al., 

2013), por se tratar de um sistema fechado, que não permite o contato direto com o 

nitrogênio líquido, evitando assim possíveis contaminações da amostra; além disso, 

permite a vitrificação de vários fragmentos de ovário simultaneamente, ou mesmo de 

ovário inteiro, devido ao tamanho da cápsula.  

Após um período indeterminado de congelamento, o tecido ovariano pode ser 

removido do nitrogênio liquido e reimplantado com o objetivo de recuperar sua 

atividade. Nos anos 50, surgiram diversas pesquisas a respeito da criopreservação e 

transplante de ovários. Em 1956, Parkes mostrou a restauração da função endócrina 

após transplante autólogo de ovário em ratas. Devido à falta de aplicabilidade clínica, 

esse método de preservação da fertilidade ficou somente no campo das pesquisas por 

aproximadamente 30 anos, até que em 1994, Gosden e colaboradores obtiveram sucesso 

restaurando a fertilidade em ovelhas após transplante autólogo de tecido ovariano 

congelado/descongelado e mostrou novas perspectivas, especialmente como estratégia 

para preservar a função ovariana em mulheres com câncer.  

O transplante de tecido ovariano já é uma realidade em clínicas de reprodução 

assistida (OKTAY, TURKCUOGLU, RODRIGUEZ-WALLBERG 2011). Essa técnica 

de reimplante oferece como principais vantagens a restauração da função reprodutiva e 

esteroidogênica da paciente submetida à tratamentos potencialmente esterilizantes por 

motivos diversos. A associação entre a criopreservação e o reimplante tem sido 

realizada em várias espécies. Muitos estudos evidenciaram que as funções dos ovários 

podem ser restabelecidas, incluindo crescimento folicular (DEMEESTERE et al., 2006), 

produção hormonal esteroidal (ANDERSEN et al., 2008; CAMPOS et al., 2011), bem 
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como gestações a termo (SALLE et al., 2003) e nascimentos de filhos vivos tanto em 

animais (GOSDEN et al., 1994) como em humanos (DONNEZ et al., 2004; JENSEN et 

al., 2016). Aparentemente os principais obstáculos para o sucesso da restauração da 

fertilidade a partir do córtex ovariano congelado/descongelado são: a realização de um 

novo procedimento cirúrgico para o reimplante, o não reimplante de células malignas 

presentes no tecido criopreservado e as aderências e dano isquêmico maciço aos 

folículos até o desenvolvimento da neovascularização (TAO, DEL VALLE, 2008; LIU 

et al., 2002). 

Desta forma este trabalho tem como objetivo avaliar o impacto da 

criopreservação sobre a viabilidade do tecido ovariano murino vitrificado por três 

diferentes protocolos, dentre eles o sistema OTC (Ovarian Tissue Cryosystem). E 

avaliar o impacto do reimplante heterotópico do tecido ovariano murino fresco e 

descongelado pelos mesmos protocolos, sobre a sua viabilidade.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Aspectos Éticos 

Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto-USP (CETEA, FMRP), sob o PROTOCOLO: 

222/2014 e à Comissão de Pesquisa do Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da 

FMRP-USP. 

 

2.2 Desenho do Estudo 

Foi realizado um estudo experimental em modelo animal, com amostras de 

tecido ovariano murino obtido de camundongos fêmea, da raça C57BL/6, do biotério 

central. O estudo foi realizado no laboratório de cirurgia experimental da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto (USP), no laboratório de Ginecologia e Obstetrícia do 

Departamento de Ginecologia e Obstetrícia do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo e no laboratório de patologia 

da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 

 

2.2.1 Delineamento experimental 

Neste estudo foram incluídas 48 camundongos fêmea, com idade entre 6 e 8 

semanas, às quais foram subdivididas em 4 grupos experimentais sendo eles: protocolo 

murino (PrM); protocolo humano (PrH); sistema OTC (PrOTC) e ao mesmo tempo o 



99 

 

grupo frescos (GF) utilizado como controle, sendo que na etapa 1 foi realizada a 

avaliação da criopreservação sobre a viabilidade do tecido ovariano murino, pelos três 

protocolos de vitrificação. E na etapa 2 foi realizado a avaliação do impacto do 

reimplante sobre a viabilidade no tecido ovariano murino fresco e descongelado, após 

15 e 30 dias, pelos mesmos protocolos de vitrificação (Figura 1). 

 
Figura 1. Delineamento experimental. 

 

2.3 Preparo das amostras de tecido ovariano 

Os animais foram submetidos à ovariectomia bilateral conforme será descrito 

mais adiante. Os ovários coletados foram lavados em solução de KSOM tamponado 

com HEPES (SUMMERS et al., 1995) suplementado com BSA (0,5%). Os animais 

foram posteriormente mantidos em gaiolas em número de 4 a 6 animais, com 

alimentação e água ad Libitum para receber o enxerto do tecido criopreservado. 
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Em seguida, os fragmentos ovarianos foram criopreservados ou transplantados 

frescos, no mesmo animal (grupo fresco).  

Na etapa 1, imediatamente após a ovariectomia completa, alguns dos fragmentos 

de tecido ovariano foram destinados para as análises de histologia clássica (grupo 

fresco). 

2.4 Vitrificação /desvitrificação do tecido ovariano 

Foram realizados três protocolos de vitrificação simultaneamente. Sendo que o 

primeiro descrito por Migishima e colaboradores (2003), utilizado para criopreservação 

de tecido ovariano murino. O segundo protocolo foi descrito para vitrificação de tecido 

ovariano humano descrito por Suzuki e colaboradores (2012), cuja utilização por 

Kawamura e colaboradores (2013) permitiu o nascimento de uma criança saudável após 

transplante. E o terceiro protocolo o tecido ovariano murino será vitrificado pelo 

sistema OTC, inclusive com a utilização deste recipiente específico conforme descrito 

por Carvalho e colaboradores (2013). (Figura 2). 

 

2.4.1 Protocolo murino 
Para a vitrificação de acordo com o protocolo descrito por Migishima e 

colaboradores (2003), os ovários foram expostos inicialmente a uma solução de 

equilíbrio constituída de meio MEM contendo DMSO (1M) à temperatura ambiente. 

Em seguida, 5µL de meio contendo os ovários foram transferidos para criotubos de 

1mL em gelo a 0°C por 5 minutos. Então, 95µl de DAP (adaptado) foram adicionados 

em cada criotubo e, em seguida, estocados em nitrogênio líquido.  

Para o descongelamento, os criotubos foram retirados do nitrogênio líquido e 

colocados à temperatura ambiente (37°C) por 30 segundos. Foram colocados 900µL de 

meio MEM contendo 0,25M de sacarose para a solução de descongelamento, 

perfazendo um total de 1mL no criotubo. 

 

2.4.2 Protocolo humano 

Para a vitrificação de acordo com o protocolo descrito por Suzuki e 

colaboradores (2012) os fragmentos ovarianos foram expostos inicialmente por 10 

minutos em meio H199 suplementado com 20% de soro sintético substituto (SSS) e 

1,61M de EG, transferido para o mesmo meio contendo 20% de SSS e 3,22M de EG por 

10 minutos e, em seguida, exposto por 5 minutos ao meio H199 contendo 20% de SSS, 
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5,64M de EG, 5% de polivinilpirrolidona (PVP) e 0,5M de sacarose. Por fim, os 

fragmentos foram colocados em palhetas e imersos em nitrogênio líquido.  

Após a crioestocagem, as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 35°C 

por 10 segundos e os tecidos transferidos para 1mL de meio H199 contendo 20% de 

SSS e 0,8M sacarose pré-aquecido a 37°C. Em seguida, foi realizada uma lavagem 

neste mesmo meio contendo 0,4M de sacarose e duas lavagens de 5 minutos cada em 

meio sem sacarose. 

 

2.4.3 Sistema OTC 

Na vitrificação por OTC (CARVALHO et al., 2013) (Figura 2) os fragmentos de 

tecido ovariano foram expostos às soluções de vitrificação dentro da própria cápsula, 

sendo inicialmente expostos por 4 minutos à uma solução de Meio Essencial Mínimo 

(MEM) suplementado com 10mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 0,25M de 

sacarose (SAC), 10% de etilenoglicol (EG – Dinâmica Química, Diadema-SP, Brasil) e 

10% de dimetilsulfóxido (DMSO – Dinâmica Química, Diadema-SP, Brasil). Em 

seguida, a solução foi substituída por outra, cuja composição foi semelhante, com 

alteração apenas na concentração dos agentes crioprotetores (20% EG e 20% DMSO). 

Após 1 minuto a solução de vitrificação foi removida e o OTC contendo o tecido 

ovariano foi fechado e imerso em nitrogênio líquido.  

Após a crioestocagem, os OTCs foram aquecidos à temperatura ambiente 

(~25°C) por 1 minuto e, em seguida, imersos em banho-maria (37°C) por 30 segundos. 

Posteriormente, os crioprotetores foram removidos utilizando três lavagens sucessivas, 

com duração de 5 minutos cada, em meio MEM contendo BSA (10mg/mL) e 

concentrações decrescentes de sacarose (0,5; 0,25 e 0M). 
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Figura 2: Ovarian Tissue Cryosystem: Novo dispositivo em aço inoxidável para procedimento de 

vitrificação de tecido ovariano caprino. (A) OTC aberto, permitindo a visualização das três partes 

constituintes: base (a), insert (b) tampa (c). Notar as perfurações na parte superior do insert para facilitar a 

colocação e remoção de soluções. (B) Exposição do ovário à solução de vitrificação na base do OTC. (C) 

A inclusão do insert na base do OTC permite a manipulação asséptica do insert. (D) Fechamento da base 

com a tampa do OTC. (E) Crioestocagem do OTC contendo a amostra (CARVALHO et al., 2013). 

 

2.4. Ovariectomia total bilateral e reimplante do tecido ovariano 

Os animais foram anestesiadas utilizando Quetamina e Xilasina (50mg/mL), 

0,4mg/g por peso corporal, i.p). Em seguida foi realizada uma incisão de 0,5cm através 

da parede abdominal para identificação dos cornos uterinos e permitir a identificação do 

tecido ovariano, sendo realizada então a ovariectomia bilateral. Os ovários inteiros, à 

fresco ou após congelamento e descongelamento, de cada animal foram reimplantados; 

com exceção do grupo OTC em que os fragmentos eram congelados vários no mesmo 

recipiente, cada animal recebeu enxerto autólogo, ou seja, o próprio ovário de volta.  

O reimplante foi realizado na região retroauricular, bilateral (um ovário de cada 

lado), com uma incisão semi-circular de cerca de 3-5mm, com a colocação do tecido 
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sem fixação. Para facilitar a identificação no tecido enxertado no momento da remoção 

o local foi marcado com ponto de nylon 6-0. A sutura local foi feita em um único plano 

também como monocryl4-0. Após 15 ou 30 dias do transplante os camundongos foram 

eutanasiado, para retirada dos fragmentos enxertados. O mesmo foi realizado para os 

tecidos vitrificados, pelos três protocolos distintos, sendo que após 3 a 7 dias do 

congelamento as amostras foram aquecidas e fixadas para a análise na Etapa 1 ou foram 

reimplantadas (Etapa 2). 

As paredes das incisões foram fechadas utilizando fio 5/0 (Ethicon, Somerville, 

NJ, USA) e a incisão da pele fechada utilizando fio de nylon. Antes dos animais 

regressarem à consciência foi realizada a analgesia utilizando carprofeno (5mg/kg, ip, 

Rimadyl, Dundee, RU) para fornecer alívio da dor pós-cirurgia. 

 

2.5. Análise dos protocolos de criopreservação e do tecido ovariano transplantado 

2.5.1 Técnica de imunohistoquimica 

As amostras de tecido ovariano incluídas em parafina foram submetidas 

a cortes e montadas as lâminas silanizadas. Para detecção dos marcadores foram 

utilizados os anticorpos primários da Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) 

NF-kB (D14E12), 4HNE (ab46545), Ki67 (D3B5) e Nitrotirosina (ab7048). Todos os 

anticorpos foram utilizados na concentração 1:50, exceto o Ki67 que foi utilizado na 

concentração 1:100. O kit de revelação utilizado foi REVEAL Polyvalent HRP-DAB 

Detection System, da Spring Bioscience (Pleasanton, CA, USA). Como controle 

positivo foram utilizadas amostras de carcinoma de mama para os marcadores, exceto 

para o Ki67 que foi utilizado carcinoma de estomago. 

As reações imuhistoquimica iniciaram-se com a desparafinização das 

laminas em dois banhos de xilol por 5 minutos cada. A seguir, os cortes foram 

reidratados em uma serie decrescente de álcool e imersos em água corrente. Após essa 

etapa, foi realizada a recuperação antigênica, em que as laminas foram incubadas em 

tampão citrato ph 6,0, pré aquecido de 95 a 99°C, por 40 minutos em uma panela de 

vapor. Logo após as lâminas foram resfriadas por 15 minutos em temperatura ambiente 

e lavadas em solução salina tamponada (PBS). 

A partir dessa etapa, todos os procedimentos foram realizados em câmara 

úmida e foram utilizados os reagentes do kit REVEAL Polyvalent HRP-DAB Detection 

System de acordo com as recomendações do fabricante. Após a revelação, os cortes 
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foram lavados em água corrente, contra corados com hematoxilina e lavados em água 

amoniacal. Por fim os cortes foram desidratados em uma serie de concentrações 

graduais de álcool e xilol. E as lâminas foram montadas, cobertas por lamínula com 

auxilio do Permount (Fisher Scientific, Pitisburgh, PA, USA).  

 

2.6 Análise Estatística 

Os resultados foram obtidos com o auxilio do software SAS® 9.4, onde foram 

utilizados o teste qui-quadrado para verificar a distribuição entre os grupos, tempos ou  

imunomarcadores, sendo que o nível de significância adotado foi p<0,05. 

 

3. RESULTADOS 

5.1. ETAPA 1- Efeito dos diferentes protocolos de vitrificação:  

Os grupos dos protocolos OTC e murino foram os que apresentaram melhor 

desempenho em relação à proliferação celular (Ki-67) (Figura 3A). Não houve diferença 

entre os grupos em relação à quantidade de folículo degenerados entre os grupos de 

tecido descongelado e o tecido fresco. Entretanto, estes mesmos protocolos 

apresentaram graus variados de dano oxidativo quando analisados pela imunomarcação 

de nitrotirosina, aonde o protocolo OTC teve maior marcação do que o tecido fresco 

(Figura 3C), portanto maior dano, e o protocolo murino teve maior marcação em relação 

ao HNE em comparação com os demais protocolos (Figura 3B). Não houve nenhuma 

diferença na marcação do NF-kB entre os grupos descongelados (Figura 3D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



105 

 

Figura 3. Avaliação da imunohistoquímica no tecido ovariano após criopreservação 

entre os diferentes grupos. 

 
Legenda: GF= grupo fresco; PrH= protocolo humano; PrM=protocolo murino; PrOTC= protocolo OTC. 

(A) GF=PrH; GF<(PrOTC=PrM); PrH<(PrOTC=PrM) p<0,001; (B) (GF=PrH=PrOTC)<PrM p<0,01; (C) 

GF<PrOTC p=0,04 (D) Não houve diferença significativa p>0,05; (*) p<0,05. 

 

5.2. ETAPA 2- Efeito do reimplante associado ou não à criopreservação:  

Ao se avaliar a viabilidade, com base na proliferação celular, e o dano tecidual 

pelos marcadores HNE, nitrotirosina e NF-kB, comparando-se o tecido ovariano 

imediatamente após a ooforectomia com  as amostras frescas após 15 e 30 dias do 

reimplante, verificou-se que não houve diferença do tecido reimplantado fresco em 

relação aos reimplantados, com exceção da nitrotirosina que apresentou-se mais 

expressa após 30 dias de reimplante (p=0,0013) (Figura 4).  
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Figura 4. Avaliação da imunohistoquimica no tecido ovariano em relação ao grupo 

fresco no tempo 0, 15 e 30 dias do reimplante. 

 
Legenda: GF= Grupo fresco; F15= Grupo fresco após 15 dias de reimplante; F30=Grupo fresco após 30 

dias de reimplante. (A) Não houve diferença significativa p<0,05; (B) Não houve diferença significativa 

p<0,05; (C) GF<F30 p=0,001 (D) Não houve diferença significativa p>0,05; (*) p<0,05. 

 

Resultados semelhantes foram observados para o protocolo OTC, embora o 

tecido após descongelamento sem reimplante (PrOTC t0) tenha apresentado taxas de 

proliferação celular maior que o controle fresco (Ki-67; p<0,0001), e também maior 

dano oxidativo (nitrotirosina; p=0,018). Esta menor marcação do tecido fresco para o 

Ki-67 e maior marcação para o HNE do tecido fresco também foi observada com 

relação ao tempo zero após descongelamento do tecido murino (p<0,0001 e p=0,0026, 

respectivamente); neste, entretanto, houve menor proliferação celular e maior dano 

tecidual após 15 (p=0,0012) e 30 (p=0,0078) dias de reimplante em relação ao pós-

descongelamento imediato, sendo semelhantes entre estes dois últimos (PrM t15= PrM 

t30). O protocolo humano, quando analisado pela imunomarcação do HNE e da 
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nitrotirosina, apresentou dano progressivo do tecido após o reimplante em relação ao 

fresco e ao descongelamento imediato, porém sem progressão do dano entre 15 e 30 

dias (Figura 5). Não houve diferença na marcação do Ki-67 e do NF-kB entre os tempos 

do protocolo humano.  

 

Figura 5. Proliferação celular (Ki-67) e dano tecidual (nitrotirosina, HNE e NF-kB) nos 

três protocolos (PrM, PrOTC e PrH) analisados à fresco, após o descongelamento e após 

o reimplante retroauricular. 

 
Legenda: GF= grupo fresco; t0= Protocolo criopreservado; t15= Protocolo após 15 dias de reimplante; 

t30= Protocolo após 30 dias de reimplante; (A) PrM e PrOTC= GF<t0 p<0,0001 e t0>t15 e t30 p<0,0001;  

(B) PrM= GF>t0 p=0,002; PrH= (GF=t0)<t30 p<0,005; (C) PrOTC= (t0=t15=t30)<GF p<0,01; 

(GF=t0)<t15 e t30 p<0,003; (D) Não houve diferença significativa p>0,05; (*) p<0,05. 
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Na comparação entre os protocolos nos diferentes tempos verificou-se que após 

15 dias de reimplante a proliferação celular era igual entre os grupos, inclusive o fresco 

sem reimplante, indicando boa viabilidade tecidual (Ki-67; p=0,35) (Figura 6A). Esse 

dado é corroborado pelo número de folículos degenerados que também foi semelhante 

entre os grupos (p=0,31).  

Já com relação ao dano tecidual sofrido pelo tecido após 15 dias do reimplante, 

verificamos que o HNE e o NF-kB não foram diferentes entre os grupos (p=0,63  e 

p=0,67 respectivamente) (Figura 6B e D). Já nitrotirosina foi mais sensível ao detectar 

alterações de dano tecidual, sendo que o protocolo humano e PrOTC tiveram maior 

marcação em relação ao tecido fresco, embora esta diferença não ocorra com relação ao 

tecido fresco reimplantado após 15 dias (Figura 6C).  

 

Figura 6. Avaliação da imunohistoquímica no tecido ovariano entre os diferentes 

grupos após criopreservação e 15 dias de reimplante. 

 
Legenda: GF= grupo fresco; F15= Grupo fresco após 15 dias de reimplante; PrH15= Protocolo humano 

após 15 dias de reimplante; PrM15= Protocolo murino após 15 dias de reimplante; PrOTC15= Protocolo 

OTC após 15 dias de reimplante. (A) Não houve diferença significativa p>0,05; (B) Não houve diferença 

significativa p>0,05; (C) GF<(PrOTC15=PrH15) p<0,01; (D) Não houve diferença significativa p>0,05; 

(*) p<0,05. 
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Entretanto, esta diferença não se refletiu no grau de proliferação celular, uma vez 

que a imunomarcação do Ki-67 foi semelhante entre os grupos e em comparação com o 

controle fresco (Figura 7A). Nesta mesma avaliação, houve diferença na intensidade do 

dano tecidual entre os diferentes protocolos, sendo que o protocolo humano apresentou 

a maior marcação de HNE e nitrotirosin, já os grupos murino e OTC manifestaram 

maior dano oxidativo apenas pela intensidade de nitrotirosina e de HNE superior à do 

tecido fresco (Figura 7C e B). Não houve diferença na imunomarcação do NF-kB entre 

os grupos (Figura 7D). 

 

Figura 7. Avaliação da imunohistoquímica no tecido ovariano entre os diferentes 

grupos após criopreservação e 30 dias reimplante. 

 
Legenda: GF= grupo fresco; F30= Grupo fresco após 30 dias de reimplante; PrH30= Protocolo humano 

após 30 dias de reimplante; PrM30= Protocolo murino após 30 dias de reimplante; PrOTC30= Protocolo 

OTC após 30 dias de reimplante. (A) Não houve diferença significativa p>0,05; (B); GF<PrH30 

p=0,005;(C) GF<(F30=PrH30=PrOTC30) p<0,001; (D) Não houve diferença significativa p>0,05; (*) 

p<0,05. 
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4. DISCUSSÃO 

Este estudo avaliou o impacto de diferentes protocolos de vitrificação sobre a 

vitalidade do tecido ovariano criopreservado. Para esta finalidade em um primeiro 

momento analisou-se marcadores de proliferação celular e ao mesmo tempo de dano 

tecidual imediatamente após o descongelamento do tecido, com objetivo de identificar 

qual protocolo melhor mantém a vitalidade das células com o mínimo dano possível. E 

num segundo momento buscou se avaliar a manutenção da capacidade funcional do 

tecido ovariano descongelado e reimplantando nos animais de origem, observando-se a 

manutenção ou não da capacidade do folículo em proliferar e se desenvolver e no grau 

de dano tecidual após o reimplante. Desta maneira procurou-se diferenciar o dano 

secundário ao congelamento, do dano secundário ao próprio enxerto.  

Ao se avaliar exclusivamente o congelamento, através da marcação pelo Ki-67, 

que representa a capacidade de proliferação celular do tecido, verificamos que o PrOTC 

e o PrM foram os que apresentaram maior marcação, sendo esta inclusive maior que do 

próprio tecido fresco. A primeira ideia foi a de que haveria alguma inadequação com 

relação às amostras frescas, sendo que estas deveriam ser as com maior atividade 

proliferativa por encontrarem-se “in natura”, sem intervenção que causasse injúria.  

Entretanto, dados de Tanaka e colaboradores (2018) mostraram uma taxa média de 

proliferação do tecido ovariano avaliado pela marcação do Ki-67 de cerca de 1,55 a 

3,04% dos folículos totais, ou seja, baixa atividade proliferativa dos folículos, 

semelhante ao que identificamos no grupo fresco, sem intervenção, neste estudo. A 

baixa marcação do Ki-67 no tecido fresco pode ser explicada pelo fato de que o 

antígeno da proteína Ki67 está presente no núcleo das células em todas as fases do ciclo 

(G1, S, e G2), inclusive na mitose, porém nas células quiescentes ou em repouso (fase 

G0) não expressam esta protéina (SCHOLZEN, GERDES 2000); sendo assim os 

folículos do protocolo fresco poderiam estar em repouso e não necessariamente com 

viabilidade comprometida, até porque os resultados dos marcadores de dano oxidativo 

(HNE e nitrotirosina) e de dano celular em geral (NF-kB) apresentam-se semelhantes 

entre os grupos fresco e criopreservados no tempo zero pós-descongelamento.  

A marcação folicular com Ki-67 neste estudo foi identificada tanto em oócitos 

quanto em células da granulosa. As células da granulosa folicular têm sido apontadas 

como um dos principais marcadores de vitalidade folicular, uma vez que são muito mais 

sensíveis do que o próprio oócito quando submetidas a condições de estresse. Acredita-

se que o dano aos folículos quiescentes no ovário em situações de quimioterapia 
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ocorreria muito mais por agressão e dano às células somáticas foliculares do que ao 

próprio oócito, o que indiretamente inviabilizariam a sobrevida do folículo (MEIROW 

et al., 2008). Neste sentido, outra explicação para uma maior proliferação nos grupos 

PrOTC e PrM seria o aumento acentuado de folículos em atividade proliferativa por um 

efeito conhecido como “Burn Out”, o qual supõe que a retirada do tecido ovariano de 

seu ambiente nativo, aonde ele está sob efeito de substâncias inibitórias para 

manutenção do pool de reserva folicular quiescente, promoveria o recrutamento e 

ativação maciça dos mesmos e secundariamente a queima precoce da população 

folicular (ABIR et al., 2017). Este processo poderia ser justificado neste caso por uma 

ineficiência da vitrificação em manter o estado “latente” do tecido durante a 

criopreservação. Corroborando esta teoria, estes dois protocolos, murino e PrOTC, 

foram os que apresentaram indícios de maior dano tecidual pelos marcadores HNE, no 

caso do protocolo murino, e nitrotirosina no caso do PrOTC, quando comparados ao 

tecido fresco pré-reimplante. 

O efeito do reimplante em si, pôde ser testado pelo enxerto heterotópico de 

amostra ovariana fresca, imediatamente após a ooforectomia, reavaliada após os 

mesmos 15 e 30 dias do reimplante. Verificou-se que a proliferação celular foi 

semelhante entre os tempos, quando avaliada pelo Ki-67, bem como a marcação para o 

dano tecidual pelos três marcadores utilizados (HNE, nitrotirosina e NF-kB), exceto 

pela amostra à fresco com 30 dias de reimplante que apresentou elevação da marcação 

pela nitrotirosina, sem aumento do número de folículos degenerados. Estes resultados 

sugerem uma boa resposta do tecido em curto prazo após o reimplante e algum dano no 

tecido após 30 dias, podendo demonstrar a dificuldade na manutenção da funcionalidade 

do tecido após um enxerto.  

Vários fatores influenciam no funcionamento de um tecido enxertado, seja este 

transplante autólogo ou heterólogo. Todas as amostras deste estudo, tanto tecido fresco 

quanto criopreservado, teve o reimplante realizado no próprio animal, exceto no PrOTC 

(autotransplante), o que minimiza o risco de reação e agressão ao tecido. E o tipo de 

reimplante realizado foi o heterotópico, quando se implanta um tecido em uma região 

distinta àquela da região doadora. Entretanto, para uma “pega” adequada do enxerto há 

demanda de boa vascularização, sendo este um grande obstáculo no transplante de 

tecido ovariano, pois gera perda folicular imediatamente após o enxerto, possivelmente 

devido à lenta neovascularização que leva à isquemia (ABRIR et al., 2017). 
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Em 2011 Abrir e colaboradores transplantaram fragmentos ovarianos humanos 

para o músculo das costas de camundongos imunossuprimidos, porém o número de 

folículos recuperados após o enxerto foi limitado e o número de folículos atrésicos 

aumentou. (ABRIR et al., 2017; ABRIR et al., 2011). Já Yang e colaboradores (2006) 

mostraram sinais de desenvolvimento folicular em 100% dos ovários criopreservados e 

transplantados para a cápsula renal de camundongos.  Neste estudo optamos pelo 

reimplante retroauricular pela facilidade técnica no procedimento de reimplante e 

também baseado em resultados prévios descritos por (WIETCOVSKY, et al., 2018) que 

evidenciaram boa vitalidade do tecido enxertado, resultados estes reproduzidos em 

nosso estudo no grupo de tecido fresco. 

Ao se avaliar o impacto do reimplante sobre as amostras de tecido após o 

descongelamento ao longo do tempo verificou-se que a proliferação celular foi 

semelhante entre os protocolos após 15 dias, sendo inclusive igual ao tecido fresco 

cultivado, indicando boa viabilidade celular em todos; resultado semelhante foi 

observado em relação ao reimplante após 30 dias. Estes dados estão de acordo com os 

reportados por Candy, Wood e Whittingham (1995) em que foi observada a 

sobrevivência de todos os fragmentos de tecido ovariano reimplantados após o emprego 

de protocolo de criopreservação lento em camundongos.   

Scalercio (2015) e por Luyckx (2015) e seus colaboradores demonstram que  a 

expressão de Ki67 em folículos em crescimento (primário, secundário e antral) refletiu a 

habilidade desses folículos em continuarem seu desenvolvimento e poderem assumir 

um estado folicular saudável. Scalercio (2015), que também avaliou tecido ovariano 

após a criopreservação, demonstrou que a análise com Ki67 mostrou marcação nas 

células da granulosa indicando que a capacidade proliferativa permaneceu ativa, 

independente da criopreservação (tecido fresco ou vitrificado).   

Em outro estudo publicado por Luyckx e colaboradores (2013), a porcentagem 

de proliferação celular positiva em tecido ovariano criopreservado após o 

descongelamento imediato foi de 1,03%, ou seja, baixo, como reportado neste estudo 

para os tecidos frescos e de protocolo humano, com aumento das taxas de proliferação 

para 17,30% após o enxerto (LUYCKX et al., 2013). Estes dados sugerem uma 

retomada da proliferação celular após o reimplante do tecido, que parece ser iniciada de 

maneira intensa, novamente aqui poderíamos atribuir a um efeito “burn out” sobre este 

tecido. Em estudo anterior de nosso grupo verificou-se o aumento da proporção de 

folículos secundários e redução do número de folículos primários após sete dias de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wietcovsky%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29542884
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cultivo do tecido ovariano fresco ou após a vitrificação, sem que o congelamento 

prejudicasse este desenvolvimento (CAMPOS, 2012. Dados não publicados).  Esse 

efeito “Burn out” seria muito mais um produto do reenxerto do que do congelamento 

em si, uma vez que não houve diferença na taxa de proliferação celular entre os grupos 

fresco e todos os reimplantados após 15 dias e tampouco após 30 dias, exceto pelo 

protocolo humano que teve uma redução do Ki-67 após 30 dias de reimplante.  

Também Ao se avaliar longitudinalmente a proliferação celular dentro de um 

mesmo grupo, ou seja, o tecido fresco e descongelado em cada protocolo ao longo do 

tempo (t0, t15 e t30), verifica-se que os PrOTC e murino fazem um pico da atividade 

proliferativa no pós descongelamento imediato (t0) a qual se reduz ao longo do tempo, 

mas sem diferença com o tecido fresco cultivado nos mesmos tempos, sugerindo que o 

estado proliferativo intermediário é que seria o mais próximo do fisiológico. Desta 

maneira, verifica-se que há adequada preservação dos tecidos, com os diferentes 

protocolos, com boa viabilidade após criopreservação e reimplante, principalmente dos 

tecidos vitrificados com protocolo murino e PrOTC em relação aos reimplantes. Por 

mais que haja um eventual efeito “Burn out” nos primeiros momentos pós 

descongelamento, este processo é recuperado e a viabilidade se mantém após 15 e 30 

dias do reimplante. Estes resultados se assemelham ao encontrado por Lee e 

colaboradores (2005) que obtiveram sucesso no transplante de tecido ovariano fresco 

(73%) e criopreservado (62%) de ratas estudadas  

A manutenção da capacidade proliferativa verificada após a vitrificação não 

garante ausência de dano destes procedimentos sobre a amostra preservada, e de fato, 

apesar da aparente conservação adequada do tecido pôde-se medir algum grau de dano 

oxidativo após o reimplante nos tecidos criopreservados. O protocolo murino manteve 

marcação igual à do grupo fresco para todos os marcadores de dano tecidual, sugerindo 

ser este o protocolo com menor impacto sobre o tecido, tanto após 15 como após 30 dias 

do reimplante. O PrOTC apresentou marcação maior que o tecido fresco após 15 dias e 

30 dias de reimplante na avaliação pela nitrotirosina, porém sem alteração dos demais 

marcadores. Já o protocolo humano apresentou sinais de dano tecidual após 15 (de 

acordo com a marcação pela nitrotirosina) e após 30 dias (pela marcação da nitrotirosina 

e HNE), além de menor Ki-67 como já descrito acima. Sendo assim, neste estudo, 

apesar do reimplante de tecido fresco não sugeri impacto significativo deste 

procedimento sobre a vitalidade do tecido, quando este é realizado após a 
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criopreservação há uma somatória de efeitos nocivos sobre a amostra que impacta no 

produto final.  

Os marcadares escolhidos para a identificação de dano celular foram utilizados 

por outros autores (KLOTZ et al. 1998; VERHAGEN et al. 2002). Neste estudo a 

nitrotirosina mostrou-se um marcador mais sensível para a identificação de dano celular, 

mesmo que sem grande impacto sobre a sobrevida dos folículos. Na avaliação das 

amostras após 15 dias do reimplante verificamos que somente a nitrotirosina foi capaz 

de identificar algum impacto negativo da vitrificação sobre as amostras, sendo este 

marcador mais expresso nos tecidos dos protocolos humano e PrOTC em relação ao 

fresco pré-reimplante; entretanto, tratou-se, provavelmente de dano leve, uma vez que 

não houve diferença nesta marcação ao se comprar o tecido fresco também 

reimplantado após 15 dias.  A nitrotirosina é um biomarcador de dano protéico utilizado 

também para a caracterização do dano oxidativo (KARIHTALA, 2011), inclusive em 

um outro estudo deste  o mesmo autor observou-se uma correlação entre o  4-HNE e a 

nitrotirosina com a progressão do dano oxidativo (KARIHTALA, 2006). Já o NF-kB 

tem sido reportado mais como um marcador de dano oxidativo menos específico e tem 

sido associado em vários estudos à carcinogênese tecidual (HAI PING et al., 2016; 

ZHAO et al., 2015). 

Segundo Isachenko e colaboradores (2006) a vitrificação pode causar alterações 

na morfologia dos folículos, resultando na sua incapacidade de manter uma taxa 

adequada de crescimento durante a cultura in vitro. Recentemente, um estudo mostrou 

que a vitrificação de folículos murinos levou à interrupção das comunicações 

intercelulares entre as células da granulosa e oócitos e retração oocitária (NASRABADI 

et al., 2015), o que pode interferir negativamente no crescimento folicular. O próprio 

processo de vitrificação pode ser uma das principais razões para a insuficiência na 

preservação de tecido ovariano, a contaminação com nitrogênio liquido com 

microorganismos e formação de cristais de gelo no interior da células podem trazer 

dano direto sobre a estrutura celular dos oócitos e células somáticas foliculares. Além de 

todos estes fatores as altas concentrações de crioprotetores, empregadas nesta técnica 

para a minimização do dano durante o processo de resfriamento na criopreservação, 

pode ser um problema. Neste estudo foram testados três protocolos de vitrificação 

distintos que se diferenciam basicamente pelo tipo e/ou concentração de crioprotetores 

utilizados, além do sistema OTC de armazenamento das amostras.  
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Os crioprotetores impactam de maneira distinta sobre o tecido a ser congelado. 

Um estudo realizado na espécie bovina, utilizando diferentes crioprotetores (EG, 1,2-

propanodiol, DMSO e glicerol) mostrou que o EG nas concentrações de 1,5 e 3,0 M, 

reduziu o percentual de folículos normais (LUCCI, et al. 2004). Neste estudo foi 

utilizado EG no PrH e no PrOTC, sendo que no PrOTC foram utilizadas doses baixas e 

no PrH doses sequencialmente altas. O PrH apresentou piores taxas de proliferação 

celular e maior dano oxidativo em comparação aos outros grupos, acreditamos que esse 

resultado se deva à ação tóxica desse crioprotetor em altas doses. Já o uso de DMSO 

tem resultados bastante contraditórios, enquanto alguns autores relatam baixa taxa de 

recuperação oocitária e degeneração folicular (KIM et al., 2006; CECCONI et al., 

2004), outros relatam retomada da ciclicidade hormonal e da fertilidade com obtenção 

de gestação natural após o reimplante independente da dose utilizada (DEMEESTERE 

et al., 2006). Ele foi utilizado nos PrM e nos PrOTC, sendo que o protocolo murino foi 

o que apresentou menor impacto sobre a vitalidade do tecido, seguido pelo PrOTC. A 

sacarose, por sua vez, é utilizada com frequência na criopreservação por agir como um 

tampão osmótico e ajudar na removoção do crioprotetor intracelular (MANDELBAUM 

et al., 1988), esta  foi utilizada apenas no PrOTC nesse trabalho, o qual apresentou 

melhores taxas de  proliferação celular no folículo em relação ao outros grupos; fica, 

entretanto, a dúvida, se esta proliferação acelerada no t0 pós descongelamento no 

PrOTC foi consequente ao “Burn out”, e neste caso o protocolo não foi adequado para 

manter o repouso do tecido durante a criopreservação, ou se a alta atividade do tecido 

traduziu boa vitalidade. 

Neste estudo objetivou-se testar o OTC como sistema para a criopreservação de 

tecido ovariano murino, dado sua praticidade. Embora observássemos um aumento da 

proliferação celular, podemos observar também um aumento de dano oxidativo nos 

folículos do PrOTC após criopreservação, resultado semelhante a vários trabalhos onde 

foi relatada uma diminuição nas taxas de folículos pré-antrais após a vitrificação 

(OSKAM, ASADI, SANTOS, 2010), esses resultados também foram encontrado por 

outros autores independente do protocolo de criopreservação aplicado (ISACHENKO et 

al., 2007; HUANG et al., 2008; ZHOU et al., 2010; CARVALHO et al., 2011). Tal 

diminuição pode ser causada pelo estresse osmótico ao qual as células são expostas 

durante a vitrificação (VAJTA et al., 1998), toxicidade de crioprotetores (AYE et al., 

2010), comprometimento da membrana basal (GHETLER et al., 2006), outras 

alterações no nível iônico (GUALTIERI et al., 2011) ou molecular (DAVID et al., 
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2011) e vacuolização da ooplasma (OSKAM, ASADI, SANTOS, 2010). Porém em 

2013 Oliveira e colaboradores observaram que a técnica OTC foi mais eficiente que as 

técnicas convencionais quando avaliaram a morfologia folicular após 7 dias de cultivo 

in vitro e puderam avaliar também que vitrificação convencional reduz o número de 

folículos morfologicamente normais. 

A vitrificação é uma técnica extremamente importante para a criopreservação 

porque a formação de cristal de gelo intracelular é evitada (KEROS et al., 2009), e pode 

ser realizada sem equipamento específico. Vários estudos mostraram que a vitrificação 

resultou em morfologia, viabilidade folicular (SANTOS et al., 2007) e densidade 

estromal (KEROS et al., 2009; TING et al., 2011) preservados. Os três protocolos 

comparados neste trabalho foram feitos por protocolos de vitrificação, porém há 

também diversos trabalhos que mostram resultados semelhantes utilizando-se 

congelamento lento em relação à preservação da morfologia folicular (ISACHENKO et 

al., 2009; KIM et al., 2011), ultraestrutura (KIM et al., 2011), porcentagens de células 

necróticas (RAHIMI et al., 2004) e revascularização tecidual após o transplante 

(RAHIMI et al., 2010). È válido reforçar que a maioria dos nascimentos após reimplante 

de tecido ovariano criopreservado em humanos hoje são advindos de protocolos de 

congelamento lento (DOLMANS, MANVELLA, 2018). Entretanto, estudos mais 

recentes demonstram que os protocolos de vitrificação, mais recentemente testados, 

preservam melhor a integridade do estroma ovariano (CAMPOS, 2012. Dados não 

publicados). Existe uma tendência na literatura a se preferir a vitrificação ao 

congelamento lento para conservação de gametas e tecido ovariano, uma vez que os 

cristais de gelo mais comumente formados nos protocolos de congelamento lento 

parecem trazer maior impacto sobre as células (AMORIM et al., 2011).  

A criopreservação do tecido ovariano vem sendo realizada por mais de 20 anos e 

hoje é executado em todo mundo por vários autores (DONNEZ e DOLMANS, 2015; 

JENSEN et al., 2015; MEIROW et al., 2016; VAN DER VEN et al., 2016). Já foram 

descritos 130 nascidos vivos informados até o momento (DOLMANS, MANVELLA, 

2018) e taxas de sucesso no reestabelecimento da função gonadal que variam de 30 a 

70% após o autotransplante de córtex ovariano congelado-descongelado (DONNEZ et 

al., 2013, 2015; DITTRICH et al., 2015; JENSEN et al., 2015; MEIROW et al., 2016; 

VAN DER VEN et al., 2016). Muitos são os estudos comparando diferentes técnicas e 

protocolos, com diferenças de desempenho entre eles, porém, de maneira geral os 

resultados são bastante satisfatórios, sendo assim acreditamos que esse procedimento 
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não deve mais ser considerado experimental. Pouco são os trabalhos que descrevem o 

seguimento em longo prazo das pacientes reimplantadas. O tempo de duração do 

enxerto e desfechos reprodutivos acumulados, bem como o impacto sobre a prole de 

nascidos vivos foi ainda pouco explorada e merece atenção nas próximas décadas que se 

segue.  

De acordo com os nossos resultados, podemos concluir que com relação ao 

impacto da vitrificação sobre tecido ovariano o protocolo murino foi o que apresentou 

menor impacto sobre a vitalidade do tecido, seguido pelo protocolo do sistema OTC; O 

reimplante retroauricular isoladamente não comprometeu a qualidade do tecido 

ovariano enxertado, o que pode ser verificado pelo implante do tecido fresco e seu 

comportamento ao longo do tempo, com algum grau de comprometimento da amostra 

após 30 dias, sem aumentar o número de folículos degenerados; A criopreservação pré-

reimplante sensibiliza o tecido a ser enxertado, deixando-o mais susceptível ao dano em 

graus variados de acordo com o protocolo. Os tecidos dos PrOTC e humano 

apresentaram aumento nos marcadores de dano após 15 e 30 dias de reimplante e o 

marcador mais sensível na identificação de dano tecidual foi a nitrotirosina. 
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