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Resumo



GERVASIO, CG. “Regeneracdo da funcdo gonadal apés reimplante de tecido
ovariano vitrificado pelo Sistema Ovarian Tissue Cryosystem (OTC) e outros dois
protocolos naespécie murina”. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2018.

Introducgdo: A criopreservacdo de fragmentos de tecido ovariano previamente
ao inicio da terapia oncologica e posterior reimplante do tecido ovariano tem sido
sugerido como promissora alternativa para preservacédo de fertilidade. Neste sentido, um
novo sistema de vitrificacdo denominado Ovarian Tissue Cryosystem (OTC), vem
sendo desenvolvido visando aperfei¢oar a conservacao do tecido congelado. Objetivo:
Avaliar o impacto da criopreservacdo sobre a viabilidade do tecido ovariano murino
vitrificado por trés diferentes protocolos, dentre eles o sistema OTC. E avaliar o
impacto do reimplante heterotdpico do tecido ovariano murino fresco e descongelado
pelos mesmos protocolos, sobre a sua viabilidade. Metodologia: Este € um estudo
experimental onde foram utilizados tecido ovariano de camundongos C57BL/6. Trés
protocolos de vitrificagdo foram testados simultaneamente: protocolo murino (PrM);
protocolo humano (PrH); protocolo OTC (PrOTC) em comparacdo ao grupo frescos
(GF). As amostras foram analisadas imediatamente ap6s o descongelamento (Etapa 1)
ou apos 15 ou 30 dias de reimplante retroauricular (Etapa 2). Para andlise da viabilidade
utilizou-se imunohistoquimica para proliferacdo 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 distribuicdo entre os grupos e a imunomarcacao (% de
foliculos marcados), sendo que o nivel de significancia adotado foi p<0,05. Resultados:
Etapa 1: Os grupos PrOTC e PrM apresentaram melhor desempenho em relacdo a
proliferacdo celular. Entretanto, estes mesmos protocolos apresentaram graus variados
de dano oxidativo quando analisados pela imunomarcagdo de nitrotirosina, aonde o
PrOTC teve maior marcacdo do que o GF, portanto maior dano, e o PrM teve maior
marcagdo em relacdo ao HNE em comparagdo com os demais protocolos. N&o houve
nenhuma diferenca na marcacdo do NF-kB entre os grupos descongelados. Etapa 2: O
reimplante em si ndo pareceu comprometer significativamente o tecido, uma vez que as
amostras GF e GF reimplantado com 15 e 30 dias tiveram desempenho semelhante em
relacdo a todos os marcadores, com excec¢dao do GF 30 dias que mostrou algum grau de
dano oxidativo pela nitrotirosina (p<0,05). E ao se avaliar a somatoria de efeitos entre
congelamento e reimplante entre os diferentes protocolos apenas o PrH evidenciou dano
tecidual imediatamente ap6s o descongelamento e dano progressivo apds o reimplante.
Concluséo: Os PrM e PrOTC foram semelhantes ao GF na conservagdo da amostra
durante o processo de criopreservacdo, sendo que o PrOTC causou algum grau de dano
oxidativo. O reimplante retroauricular do tecido ndo impactou sobre a sua viabilidade
do mesmo nem no GF e nem nos PrM e PrOTC. O PrH mostrou-se inadequado para a
conservacao de tecido ovariano murino.

Palavras-chave: Tecido ovariano, Vitrificagdo, Transplante tecido ovariano, Ovarian
Tissue Cryosystem.



Abstract



GERVASIO, 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 Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o 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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ou intermediario, o o6cito é envolto por células da granulosa pavimentosas de um lado e
do outro lado células cubdides (c) Foliculo primario, 0 odcito é envolto por uma camada
unica de células da granulosa cuboides. (d) Foliculo secundéario, o odcito é envolto por
duas ou mais camadas completas de células da granulosa cuboides. (e) Foliculo antral é
caracterizado pela presenca de uma cavidade antral com varias camadas de células da

granulosa cuboides.

Figura 2. Delineamento experimental.

Figura 3. Retirada do ovario do reimplantado ap6s 30 dias. (A) Camundongos fémea,
da raca C57BL/6 com reimplante apos 30 dias. (B, C e D) Corte realizado na parte
retroauricular, para exposicdo do ovario. (E) Ovario reimplantado foi visualizado. (F)

Ovdério foi retirado e fixado em formol para realizacdo da imunohistoquimica.

Figura 4. Ovarian Tissue Cryosystem: Novo dispositivo em aco inoxidavel para
procedimento de vitrificacdo de tecido ovariano caprino. (A) OTC aberto, permitindo a
visualizacdo das trés partes constituintes: base (a), insert (b) tampa (c). Notar as
perfuracdes na parte superior do insert para facilitar a colocacdo e remocéo de solucdes.
(B) Exposicdo do ovario a solucdo de vitrificacdo na base do OTC. (C) A inclusdo do
insert na base do OTC permite a manipulagdo 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. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano apds criopreservagao

entre os diferentes grupos.

Figura 6. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano em relagdo ao grupo

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



Figura 7. Proliferacdo celular (Ki-67) e dano tecidual (nitrotirosina, HNE e NF-kB) nos
trés protocolos (PrM, PrOTC e PrH) analisados a fresco, ap6s o descongelamento e apds

o reimplante retroauricular.

Figura 8. Avaliagdo da imunohistoquimica no tecido ovariano entre os diferentes

grupos apoés criopreservacdo e 15 dias reimplante.

Figura 9. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano entre os diferentes

grupos apos criopreservacao e 30 dias de reimplante.
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1. A Preservacao de Fertilidade em pacientes com Cancer:

Nas Ultimas décadas, segundo a Agencia Internacional de Pesquisa contra o
Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), o céncer se tornou um
evidente problema de salde publica mundial, sendo responsavel por mais de seis
milhdes de Obitos a cada ano, 0 que representa aproximadamente 12% de todas as
causas de morte no mundo (JEMAL et al., 2011; INCA, 2015). Embora as estatisticas
apontem uma estimativa cada vez maior no numero de novos casos de cancer,
progressos na area da oncologia tém 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 oncoldgico estdo propensas a terem comprometida a sua funcdo ovariana
(MEIROW et al.,, 2008), uma vez que os feixes de radiacdo 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
faléncia ovariana prematura (FOP) (MEIROW, NUGENT, 2001; MEIROW et al.,
2008). A intensidade deste dano varia na dependéncia da idade da paciente, da dose e do
tipo de droga quimioterapica usada e, nos casos de radioterapia, da intensidade e
localizacdo da radiacdo. Por isso ha grande preocupacdo com relacdo a fertilidade futura
destas pacientes.

Deste modo o desenvolvimento de técnicas alternativas para a preservacdo e
restauracdo da fertilidade, tem apresentado uma importante relevancia clinico-cientifica.
Atualmente, existem varias técnicas para preservar a fertilidade nestas mulheres. Dentre
elas a criopreservacdo de tecido ovariano (DOLMANS et al., 2013a; SMITZ et al.,
2010, KIM et al., 2018) associada ou ndo a outras técnicas que possibilitam a utilizacdo
deste tecido apds a criopreservacao para fins reprodutivos.

A maioria dos relatos de nascimentos ap0Os criopreservacdo e transplante de
tecido ovariano foram feitos utilizando-se o processo de congelamento lento
(DOLMANS, MANVELLA, 2018). Apesar dos resultados positivos alcancados, sabe-
se que durante o congelamento lento pode ocorrer & formagdo de cristais de gelo
intracelular, o que leva a danos celulares durante o processo de criopreservagdo e
compromete a qualidade do tecido (CAMPOS et al, 2011). Por outro lado, a vitrificacdo
propOe evitar a formacdo de cristais de gelo no espacgo intracelular, uma vez que tem

como principio bésico o aumento da viscosidade da solucdo de criopreservacao e o
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resfriamento ultra-rapido que fazem com que haja a formacdo de um estado vitreo
(HORVATH, SEIDEL, 2006). Recentemente, alguns autores tém sugerido uma
superioridade da vitrificacdo sobre o congelamento lento para a criopreservacao 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, € conhecido que as técnicas de vitrificacdo
disponiveis na literatura, inclusive a utilizada por Kawamura, apresentam resultados
bastante variaveis, e ndo tém uma reprodutibilidade satisfatoria. Resultados mais
consistentes ja sdo observados na utilizacdo das técnicas de vitrificacdo para a
criopreservacao de tecido ovariano na espécie murina, havendo inclusive resultados de
nascimentos de prole saudavel e fértil (XU et al, 2006; CHEN et al., 2006;
HASEGAWA et al., 2006).

Outro sistema, o0 OTC (Ovarian Tissue Cryosystem), vem sendo desenvolvido
por pesquisadores brasileiros e parece oferecer inlmeras vantagens em relacdo a outros
sistemas ja descritos na literatura (CARVALHO et al., 2013). Trata-se de um sistema
fechado, que ndo permite o contato direto com o nitrogénio liquido, evitando assim
possiveis contaminacdes da amostra; além disso, permite a vitrificacdo de varios
fragmentos de ovario simultaneamente, ou mesmo de ovario inteiro, devido ao tamanho
da capsula. Inimeros resultados positivos tem sido descritos até 0 momento para o
sistema OTC, Bandeira e colaboradores (2015) descreveram que apds 7 dias de cultivo
o tecido de cabra vitrificado de pelo sistema OTC revelou maior porcentagem de
foliculos morfologicamente normais (30,66%) e viaveis (60,00%), quando comparados
aos vitrificados pela técnica de sistema aberto (21,33% e 23,00%). Neste mesmo estudo
foi descrito que a sobrevivéncia folicular ap6s a vitrificagdo seguida de cultura folicular
foi maior quando o tecido foi congelado em fragmentos ovarianos (36,1%) do que em
hemi-ovario (22,3%) ou ovario completo (18,4%) (CARVALHO et al., 2013).

A avaliacdo do tecido ovariano criopreservado ap6s o descongelamento pode ser
feito de diferentes maneiras, desde avaliagcbes funcionais verificando-se a producéo
hormonal e a proliferacbes de células apds o cultivo, quanto através de testes de
qualidade dos dvulos recuperados através de embriogénese e gravidez (com sérias
limitagcdes éticas na espécie humana). Em qualquer uma destas propostas o objetivo é

analisar a integridade morfoldgica e a manutencdo da capacidade funcional da amostra
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tanto para esteroidogénese quanto para foliculogénese, ou seja, producdo de gametas
maduros que sejam capazes de gerar prole saudavel.

Uma vez congelado e descongelado o tecido ovariano podera ser utilizado para
reimplante ortotdpico (no proprio sitio de onde foi removido) ou heterotopico (em
lugares diversos da fossa ovérica), ou pode ser utilizado para o isolamento de foliculos
imaturos para cultivo in vitro. Em humanos os nascimentos ja descritos sdo todos
oriundos do reimplante do tecido, na maioria dos ortotopico (DOLMANS,
MANVELLA, 2018). Porém a algumas situac@es especiais em que a doenca neoplésica
¢ sistémica, com as leucemias, ou em que 0 risco de metastases ovarianas é muito
elevado, como nos tumores de mama, linfomas e de estbmago, € possivel que
micrometastases ndo detectadas tenham sido albergadas no tecido a ser criopreservado e
possam levar a recidiva da doenga quando do reimplante (DOLMANS et al, 2013b).
Neste sentido, o isolamento de foliculos imaturos em seus diferentes estagios de
desenvolvimento para cultivo in vitro torna-se uma técnica alternativa para o
aproveitamento deste tecido criopreservado sem trazer riscos de recidiva da doenca

oncoldgica para a paciente.

2. A Unidade folicular

Percebe-se que apesar de fenémenos diferentes, o desenvolvimento e maturagéo
do od6cito (oogénese) e o desenvolvimento folicular (foliculogénese) sdo processos
interligados, no qual substancias secretadas pelo o6cito e por células somaticas
foliculares se comunicam, num processo conhecido como “crosstalk™, para a formagao
de um gameta maduro fertilizavel.

A foliculogénese também se inicia na vida pré-natal na maioria das espécies,
podendo ser definida como o processo de formacdo, crescimento e maturagdo folicular
iniciando com a formacdo do foliculo primordial e culminando com o estagio de
foliculo pré-ovulatério (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005; SAUMANDE, 1981;
SONGSASEN et al, 2009). Esse processo ocorre simultaneamente a oogénese quando o
odcito esta entre as fases de profase | e metafase I, na maioria das espécies, ou seja, a
foliculogénese inicia-se apds e termina antes da oogénese (FIGUEIREDO et al., 2008).
As oogonias, formadas a partir das células germinativas primordiais (CGP), uma vez na

crista gonadal serdo circundadas por uma camada de células somaticas que se
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diferenciardo para formar os foliculos primordiais, 0s quais estdo inativos e constituem
90% da populagdo de foliculos ovarianos, ¢ o chamado “pool de reserva folicular”. A
manutencdo desta quiescéncia folicular se da por estimulos inibitorios advindos do
préprio estroma e de outros foliculos do pool (SAWYER et al., 2002); uma vez
cessados estes estimulos o foliculo entra automaticamente em processo de ativacéo e
crescimento (FIGUEIREDO et al., 2008).). Fisiologicamente a ativacdo destes foliculos
ocorrera gradualmente, conforme a demanda, por mecanismos ainda desconhecidos.

O foliculo € considerado a unidade morfoldgica e funcional do ovario mamifero,
cuja funcdo é proporcionar um ambiente ideal para o desenvolvimento e maturacdo do
odcito (CORTVRINDT e SMITZ, 2001). Estes podem ser classificados em primordiais,
primarios e secundarios, antrais iniciais, pré-ovulatorios e atrésicos (HULSHOF et al.,
1994) (Figura 1).

Q Teca
© Granulosa
QOocito

Primordial Intermediario Primario Secundario

Figura 1. Representacdo esquematica do desenvolvimento folicular, desde o foliculo primordial até o
estagio antral, mostrando o desenvolvimento das células da granulosa, teca e oocito (Modificado de
Gervasio et al., 2014). a) Foliculo primordial, o odcito é envolto por uma camada de células da granulosa
pavimentosa. (b) Foliculo transitério ou intermediario, o obcito é envolto por células da granulosa
pavimentosas de um lado e do outro lado células cubdides (c) Foliculo priméario, o odcito é envolto por
uma camada Unica de células da granulosa cubdides. (d) Foliculo secundario, o odcito é envolto por duas
ou mais camadas completas de células da granulosa cubdides. (e) Foliculo antral é caracterizado pela
presenca de uma cavidade antral com vérias camadas de células da granulosa cubdides.

Os foliculos primordiais sdo os primeiros desenvolvidos no ovario (EPPIG e
O’BRIEN, 1996) e sdo 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 odcito do foliculo primordial apresenta uma forma que
varia de esférica a ovoide e ocupa uma posi¢do central com organelas citoplasmaticas
localizadas na regido perinuclear em bovinos (FAIR et al., 1997; HYTTEL et al., 1997),
caprinos (LUCCI et al., 2001) e suinos (HERTIG e ADAMS, 1967).
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Uma vez ativado, o foliculo primordial inicia seu processo de maturacédo e evolui
para foliculo primario, caracterizados pela presenca de uma unica camada de células da
granulosa apresentando formato cuboide (HULSHOF et al., 1994), em torno do odcito,
sendo uma caracteristica marcante dessa fase o surgimento da zona pellcida, estrutura
mantida por todo o desenvolvimento folicular (VAN DEN HURK et al., 2000;
CORTVRINDT e SMITZ, 2001; FAIR et al., 1997).

Este foliculo ativado multiplica suas camadas de células granulosa dando origem
ao foliculo secundario (HULSHOF et al., 1994). Neste estagio ocorre um aumento do
didmetro do odcito, no qual a zona peldcida se torna evidente em bovinos (FAIR et al.,
1997) e caprinos (LUCCI et al., 2001), além da formacéo das primeiras células da teca
(VAN DEN HURK, BEVERS e BECKER 1997; SCARAMUZZI et al., 1993). No final
deste estagio, a acdo gonadotrdfica ja pode ser detectada (VAN DEN HURK et al.,
2000). A etapa seguinte do desenvolvimento se caracteriza pela multiplicacdo das
camadas da granulosa, com producdo e acimulo de fluido folicular por estas ceélulas,
formando a cavidade antral com a presenca do complexo cumulus-o6cito
(FIGUEIREDO et al., 2008; GORDON, 1994). A formacdo da cavidade antral é um
evento importante no crescimento folicular, pois € precursor dos processos de desvio e
dominéncia folicular (SILVA et al., 2002). O foliculo selecionado para ovula¢do no
ciclo em que se desenvolve completara o crescimento, com expansao da cavidade antral
a qual aproxima o odcito da superficie ovariana e facilita a extrusdo do mesmo ap6s a
ruptura do epitélio do cétex ovariano. Os demais foliculos, ndo dominantes sofrerdo

processo de atresia.

2.1. A atresia folicular

O processo de atresia folicular pode ser fisioldgico ou pode ocorrer em
decorréncia de dano ao tecido ovariano. Durante o desenvolvimento folicular nem todos
os foliculos ativados chegardo aos estagios finais de desenvolvimento, variando de
espécie para espéecie o numero de foliculos que atingirdo a maturidade para a ovulacéo,
os demais sofrerdo um processo conhecido como atresia. A atresia folicular é um
processo fisioldgico, responsavel pela perda de quase a totalidade (99,9%) dos foliculos
de um ovario (FIGUEIREDO et al., 1995), fazendo com que o desenvolvimento

folicular completo seja um evento biologico extremamente raro (IRELAND, 1987). Este
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processo € caracterizado por interrupcdo da mitose nas células da granulosa, separacao
das células da granulosa da membrana basal e morte do odcito, podendo ocorrer pelas
vias degenerativas e/ou apoptoticas quando o ambiente paracrino ou enddcrino néo é
adequado para suportar o crescimento folicular, juntamente com a diferenciacdo das
células da granulosa (MARKSTROM et al., 2002).

As alteracOes sugestivas de atresia em foliculos pré-antais, foram observadas em
analise histologica que ocorrem primeiramente no odécito, 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 foliculos antrais, a
picnose nuclear e a vascularizacdo citoplasmatica acontecem primeiramente nas células
da granulosa (HAY, CRAN, MOOR, 1976), em seguida ocorre 0 aparecimento das
alteracOes degenerativas nas células tecais (O‘'SHEA, HAY, CRAN, 1978) ¢ finalmente
no oocito (HAY, CRAN, MOOR, 1976), mostrando uma maior sensibilidade das
células somaticas foliculares do que do préprio oodcito. Os foliculos antrais tém a
capacidade de recuperar-se da atresia e prosseguir até a ovulacdo, os quais sdo sugeridos
pelo estudo da viabilidade de células da granulosa de foliculos atrésicos, onde foi
observado auséncia de sinais de degeneracdo dos odcitos em inicio de atresia
(HIRSHFIELD, 1989). O desenvolvimento folicular pode ser influenciado por varios
fatores estimulatorios e inibitérios que regulam a sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacdo das células da granulosa (MONNIAUX et al., 1997). Para compreender
como um foliculo se torna atrésico, é importante lembrar que em cada fase do seu
desenvolvimento, um foliculo requer quantidades diferenciadas de hormonios e fatores
de crescimento (MONNIAUX et al., 1997), conseqlentemente, quando as
concentrages destes fatores estdo abaixo das necessarias, a atresia € iniciada
(MONNIAUX et al., 1997). Entretanto, independentemente da fase na qual ocorre, a
atresia diminui de maneira significativa o nimero de o0citos viaveis durante a vida
fértil, fazendo com que o potencial ovariano seja subaproveitado (MONNIAUX et al.,
1997).
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3. Protocolos de Criopresrevacéo de tecido ovariano

A criobiologia (estudo das técnicas de congelamento de células e tecidos) tem
permitido a preservacdo de células por tempos prolongados, na maioria das vezes com a
manutencdo de suas propriedades bioldgicas uma vez descongeladas (PEGG, 2007;
TAO; DEL VALLE, 2008). Todas as células dos mamiferos funcionam com uma
pequena variagdo de temperatura, que vai de 37°C a 39°C, e todas contém &gua,
tornando possivel a criopreservacéo se forem resfriadas em nitrogénio liquido a - 196°C.
Os danos sofridos pelas células dos mamiferos durante a criopreservacdo estdo
diretamente ligados a velocidade de resfriamento e ao reaquecimento das células
(RUBINSKY, 2003).

A criopreservacdo do tecido ovariano apresenta diversas vantagens, pois
independe da idade e fase do ciclo (SHAW, ORANRATNACHAI, TROUNSON,
2000), além de envolver menos questdes éticas e sociais comparada a criopreservacao
de od6citos e embribes, sobretudo quando esse processo € realizado na espécie humana
(ZHANG et al., 2009). Essas caracteristicas sdo extremamente interessantes para a
reproducéo assistida, principalmente para mulheres que necessitam iniciar de imediato o
tratamento contra o cancer, ndo necessitando de inducdo de ovulagédo (ZHOU et al.,
2010). A criopreservacdo de tecido ovariano também é uma alternativa para meninas
que ainda ndo tenham atingido a puberdade aonde a inducgéo da ovulagéo ainda néo seria
possivel. (SUGIMOTO et al., 2000).

Entretanto, esse tecido é submetido a condi¢bes extremas, podendo danificar a
integridade do foliculo e resultar em crioinjarias apds a criopreservacao (VARGHESE
et al., 2008). Esses danos podem ser ocasionados em decorréncia de temperaturas ndo
fisioldgicas e a exposicdo a agentes crioprotetores. Nesse contexto, algumas limitacdes
da criopreservacdo, devem ser aprimoradas para obtencdo de resultados satisfatorios em
diferentes espécies, ja havendo relatos de nascimento apds criopreservacdo 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 0 momento, a maioria das pesquisas animais e em humanos
concentra-se em métodos de congelamento e transplante de fragmentos do coértex
avascular, sendo que essa técnica foi a Unica que possibilitou a ocorréncia de

nascimentos em humanos até o momento (DONNEZ et al., 2006).
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O primeiro estudo relacionado a criopreservacao de tecido ovariano na espécie
ovina empregando o congelamento lento foi em 1994 (GOSDEN et al., 1994). No
entanto, pesquisas envolvendo a vitrificacdo sd@o bem mais recentes e resultados
animadores ja foram relatados. Em 2005 Bordes e colaboradores obtiveram o
nascimento de trés crias saudaveis apoOs criopreservacdo de ovarios de ovelhas pela
técnica de vitrificacdo seguida de autotransplante ortotopico. Nesta técnica o material
bioldgico, que neste caso foram metades de ovarios, foi imediatamente transferido para
criotubos apos a etapa de equilibrio ou exposicdo aos crioprotetores, e em seguida
imerso em nitrogénio liquido para a vitrificacdo 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 desidratacdo da célula, prevenindo a formacao de
gelo intracelular, que pode causar danos pelo arrebentamento e disperséo das organelas
celulares, ou por provocar quebras da membrana citoplasmatica. (RODRIGUES et al.,
2004). Varios crioprotetores estdo disponiveis no mercado, entretanto, apesar de
imprecindiveis para a realizagdo do congelamento sdo toxicos e seu uso isolado ou em
associacdo com outros crioprotetores tém sido exaustivamente estudados nos diferentes
protocolos de congelamento descritos, seja 0 congelamento lento ou a vitrificacdo,

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

3.1. Lento

A quase totalidade dos nascimentos em humanos apds reimplante de tecido
ovariano criopreservado até o momento advém de tecidos congelados por esta técnica
(N=130 nascimentos, em compara¢do com 3 nascimentos dos tecidos vitrificados)
(DOLMANS, MANVELLA, 2018). Por isso esta técnica é ainda considerada padrao
ouro. O congelamento lento é caracterizado por uma reducdo gradual da temperatura,
com o objetivo de reduzir o estresse térmico na fase de transi¢do das solugdes do estado
liquido para o estado solido (SANCHES, 2009) e pelo uso de baixas concentracdes de
agente crioprotetor (PAYNTER, 2000). Além disso, € caracterizado também por uma
desidratacdo celular gradual para evitar a formacéo de cristais de gelo (SHAW et al.,
2000; RODRIGUES et al., 2004).

A interacdo das amostras com a substancia crioprotetora é seguida de uma fase

de equilibrio ap6s a qual a amostra é transferida para um recipiente apropriado e
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colocado na maquina de congelamento computadorizada. Esta é programada para o
congelamento em rampa que prevé o decréscimo lento da temperatura até -30 ou -40°C.
Nesta técnica € necessaria a realizacdo do “Seeding", etapa que tem como finalidade
minimizar a formagdo dos cristais de gelo no meio. Somente apds atingir esta
temperatura é que se faz a transferéncia para o nitrogénio liquido (-196°C) onde serdo
armazenados (PAYNTER, 2000).

Uma das suas desvantagens desta técnica € que necessita de equipamento
especifico e de alto custo, além de causar: desequilibrio osmético; formacdo de cristais
de gelo intracelular com maior frequéncia, que interfere na estrutura dos fusos
meioticos; enrijecimento da zona pelucida (ZP), que pode afetar o processo de
fertilizacdo devido ao blogueio da penetracdo do espermatozoide (TAO; DEL VALLE,
2008).

3.2. Vitrificacao

A técnica que revolucionou a histdria da criopreservacdo de odcitos e que vem
sendo mais recentemente defendida é a vitrificacdo (KUWAYAMA et al., 2005; COBO
et al., 2008), que ¢ definida como a elevagédo extrema da viscosidade do meio, levando a
solidificacdo da solucdo liquida em uma solucdo vitrea em fracdo de segundos,
caracterizando um congelamento ultrarrdpido (-1.500°C/min) em nitrogénio liquido. A
vitrificagdo de tecido ovariano surge como alternativa ao congelamento lento, por
envolver rapidas taxas de resfriamento (15.000 a 30.000 °C/min) (LIEBERMANN,
TUCKER, 2004) e aquecimento em presenca de concentracbes muito altas de
crioprotetores, prevenindo assim a formacdo de cristais de gelo, e diminuindo os danos
causados a célula (VAJTA et al., 1998; KASAI, 2004; LIEBERMANN, TUCKER,
2004).

A vitrificacdo por ser um método simples, ndo necessita de equipamentos caros
para sua execuc¢do e o tempo de equilibrio e congelamento é reduzido (DOBRINSKY,
2002; KUWAYAMA et al., 2005). Por outro lado, utiliza-se altas concentra¢des de
crioprotetor, o que pode favorecer danos tdxicos e osmoticos na célula (VAJTA et al.,
1998). Uma alternativa para reduzir a toxicidade e os efeitos osmoticos dos
crioprotetores € o aumento da velocidade de congelamento, reduzindo o tempo de
exposicdo da célula ao agente crioprotetor (KUWAYAMA, 2007).

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

vitrificagdo, afirmam que as principais vantagens da vitrificacdo séo a taxa de
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resfriamento extremamente rapida (23.000°C/min) o qual previne lesdo no odcito, pelo
fato do volume de meio de vitrificagdo ser muito baixo. Assim, altas taxas de
aquecimento (42.000 °C/min) sdo alcancadas evitando a formacéo de cristais de gelo no
processo de descongelamento e a concentracdo de crioprotetores permedveis é reduzida
em 30%, minimizando os efeitos potencialmente toxicos (KUWAYAMA et al., 2005).

3.3. Crioprotetores

Os agentes crioprotetores sdo substancias que protegem as células contra
desidratacéo, resfriamento e danos causados pela reducdo extrema de temperatura. A
utilizacdo de crioprotetores reduz o dano celular durante a preservagéo do tecido (KIM,
BATTAGLIA, SOULES, 2001). Os crioprotetores sao utilizados para estabilizar as
proteinas intracelulares, reduzirem a formacdo de gelo intracelular e moderarem o
impacto da concentracdo de eletrolitos intra e extracelulares, por serem hidrossolaveis,
apresentarem baixa toxicidade mesmo em concentracdes elevadas e por serem
facilmente permeéaveis as membranas da célula (RALL, REID E POLGE, 1984). Apesar
destas substancias serem indispensaveis para 0 sucesso deste processo pode haver
citotoxicidade em casos de exposi¢do prolongada a estes agentes, sendo que a perda de
foliculos primordiais com o uso de crioprotetores pode variar de 15 a 90% dependendo
do crioprotetor utilizado (NEWTON et al., 1996).

Dimetilsulfoxido (DMSO), Propanodiol (PROH), Etilenoglicol (EG) e Glicerol
(GLY) sdo os crioprotetores mais utilizados para os protocolos de criopreservacao,
podendo ser utilizados isoladamente ou associados (ARNON et al., 2001; HOVATTA,
2003; OEHNINGER, 2005). A eficiéncia destes agentes crioprotetores podem variar em
funcdo da estrutura da célula ou tecido a ser criopreservada (FULLER, PAYNTER,
2004), da concentracdo e do tempo de exposicdo utilizado antes do processo de
criopreservacdo. Além disso, as diferencas estruturais entre as especies animais é
tambem um fator que pode influenciar na eficacia de um agente crioprotetor
(FAUSTINO et al., 2010; GANDOLFI et al., 2006).

O etilenoglicol devido as suas caracteristicas de baixo peso molecular (62,07
g/mol) e baixo ponto de fuséo (- 15,6°C) tem sido amplamente empregado como agente
crioprotetor intracelular (NEWTON et al., 1998). Todavia, ele apresenta como
desvantagem a geracdo de subprodutos potencialmente toxicos durante sua

metabolizacdo (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
criopreservacao lenta de tecido ovariano mostrou que o EG nas concentracdes de 1,5 e
3,0 M, reduziu significativamente o percentual de foliculos morfologicamente normais
(52,5% e 32,8%, respectivamente). Segundo os autores (LUCCI, et al. 2004), esse
resultado se deve a acdo tdxica desse crioprotetor. Por outro lado em 2008, Celestino e
colaboradores obtiveram um alto percentual de foliculos viaveis, semelhante ao controle
fresco, tanto apds a exposicdo quanto apds a vitrificacdo do tecido ovariano bovino,
utilizando 1,5 M de EG. O uso do DMSO tem sido bastante criticado por alguns
autores; quando utilizado na concentracdo de 1,5 M para criopreservacao de fragmentos
de tecido ovariano produziu uma baixa taxa de recuperacdo de odcitos e de maturacao
oocitaria, com odcitos apresentando grande desorganizacdo da cromatina e 50% de
degeneracédo folicular no primeiro dia de cultivo em amostras humanas e de ovinos
(KIM et al., 2006; CECCONI et al., 2004). J& Demeestere e colaboradores (2006)
obtiveram sucesso apds transplantes ortotdpico e heterotdpico (subcutaneo) de tecido
ovariano criopreservado com DMSO, constatando a retomada da ciclicidade hormonal e
da fertilidade com obtencdo de gestacéo natural apds o reimplante.

Dentre os crioprotetores extracelulares, a sacarose, carboidrato composto por
uma frutose e uma glicose, é utilizada com bastante frequéncia nas solucdes de
criopreservacao, pois além de sua capacidade crioprotetora, essa substancia age como
um tampdo osmotico contra o estresse celular causado durante a adi¢do e remocao do
crioprotetor intracelular (MANDELBAUM et al., 1988). A sacarose ja foi utilizada com
sucesso na crioprotecdo de odcitos 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 adicdo de sacarose a solucdo de
criopreservacao aplicada a o6citos humanos tem demonstrado ser eficiente, resultando
em altas taxas de sobrevivéncia, e obtencdo de embribes de alta qualidade (BARRITT et
al., 2007; PARMEGIANI, et al., 2008). Do mesmo modo, Santos e colaboradores
(2006b) observaram que a adicdo de sacarose ao meio de criopeservacao contendo EG é
benéfica para manutencdo da viabilidade de foliculos pré-antrais inclusos em tecido
ovariano caprino.

Deste modo, percebe-se que a escolha de qual o melhor protocolo de
criopreservacao a ser empregado ainda esta longe de ser alcangcado e ha espacgo para o

desenvolvimento de novas propostas de protocolo, com combinagdes diversas de
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crioprotetores. Além disso, hd também uma grande diversidade de sistemas de
congelamento disponiveis no mercado, podendo ser aberto ou fechado (com ou sem
contato direto com nitrogénio liquido), cada qual com vantagens e desvantagens, com

resultados variaveis na dependéncia da espécie animal em que é empregado.

4. A avaliacdo do tecido criopreservado:

4.1. Histologia classica:

A histologia é uma técnica que avalia a morfologia do citoplasma e do ndcleo,
sendo um método importante para avaliacdo do tecido ovariano, pois permite verificar a
mudanca na morfologia das células da granulosa, por ocasido da ativacao folicular, além
de permitir analisar a integridade morfoldgica do odcito, das células da granulosa e da
unidade folicular como um todo. No entanto, essa técnica ndo permite avaliar a
integridade das organelas citoplasmaticas (GOSDEN, et al. 2000). Gosden e
colaboradores (2000) também observaram que a histologia classica é pouco precisa se
realizada imediatamente ap6s o descongelamento do tecido ovariano, pois algumas
alteracdes das organelas podem se manifestar somente algumas horas apés este
processo. Por outro lado, ela apresenta uma grande vantagem, que é a de possibilitar que
um grande namero de foliculos seja avaliado, 0 que a torna uma técnica importante
quando se deseja realizar uma analise quantitativa, considerada de baixo custo e de facil
execucdo. Com isso varios trabalhos tém utilizado essa técnica para avalia¢do do tecido
apos a criopreservacao.

Alguns autores recomendaram que, na analise histolégica, as alteracGes
referentes a atresia em foliculos pré-antrais ocorrem primariamente no odcito, 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: fixacao, desidratacdo, clarificacdo, infiltracéo, incluséo, microtomia e
coloragédo das laminas. Em geral, os fixadores mais empregados sdo: paraformaldeido 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 coloragbes mais
empregadas sdo: hematoxilina-eosina (HE) (VENDOLA et al.,, 1999; NILSSON e
SKINNER, 2002) e Acido Periddico 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 foliculos 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; MATQOS et al., 2007).

4.2. Imunomarcadores para avaliacdo do tecido ovariano:

4.2.1. NF —kB (factor nuclear kappa B)

NF-kB € um complexo proteico que desempenha funcdes como fator de
transcrigdo, ele pode ser encontrado em quase todos os tipos de células animais e esta
envolvida na resposta celular a estimulos como o estresse, citocinas, radicais livres,
radiacdo ultravioleta, oxidacdo de LDL e antigenios virais e bacterianos. (GILMORE,
1999). NF-kB desempenha um papel fundamental na regulacdo da resposta imunitaria a
infeccdo. A regulacdo incorreta de NF-kB tem sido ligada a doencas inflamatdrias e
auto-imunes, choque séptico, infeccdo viral e também a desenvolvimento imunitario
improprio (ALBENSI, MATTSON, 2000; MERCURIO et al. 1999). NF-kB também
atua na sobrevivéncia e proliferacdo celular, apoptose e funcionamento do SNC (XIAO,
2004; MERCURIO et al.,1999).

O fator de transcricdo NF-kB foi originalmente descrito em linfécitos B maduros
como sendo responsavel pela transcricdo do gene da cadeia leve kappa da
imunoglobulina, de onde advém seu nome (SEN, BALTIMORE,1986). Durante algum
tempo, acreditou-se que ele fosse exclusivo de linfécitos B maduros e presente no
ndcleo destas células. Mais tarde, observou-se que o NF-kB, estd presente na grande
maioria das células, no citoplasma, associado a uma proteina inibitoria, a 1k-B, dessa
forma, permanecia inativo a maior parte do tempo (SEN, BALTIMORE,1986). E,
portanto € um marcador de dano tecidual, sem especificar a origem ou 0 mecanismo do

dano.

4.2.2. 4-HNE (4-hidroxinonenal)

O 4-HNE é um importante marcador bioldgico que tem sido utilizado em
diversas pesquisas, pois esta associado a mecanismos fisiologicos e patolégicos do
nosso organismo, tais como o cancer, a doengas neurodegenerativas e autoimunes, além
da inflamacdo (CHEN et al., 2011; WEBER et al., 2013), sendo um dos indicadores
mais importantes do processo da peroxidacéo lipidica, sendo considerado o mais estavel

(UCHIDA, 2003), e por isso sendo usado para a caracterizacdo 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
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O 4-HNE é um metabdlito que possui capacidade para se difundir para os
tecidos circundantes, sendo considerado um mensageiro do processo inflamatdrio
(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 inflamatdrio e pouco se conhece sobre a sua atuacdo nos elementos
celulares articulares, mas ja se verificou sua atividade quimiotatica para células
inflamatdrias que produzem formas reativas de oxigénio e aumentam a concentracao no
liquido sinovial deste metabdlito, que conseqlientemente induzem alteracdes patoldgicas
articulares (TYMOFIYEVA et al., 2007).

4.2.3. Nitrotirosina

A nitrotirosina € um biomarcador de dano protéico utilizado também para a
caracterizagédo do dano oxidativo (KARIHTALA, 2011).

Em varios estudos encontramos referéncias sobre a expressdo da Nitrotirosina,
como elemento presente em diversos tecidos neoplasicos, associados a alto grau de
malignidade celular, neoangiogénese, isquemia, inflamacao, e invaséo tecidual (KLOTZ
etal. 1998; VERHAGEN et al. 2002).

4.2.4. Ki 67

O Ki-67 ¢ um marcador localizado no ndcleo celular e é bastante utilizado para
identificar células em proliferacdo celular, sendo este um anticorpo monoclonal
(WHITE, SMITH, SMITH, 1994).

No inicio da década passada, uma analise detalhada do ciclo celular revelou que
0 antigeno para a proteina Ki67 estava presente no ndcleo das células em todas as fases
do ciclo (G1, S, e G2), inclusive na mitose, entretanto, células quiescentes ou em
repouso na fase GO ndo expressam o Ki67. Devido ao fato do Ki67 estar presente em
todas as células em proliferacdo (células normais ou tumorais), apos esse estudo, essa
proteina rapidamente se tornou um excelente marcador para determinar a proliferacdo
de uma determinada populagdo celular (SCHOLZEN, GERDES 2000). Atualmente,
varios autores tém utilizado a expressdo do Ki67 para avaliacdo de proliferacdo celular
em tecidos ovarianos (VANACKER et al., 2013).
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5. Reimplante do tecido ovariano

Ap6s um periodo indeterminado de congelamento, o tecido ovariano pode ser
removido do nitrogénio liquido e reimplantado com o objetivo de recuperar sua
atividade. De acordo com o tecido e com 0 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
0 doador € o mesmo receptor). O transplante também pode ser classificado de acordo
com o local anatdbmico do implante, ortotopico quando se implanta o tecido no mesmo
sitio de origem, ou heterotopico, quando se implanta o tecido em uma regido distinta da
original (AKAR, OKTAY, 2005).

Nos anos 50, surgiram diversas pesquisas a respeito da criopreservacdo e
transplante de ovarios. Em 1956, Parkes mostrou a restauracdo da funcdo endocrina
apos transplante autdlogo de ovario em ratas. Devido a falta de aplicabilidade clinica,
esse metodo de preservagdo 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 apos transplante autdélogo de tecido ovariano
congelado/descongelado e mostrou novas perspectivas, especialmente como estratégia
para preservar a funcdo ovariana em mulheres com cancer.

O transplante de tecido ovariano ja € uma realidade em clinicas de reproducéo
assistida (OKTAY, TURKCUOGLU, RODRIGUEZ-WALLBERG 2011). Essa técnica
de reimplante oferece como principais vantagens a restauracdao da fungédo reprodutiva e
esteroidogénica da paciente submetida a tratamentos potencialmente esterilizantes por
motivos diversos. A associa¢do entre a criopreservacdo e o reimplante tem sido
realizada em varias espécies. Muitos estudos evidenciaram que as funcdes dos ovarios
podem ser restabelecidas, incluindo crescimento folicular (DEMEESTERE et al., 2006),
producdo hormonal esteroidal (ANDERSEN et al., 2008; CAMPOS et al., 2011), bem
como gestacOes 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 ja conseguiram com os reimplantes ortotopico e heterotopico
a restauracdo da fungdo esteroidogénica, ciclos menstruais normais com gravidez
espontanea, embrides vidveis por procedimentos de reproducdo assistida e nascidos
vivos (DONNEZ et al., 2004; OKTAY, KARLIKAYA, 2000; CALLEJO et al., 2001;
RADFORD et al., 2001; DEMEESTERE et al., 2006; SANCHEZ-SERRANO et al.,
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2010; ERNST et al., 2010). Aparentemente 0s principais obstaculos para o sucesso da
restauracdo da fertilidade a partir do cortex ovariano congelado/descongelado sdo: a
realizacdo de um novo procedimento cirtrgico para o reimplante, 0 ndo reimplante de
células malignas presentes no tecido criopreservado e as aderéncias e dano isquémico
macic¢o aos foliculos até o desenvolvimento da neovascularizacdo (TAO, DEL VALLE,
2008; LIU et al., 2002).

A maioria dos foliculos que sobrevivem a criopreservacdo sofre isquemia
durante o tempo necessario para neovascularizacdo (KUWAYAMA et al., 2005). Desde
entdo, o congelamento de tecido ovariano por técnicas de criopreservacdo tém sido
motivo de indmeras pesquisas e existem dados recentes mostrando recuperacao
completa da funcdo gonadal apos 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 relacdo ao
restabelecimento da funcdo gonadal global, embora os relatos tenham um tempo curto
de seguimento (SANCHEZ et al., 2007).

O reimplante do tecido criopreservado permite avaliar a neovascularizagéo que
se desenvolve ap6s o reenxerto, bem como caracteristicas de viabilidade do tecido
através da identificacdo de atividade folicular (proliferacdo celular), outras avaliacdes
relacionadas ao metabolismo celular e até mesmo a avaliacdo de desfechos reprodutivos

em mamiferos ndo humanos.
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2. Justificativa
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Os tratamentos utilizados contra o cancer tém resultado em altas taxas de cura e
sobrevivéncia, contudo esses tratamentos sdo extremamente gonadotdxicos levando a
infertilidade em muitos dos casos (DONNEZ et al., 2013a). Neste sentido, a associacao
entre o reimplante e a criopreservacdo de tecido ovariano para a geracdo de évulos
viaveis a fertilizacdo in vitro tem sido fortemente sugerida na pratica de preservacéo de
fertilidade feminina (DONNEZ et al., 2004), neste sentido a identificacdo de um
protocolo eficiente de criopreservacdo, seja de gametas ou tecido ovariano, torna-se
imprescindivel. O sistema OTC tem sido descrito com bons resultados em caprinos
(CARVALHO et al., 2013), é prético e de facil manejo.

Dessa forma, os experimentos propostos neste projeto visam avaliar a eficiéncia
deste protocolo de congelamento em tecido ovariano murino em comparagdo a outros
dois protocolos ja utilizados, com objetivo translacional para a criopreservacdo de

tecido ovariano humano.
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3. Objetivos
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto da criopreservacdo sobre a viabilidade do tecido ovariano
murino vitrificado por trés diferentes protocolos, dentre eles o sistema OTC (Ovarian
Tissue Cryosystem). E avaliar o impacto do reimplante heterotdpico do tecido ovariano

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

3.2 Objetivos especificos

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

reimplante heterotopico retroauricular, quanto a:

» Morfologia histolégica através da analise por coloracdo de HE.
» Dano oxidativo analisando-se a imunomarcacgéo pelo 4-HNE e nitrotirosina.
» Proliferacdo celular pela imunomarcacédo do Ki67 e

» Dano tecidual pela imunomarcacdo de NFkB.



o1

4. Materiais e Méetodos
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4.1 Aspectos Eticos

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP (CETEA, FMRP), sob 0 PROTOCOLO:
222/2014 e a Comissdo de Pesquisa do Departamento de Ginecologia e Obstetricia 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 fémea, da raca C57BL/6, do biotério
central. O estudo foi realizado no laboratorio de cirurgia experimental da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (USP), no laboratério de Ginecologia e Obstetricia do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo e no laboratério de patologia

da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo.

4.2.1 Delineamento experimental

Neste estudo foram incluidas 48 camundongos fémea, com idade entre 6 e 8
semanas, as quais foram subdivididas em 4 grupos experimentais sendo eles: protocolo
murino (PrM); protocolo humano (PrH); sistema OTC (PrOTC) e a0 mesmo tempo o
grupo frescos (GF) utilizado como controle, sendo que na etapa 1 foi realizada a
avaliacdo da criopreservacdo sobre a viabilidade do tecido ovariano murino, pelos trés
protocolos de vitrificagdo. E na etapa 2 foi realizado a avaliagdo do impacto do
reimplante sobre a viabilidade no tecido ovariano murino fresco e descongelado, apés

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

4.2.1.1 Variaveis 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 proliferagéo

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

4.3 Preparo das amostras de tecido ovariano

Os animais foram submetidos & ovariectomia bilateral conforme sera descrito
mais adiante. Os ovarios coletados foram lavados em solucdo de KSOM tamponado
com HEPES (SUMMERS et al., 1995) suplementado com BSA (0,5%). Os animais
foram posteriormente mantidos em gaiolas em numero de 4 a 6 animais, com
alimentacdo e agua 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 apds a ovariectomia completa, alguns dos fragmentos
de tecido ovariano foram destinados para as analises de histologia classica (grupo

fresco) (Figura 3).
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Figura 3. Retirada do ovario do reimplantado ap6s 30 dias. (A) Camundongos fémea, da raga C57BL/6
com reimplante apds 30 dias. (B, C e D) Corte realizado na parte retroauricular, para exposicédo do ovario.
(E) Ovério reimplantado foi visualizado. (F) Ovario foi retirado e fixado em formol para realizagdo da
imunohistoquimica.

4.4 Vitrificagéo /desvitrificagdo do tecido ovariano

Foram realizados trés protocolos de vitrificagdo simultaneamente. Sendo que o
primeiro descrito por Migishima e colaboradores (2003), utilizado para criopreservagdo
de tecido ovariano murino. O segundo protocolo foi descrito para vitrificagdo de tecido
ovariano humano descrito por Suzuki e colaboradores (2012), cuja utilizacdo por
Kawamura e colaboradores (2013) permitiu 0 nascimento de uma crianga saudavel apos
transplante. E o terceiro protocolo o tecido ovariano murino seréd vitrificado pelo
sistema OTC, inclusive com a utilizacdo deste recipiente especifico conforme descrito

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

4.4.1 Protocolo murino

Para a vitrificacdo de acordo com o protocolo descrito por Migishima e
colaboradores (2003), os ovérios foram expostos inicialmente a uma solucdo de
equilibrio constituida de meio MEM contendo DMSO (1M) a temperatura ambiente.

Em seguida, 5uL de meio contendo os ovarios foram transferidos para criotubos de
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1mL em gelo a 0°C por 5 minutos. Entéo, 95ul de DAP (adaptado) foram adicionados
em cada criotubo e, em seguida, estocados em nitrogénio liquido.

Para o descongelamento, os criotubos foram retirados do nitrogénio liquido e
colocados a temperatura ambiente (37°C) por 30 segundos. Foram colocados 900uL de
meio MEM contendo 0,25M de sacarose para a solucdo de descongelamento,

perfazendo um total de 1mL no criotubo.

4.4.2 Protocolo humano

Para a vitrificacio 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 0 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 nitrogénio liquido.

Apds 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 vitrificacdo por OTC (CARVALHO et al., 2013) (Figura 4) os fragmentos de
tecido ovariano foram expostos as solucdes de vitrificacdo dentro da prépria capsula,
sendo inicialmente expostos por 4 minutos a uma solugcdo de Meio Essencial Minimo
(MEM) suplementado com 10mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 0,25M de
sacarose (SAC), 10% de etilenoglicol (EG — Dinamica Quimica, Diadema-SP, Brasil) e
10% de dimetilsulféxido (DMSO - Dindmica Quimica, Diadema-SP, Brasil). Em
seguida, a solucdo foi substituida por outra, cuja composicdo foi semelhante, com
alteracdo apenas na concentracdo dos agentes crioprotetores (20% EG e 20% DMSO).
Apo6s 1 minuto a solucdo de vitrificagdo foi removida e o OTC contendo o tecido
ovariano foi fechado e imerso em nitrogénio liquido.

Apols a crioestocagem, os OTCs foram aquecidos a 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 trés lavagens sucessivas,
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com duragdo de 5 minutos cada, em meio MEM contendo BSA (10mg/mL) e

concentracdes decrescentes de sacarose (0,5; 0,25 e OM).

Figura 4: Ovarian Tissue Cryosystem: Novo dispositivo em aco inoxidavel para procedimento de
vitrificacdo de tecido ovariano caprino. (A) OTC aberto, permitindo a visualizacdo das trés partes
constituintes: base (a), insert (b) tampa (c). Notar as perfura¢fes na parte superior do insert para facilitar a
colocacédo e remocao de solugdes. (B) Exposi¢do do ovério a solucdo de vitrificagcdo na base do OTC. (C)
A incluséo do insert na base do OTC permite a manipulagdo 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 incisdo de 0,5cm através
da parede abdominal para identificacdo dos cornos uterinos e permitir a identificacdo do
tecido ovariano, sendo realizada entdo a ovariectomia bilateral. Os ovarios inteiros, a
fresco ou apds congelamento e descongelamento, de cada animal foram reimplantados;
com excecdo do grupo OTC em que os fragmentos eram congelados varios no mesmo
recipiente, cada animal recebeu enxerto autlogo, ou seja, o proprio ovario de volta.

O reimplante foi realizado na regido retroauricular, bilateral (um ovario de cada
lado), com uma incis@o semi-circular de cerca de 3-5mm, com a colocagédo do tecido
sem fixagdo. Para facilitar a identificacdo no tecido enxertado no momento da remogéo
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o local foi marcado com ponto de nylon 6-0. A sutura local foi feita em um Gnico plano
também como monocryl 4-0. Apos 15 ou 30 dias do transplante os camundongos foram
eutanasiado, para retirada dos fragmentos enxertados. O mesmo foi realizado para 0s
tecidos vitrificados, pelos trés protocolos distintos, sendo que ap6s 3 a 7 dias do
congelamento as amostras foram aquecidas e fixadas para a anélise na Etapa 1 ou foram
reimplantadas (Etapa 2) (Figura 2).

As paredes das incisdes foram fechadas utilizando fio 5/0 (Ethicon, Somerville,
NJ, USA) e a incisdo da pele fechada utilizando fio de nylon. Antes dos animais
regressarem a consciéncia foi realizada a analgesia utilizando carprofeno (5mg/kg, ip,

Rimadyl, Dundee, RU) para fornecer alivio da dor pds-cirurgia.

4.5. Analise dos protocolos de criopreservacao e do tecido ovariano transplantado

4.5.1 Técnica de imunohistoquimica

e As amostras de tecido ovariano foram fixadas em formol 10% (para prevenir
autdlise e manter a estrutura celular) e incluidas em parafina. Em seguida foram
realizados cortes seriados com espessura de 4um, uma lamina foi corada com
HE (hematoxilina e eosina) e as outras utilizadas para a imunohistoguimica.

e Os cortes foram estendidos em laminas de vidro do tipo silanizadas, para
aumentar da aderéncia entre o corte tecidual e a lamina.

e Para deteccdo dos marcadores foram utilizados os anticorpos primarios da Cell
Signaling Technology (Danvers, MA, USA) NF-kB, 4HNE, Ki67 e
Nitrotirosina, conforme descrito na tabela 1

e As laminas contendo os cortes dos tecidos foram desparafinizadas na estufa
overnigth e imersas em xilol I e xilol 1l por 10 minutos cada, e em seguida,
foram submetidas a duas imersdes em cada &lcool 95%, 90%, 80%, e 70%
simultaneamente e lavados em &gua corrente.

e ApOs essa etapa, foi realizada a recuperagdo antigénica, em que as laminas
foram incubadas em tampdao citrato ph 6,0, pré aquecido de 95 a 99°C, por 40
minutos em uma panela de vapor. Logo apos as laminas foram resfriadas por 15
minutos em temperatura ambiente e lavadas em solucdo salina tamponada (PBS)
por duas vezes.

e A partir dessa etapa todos os procedimentos foram realizados em camara Umida

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
recomendacdes do fabricante. As amostras foram, entdo, delimitadas com caneta
hidrofobica, e em seguida os cortes foram incubados com solucdo blogueadora
de peroxidase enddgena por 15 minutos.

e Ap0s a revelacgdo, os cortes foram lavados em agua corrente, contra corados com
hematoxilina e lavados em agua amoniacal.

e Por fim os cortes foram desidratados em uma serie de concentracGes graduais de
alcool e xilol.

e A montagem das laminas foi feita com a utilizacdo de Permount (Fisher
Scientific, Pitisburgh, PA, USA) e laminulas.

Tabela 1. Marcadores e suas respectivas dilui¢des, marca do kit e controle utilizados na
imunohistogquimica.

Marcador Diluigdo Marca kit Produzido NUmero Controle
catélago

NF-kB 1:50 Cell Coelho D14E12 Estdmago
signaling

4HNE 1:50 Cell Coelho ab46545 Estbmago
signaling

Ki67 1:100 Cell Rato D3B5 Mama

signaling

Nitrotirosina 1:50 Cell Rato ab7048 Estbmago
signaling

4.6 Andlise Estatistica

Os resultados foram obtidos com o auxilio do software SAS® 9.4, onde foram
utilizados o teste qui-quadrado para verificar a distribuigdo entre os grupos, tempos ou
imunomarcadores, sendo que o nivel de significancia adotado foi p<0,05.
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5. Resultados
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5.1. ETAPA 1- Efeito dos diferentes protocolos de vitrificacao:

Os grupos dos protocolos OTC e murino foram os que apresentaram melhor
desempenho em relacdo a proliferacéo celular (Ki-67) (Figura 5A). Nao houve diferenca
entre os grupos em relacdo a quantidade de foliculo degenerados entre os grupos de
tecido descongelado e o tecido fresco. Entretanto, estes mesmos protocolos
apresentaram graus variados de dano oxidativo quando analisados pela imunomarcagédo
de nitrotirosina, aonde o protocolo OTC teve maior marcacdo do que o tecido fresco
(Figura 5C), portanto maior dano, e o protocolo murino teve maior marcacdo em relagéo
ao HNE em comparagdo com os demais protocolos (Figura 5B). N&o houve nenhuma

diferenca na marcacao do NF-kB entre os grupos descongelados (Figura 5D).

Figura 5. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano apds criopreservacao
entre os diferentes grupos.
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5.2. ETAPA 2- Efeito do reimplante associado ou nédo a criopreservacao:

Ao se avaliar a viabilidade, com base na proliferacdo celular, e o dano tecidual
pelos marcadores HNE, nitrotirosina e NF-kB, comparando-se o tecido ovariano
imediatamente apds a ooforectomia com as amostras frescas apds 15 e 30 dias do
reimplante, verificou-se que ndo houve diferenca do tecido reimplantado fresco em
relacdo aos reimplantados, com excecdo da nitrotirosina que apresentou-se mais

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

Figura 6. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano em relacdo ao grupo
fresco no tempo 0, 15 e 30 dias do reimplante.
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Resultados semelhantes foram observados para o protocolo OTC, embora o
tecido apds descongelamento sem reimplante (PrOTC t0) tenha apresentado taxas de
proliferacdo celular maior que o controle fresco (Ki-67; p<0,0001), e também maior
dano oxidativo (nitrotirosina; p=0,018). Esta menor marcacdo do tecido fresco para o
Ki-67 e maior marcacdo para o HNE do tecido fresco também foi observada com
relacdo ao tempo zero ap6s descongelamento do tecido murino (p<0,0001 e p=0,0026,
respectivamente); neste, entretanto, houve menor proliferacdo celular e maior dano
tecidual apds 15 (p=0,0012) e 30 (p=0,0078) dias de reimplante em relagdo ao pos-
descongelamento imediato, sendo semelhantes entre estes dois Gltimos (PrM t15= PrM
t30). O protocolo humano, quando analisado pela imunomarcacdo do HNE e da
nitrotirosina, apresentou dano progressivo do tecido apos o reimplante em relacdo ao
fresco e ao descongelamento imediato, porém sem progressao do dano entre 15 e 30
dias (Figura 7). N&o houve diferenga na marcagéo do Ki-67 e do NF-kB entre 0s tempos

do protocolo humano.
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Figura 7. Proliferacdo celular (Ki-67) e dano tecidual (nitrotirosina, HNE e NF-kB) nos
trés protocolos (PrM, PrOTC e PrH) analisados a fresco, apos o descongelamento e ap6s
o reimplante retroauricular.
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Legenda: GF= grupo fresco; t0= Protocolo criopreservado; t15= Protocolo apds 15 dias de reimplante;
t30= Protocolo ap6s 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) Nao houve diferenca significativa p>0,05; (*) p<0,05.
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Na comparacdo entre os protocolos nos diferentes tempos verificou-se que apos
15 dias de reimplante a proliferacdo 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 nimero de foliculos degenerados que também foi semelhante
entre os grupos (p=0,31).

Ja com relacéo ao dano tecidual sofrido pelo tecido apds 15 dias do reimplante,
verificamos que o0 HNE e o NF-kB ndo foram diferentes entre os grupos (p=0,63 e
p=0,67 respectivamente) (Figura 8B e D). Ja nitrotirosina foi mais sensivel ao detectar
alteracdes de dano tecidual, sendo que o protocolo humano e PrOTC tiveram maior
marcacdo em relacdo ao tecido fresco, embora esta diferenca ndo ocorra com relacdo ao

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

Figura 8. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano entre os diferentes
grupos apods criopreservacdo e 15 dias de reimplante.
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(*) p<0,05.



65

Entretanto, esta diferenca ndo se refletiu no grau de proliferacéo celular, uma vez
que a imunomarcacdo do Ki-67 foi semelhante entre 0s grupos e em comparagdo com o
controle fresco (Figura 9A). Nesta mesma avaliacdo, houve diferenca na intensidade do
dano tecidual entre os diferentes protocolos, sendo que o protocolo humano apresentou
a maior marcacdo de HNE e nitrotirosin, ja os grupos murino e OTC manifestaram
maior dano oxidativo apenas pela intensidade de nitrotirosina e de HNE superior a do
tecido fresco (Figura 9C e B). N&o houve diferenga na imunomarcacdo do NF-kB entre

0s grupos (Figura 9D).

Figura 9. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano entre os diferentes
grupos apos criopreservacdo e 30 dias reimplante.
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6. Discussao
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Este estudo avaliou o impacto de diferentes protocolos de vitrificacdo sobre a
vitalidade do tecido ovariano criopreservado. Para esta finalidade em um primeiro
momento analisou-se marcadores de proliferacdo celular e ao mesmo tempo de dano
tecidual imediatamente apds o descongelamento do tecido, com objetivo de identificar
qual protocolo melhor mantém a vitalidade das células com o0 minimo dano possivel. E
num segundo momento buscou se avaliar a manutencdo da capacidade funcional do
tecido ovariano descongelado e reimplantando nos animais de origem, observando-se a
manutencdo ou ndo da capacidade do foliculo em proliferar e se desenvolver e no grau
de dano tecidual ap6s o reimplante. Desta maneira procurou-se diferenciar o dano
secundario ao congelamento, do dano secundario ao proprio enxerto.

Ao se avaliar exclusivamente o congelamento, através da marcacédo pelo Ki-67,
que representa a capacidade de proliferacdo celular do tecido, verificamos que o PrOTC
e 0 PrM foram os que apresentaram maior marcacao, sendo esta inclusive maior que do
préprio tecido fresco. A primeira ideia foi a de que haveria alguma inadequacdo com
relacdo as amostras frescas, sendo que estas deveriam ser as com maior atividade
proliferativa por encontrarem-se “in natura”, sem intervengdo que causasse injdria.
Entretanto, dados de Tanaka e colaboradores (2018) mostraram uma taxa média de
proliferacdo do tecido ovariano avaliado pela marcacdo do Ki-67 de cerca de 1,55 a
3,04% dos foliculos totais, ou seja, baixa atividade proliferativa dos foliculos,
semelhante ao que identificamos no grupo fresco, sem intervencédo, neste estudo. A
baixa marcacdo do Ki-67 no tecido fresco pode ser explicada pelo fato de que o
antigeno da proteina Ki67 esta presente no nucleo das células em todas as fases do ciclo
(G1, S, e G2), inclusive na mitose, porém nas células quiescentes ou em repouso (fase
G0) ndo expressam esta protéina (SCHOLZEN, GERDES 2000); sendo assim 0s
foliculos do protocolo fresco poderiam estar em repouso e ndo 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 pds-descongelamento.

A marcagéo folicular com Ki-67 neste estudo foi identificada tanto em oocitos
quanto em células da granulosa. As células da granulosa folicular tém sido apontadas
como um dos principais marcadores de vitalidade folicular, uma vez que sdo muito mais
sensiveis do que o proprio odcito quando submetidas a condicbes de estresse. Acredita-
se que o dano aos foliculos quiescentes no ovario em situagfes de quimioterapia

ocorreria muito mais por agressdo e dano as células somaticas foliculares do que ao



68

préprio odcito, o que indiretamente inviabilizariam a sobrevida do foliculo (MEIROW
et al., 2008). Neste sentido, outra explicacdo para uma maior proliferagdo nos grupos
PrOTC e PrM seria 0 aumento acentuado de foliculos em atividade proliferativa por um
efeito conhecido como “Burn Out”, o qual supde que a retirada do tecido ovariano de
seu ambiente nativo, aonde ele estd sob efeito de substancias inibitdrias para
manutencdo do pool de reserva folicular quiescente, promoveria 0 recrutamento e
ativacdo macica dos mesmos e secundariamente a queima precoce da populagédo
folicular (ABIR et al., 2017). Este processo poderia ser justificado neste caso por uma
ineficiéncia da vitrificacdo em manter o estado “latente” do tecido durante a
criopreservacdo. Corroborando esta teoria, estes dois protocolos, murino e PrOTC,
foram os que apresentaram indicios 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, pdde ser testado pelo enxerto heterotdpico de
amostra ovariana fresca, imediatamente apds a ooforectomia, reavaliada ap0s 0s
mesmos 15 e 30 dias do reimplante. Verificou-se que a proliferagdo celular foi
semelhante entre os tempos, quando avaliada pelo Ki-67, bem como a marcagéo para o
dano tecidual pelos trés marcadores utilizados (HNE, nitrotirosina e NF-kB), exceto
pela amostra a fresco com 30 dias de reimplante que apresentou elevacdo da marcacéo
pela nitrotirosina, sem aumento do numero de foliculos degenerados. Estes resultados
sugerem uma boa resposta do tecido em curto prazo apés o reimplante e algum dano no
tecido ap6s 30 dias, podendo demonstrar a dificuldade na manutencdo da funcionalidade
do tecido ap6s um enxerto.

Varios fatores influenciam no funcionamento de um tecido enxertado, seja este
transplante autélogo ou heterélogo. Todas as amostras deste estudo, tanto tecido fresco
quanto criopreservado, teve o reimplante realizado no proprio animal, exceto no PrOTC
(autotransplante), o que minimiza o risco de reacdo e agressdo ao tecido. E o tipo de
reimplante realizado foi o heterotopico, quando se implanta um tecido em uma regiao
distinta aquela da regido doadora. Entretanto, para uma “pega” adequada do enxerto ha
demanda de boa vascularizacdo, sendo este um grande obstaculo no transplante de
tecido ovariano, pois gera perda folicular imediatamente apds o enxerto, possivelmente
devido a lenta neovascularizacdo que leva a isquemia (ABRIR et al., 2017).

Em 2011 Abrir e colaboradores transplantaram fragmentos ovarianos humanos

para o musculo das costas de camundongos imunossuprimidos, porém o numero de
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foliculos recuperados ap6s o enxerto foi limitado e o nimero de foliculos atrésicos
aumentou. (ABRIR et al., 2017; ABRIR et al., 2011). Ja& Yang e colaboradores (2006)
mostraram sinais de desenvolvimento folicular em 100% dos ovarios criopreservados e
transplantados para a capsula 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 apds o
descongelamento ao longo do tempo verificou-se que a proliferacdo celular foi
semelhante entre os protocolos ap6s 15 dias, sendo inclusive igual ao tecido fresco
cultivado, indicando boa viabilidade celular em todos; resultado semelhante foi
observado em relacdo ao reimplante ap6s 30 dias. Estes dados estdo de acordo com 0s
reportados por Candy, Wood e Whittingham (1995) em que foi observada a
sobrevivéncia de todos os fragmentos de tecido ovariano reimplantados ap6s o emprego
de protocolo de criopreservagdo lento em camundongos.

Scalercio (2015) e por Luyckx (2015) e seus colaboradores demonstram que a
expressao de Ki67 em foliculos em crescimento (primario, secundario e antral) refletiu a
habilidade desses foliculos em continuarem seu desenvolvimento e poderem assumir
um estado folicular saudavel. Scalercio (2015), que também avaliou tecido ovariano
apos a criopreservacdo, demonstrou que a analise com Ki67 mostrou marcacdo nas
células da granulosa indicando que a capacidade proliferativa permaneceu ativa,
independente da criopreservacdo (tecido fresco ou vitrificado).

Em outro estudo publicado por Luyckx e colaboradores (2013), a porcentagem
de proliferacdo celular positiva em tecido ovariano criopreservado ap6s 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 proliferacao
para 17,30% apds o enxerto (LUYCKX et al.,, 2013). Estes dados sugerem uma
retomada da proliferacdo celular apos o reimplante do tecido, que parece ser iniciada de
maneira intensa, novamente aqui poderiamos atribuir a um efeito “burn out” sobre este
tecido. Em estudo anterior de nosso grupo verificou-se o aumento da proporgéo de
foliculos secundéarios e redugdo do nuamero de foliculos priméarios apds sete dias de
cultivo do tecido ovariano fresco ou apos a vitrificagdo, sem que o congelamento

prejudicasse este desenvolvimento (CAMPOS, 2012. Dados ndo publicados). Esse


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wietcovsky%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29542884

70

efeito “Burn out” seria muito mais um produto do reenxerto do que do congelamento
em si, uma vez que nao houve diferenca na taxa de proliferacdo celular entre 0s grupos
fresco e todos os reimplantados apos 15 dias e tampouco apds 30 dias, exceto pelo
protocolo humano que teve uma reducgéo do Ki-67 ap6s 30 dias de reimplante.

Também Ao se avaliar longitudinalmente a proliferacdo 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 p6s descongelamento imediato (t0) a qual se reduz ao longo do tempo,
mas sem diferenca com o tecido fresco cultivado nos mesmos tempos, sugerindo que o
estado proliferativo intermediario é que seria 0 mais proximo do fisiolégico. Desta
maneira, verifica-se que ha adequada preservacdo dos tecidos, com os diferentes
protocolos, com boa viabilidade apds criopreservacgdo e reimplante, principalmente dos
tecidos vitrificados com protocolo murino e PrOTC em relagdo aos reimplantes. Por
mais que haja um eventual efeito “Burn out” nos primeiros momentos pos
descongelamento, este processo € recuperado e a viabilidade se mantém apo6s 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 manutencdo da capacidade proliferativa verificada apds a vitrificagdo néo
garante auséncia de dano destes procedimentos sobre a amostra preservada, e de fato,
apesar da aparente conservacdo adequada do tecido pdde-se medir algum grau de dano
oxidativo ap0s o reimplante nos tecidos criopreservados. O protocolo murino manteve
marcacdo igual a do grupo fresco para todos os marcadores de dano tecidual, sugerindo
ser este 0 protocolo com menor impacto sobre o tecido, tanto ap6s 15 como ap6s 30 dias
do reimplante. O PrOTC apresentou marcagao maior que o tecido fresco apds 15 dias e
30 dias de reimplante na avaliacdo pela nitrotirosina, porém sem alteracdo dos demais
marcadores. Ja o protocolo humano apresentou sinais de dano tecidual apés 15 (de
acordo com a marcacao pela nitrotirosina) e apds 30 dias (pela marcacéo da nitrotirosina
e HNE), além de menor Ki-67 como ja descrito acima. Sendo assim, neste estudo,
apesar do reimplante de tecido fresco ndo sugeri impacto significativo deste
procedimento sobre a vitalidade do tecido, quando este é realizado apés a
criopreservacdo hd uma somatdria de efeitos nocivos sobre a amostra que impacta no

produto final.
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Os marcadares escolhidos para a identificacdo 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 sensivel para a identificacdo de dano celular,
mesmo que sem grande impacto sobre a sobrevida dos foliculos. Na avaliacdo das
amostras apés 15 dias do reimplante verificamos que somente a nitrotirosina foi capaz
de identificar algum impacto negativo da vitrificacdo sobre as amostras, sendo este
marcador mais expresso nos tecidos dos protocolos humano e PrOTC em relagcdo ao
fresco pré-reimplante; entretanto, tratou-se, provavelmente de dano leve, uma vez que
ndo houve diferenca nesta marcacdo ao se comprar o tecido fresco também
reimplantado apos 15 dias. A nitrotirosina € um biomarcador de dano protéico utilizado
também para a caracterizacdo do dano oxidativo (KARIHTALA, 2011), inclusive em
um outro estudo deste 0 mesmo autor observou-se uma correlacdo entre 0 4-HNE e a
nitrotirosina com a progressao do dano oxidativo (KARIHTALA, 2006). J4 o NF-kB
tem sido reportado mais como um marcador de dano oxidativo menos especifico e tem
sido associado em varios estudos a carcinogénese tecidual (HAI PING et al., 2016;
ZHAO et al., 2015).

Segundo Isachenko e colaboradores (2006) a vitrificacdo pode causar alteracGes
na morfologia dos foliculos, resultando na sua incapacidade de manter uma taxa
adequada de crescimento durante a cultura in vitro. Recentemente, um estudo mostrou
que a vitrificagdo de foliculos murinos levou a interrupcdo das comunicagdes
intercelulares entre as células da granulosa e odcitos e retracdo oocitaria (NASRABADI
et al., 2015), o que pode interferir negativamente no crescimento folicular. O préprio
processo de vitrificacdo pode ser uma das principais razGes para a insuficiéncia na
preservacdo de tecido ovariano, a contaminacdo com nitrogénio liquido com
microorganismos e formagdo de cristais de gelo no interior da células podem trazer
dano direto sobre a estrutura celular dos odcitos e células somaticas foliculares. Além de
todos estes fatores as altas concentracdes de crioprotetores, empregadas nesta técnica
para a minimizacdo do dano durante o processo de resfriamento na criopreservacao,
pode ser um problema. Neste estudo foram testados trés protocolos de vitrificagdo
distintos que se diferenciam basicamente pelo tipo e/ou concentracdo 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 concentragdes de 1,5 e 3,0 M,
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reduziu o percentual de foliculos 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 proliferacao
celular e maior dano oxidativo em comparagao aos outros grupos, acreditamos que esse
resultado se deva a acdo toxica desse crioprotetor em altas doses. Ja o uso de DMSO
tem resultados bastante contraditérios, enquanto alguns autores relatam baixa taxa de
recuperacdo oocitaria e degeneracdo folicular (KIM et al., 2006; CECCONI et al.,
2004), outros relatam retomada da ciclicidade hormonal e da fertilidade com obtencao
de gestacdo natural apos o reimplante independente da dose utilizada (DEMEESTERE
et al., 2006). Ele foi utilizado nos PrM e nos PrOTC, sendo que o protocolo murino foi
0 que apresentou menor impacto sobre a vitalidade do tecido, seguido pelo PrOTC. A
sacarose, por sua vez, € utilizada com frequéncia na criopreservagéo por agir como um
tampdo osmético e ajudar na removocao do crioprotetor intracelular (MANDELBAUM
et al., 1988), esta foi utilizada apenas no PrOTC nesse trabalho, o qual apresentou
melhores taxas de proliferacdo celular no foliculo em relagdo ao outros grupos; fica,
entretanto, a duvida, se esta proliferacdo acelerada no t0 pds descongelamento no
PrOTC foi consequente ao “Burn out”, e neste caso o protocolo ndo foi adequado para
manter o repouso do tecido durante a criopreservacdo, ou se a alta atividade do tecido
traduziu boa vitalidade.

Neste estudo objetivou-se testar o OTC como sistema para a criopreservacao de
tecido ovariano murino, dado sua praticidade. Embora observassemos um aumento da
proliferacdo celular, podemos observar também um aumento de dano oxidativo nos
foliculos do PrOTC apds criopreservacao, resultado semelhante a varios trabalhos onde
foi relatada uma diminuicdo nas taxas de foliculos pré-antrais ap6s a vitrificacdo
(OSKAM, ASADI, SANTOS, 2010), esses resultados também foram encontrado por
outros autores independente do protocolo de criopreservacdo aplicado (ISACHENKO et
al., 2007; HUANG et al., 2008; ZHOU et al., 2010; CARVALHO et al., 2011). Tal
diminuicdo pode ser causada pelo estresse osmotico ao qual as células sdo expostas
durante a vitrificacdo (VAJTA et al., 1998), toxicidade de crioprotetores (AYE et al.,
2010), comprometimento da membrana basal (GHETLER et al.,, 2006), outras
alteracGes no nivel iénico (GUALTIERI et al., 2011) ou molecular (DAVID et al.,
2011) e vacuolizacdo 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 apds 7 dias de cultivo
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in vitro e puderam avaliar também que vitrificagdo convencional reduz o nimero de
foliculos morfologicamente normais.

A vitrificacdo é uma técnica extremamente importante para a criopreservacao
porque a formacdo de cristal de gelo intracelular é evitada (KEROS et al., 2009), e pode
ser realizada sem equipamento especifico. Varios estudos mostraram que a vitrificacéo
resultou em morfologia, viabilidade folicular (SANTOS et al., 2007) e densidade
estromal (KEROS et al., 2009; TING et al., 2011) preservados. Os trés protocolos
comparados neste trabalho foram feitos por protocolos de vitrificagdo, porém ha
também diversos trabalhos que mostram resultados semelhantes utilizando-se
congelamento lento em relacéo a preservacdo da morfologia folicular (ISACHENKO et
al., 2009; KIM et al., 2011), ultraestrutura (KIM et al., 2011), porcentagens de células
necroticas (RAHIMI et al., 2004) e revascularizacdo tecidual ap6s o transplante
(RAHIMI et al., 2010). E valido reforgar que a maioria dos nascimentos apos reimplante
de tecido ovariano criopreservado em humanos hoje sdo advindos de protocolos de
congelamento lento (DOLMANS, MANVELLA, 2018). Entretanto, estudos mais
recentes demonstram que os protocolos de vitrificagdo, mais recentemente testados,
preservam melhor a integridade do estroma ovariano (CAMPOS, 2012. Dados nao
publicados). Existe uma tendéncia na literatura a se preferir a vitrificacdo ao
congelamento lento para conservacdo de gametas e tecido ovariano, uma vez que 0S
cristais de gelo mais comumente formados nos protocolos de congelamento lento
parecem trazer maior impacto sobre as células (AMORIM et al., 2011).

A criopreservacao do tecido ovariano vem sendo realizada por mais de 20 anos e
hoje é executado em todo mundo por varios autores (DONNEZ e DOLMANS, 2015;
JENSEN et al., 2015; MEIROW et al., 2016; VAN DER VEN et al., 2016). Ja foram
descritos 130 nascidos vivos informados até o momento (DOLMANS, MANVELLA,
2018) e taxas de sucesso no reestabelecimento da funcdo gonadal que variam de 30 a
70% apbs o autotransplante de cortex 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 séo os estudos comparando diferentes técnicas e
protocolos, com diferencas de desempenho entre eles, porém, de maneira geral os
resultados sdo bastante satisfatorios, sendo assim acreditamos que esse procedimento
ndo deve mais ser considerado experimental. Pouco séo os trabalhos que descrevem o
seguimento em longo prazo das pacientes reimplantadas. O tempo de duracdo 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 atengdo nas proximas décadas que se

segue.
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6. Conclusao
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De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

Com relagdo ao impacto da vitrificagdo sobre tecido ovariano o protocolo
murino foi o que apresentou menor impacto sobre a vitalidade do tecido, seguido
pelo PrOTC.

O reimplante retroauricular isoladamente ndo 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 apds 30 dias, sem aumentar o numero de foliculos
degenerados.

A criopreservacdo pré-reimplante sensibiliza o tecido a ser enxertado, deixando-
0 mais susceptivel ao dano em graus variados de acordo com o protocolo. Os
tecidos dos PrOTC e humano apresentaram aumento nos marcadores de dano
apods 15 e 30 dias de reimplante.

O marcador mais sensivel na identificacdo de dano tecidual foi a nitrotirosina.
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RESUMO

Introducdo: A criopreservacdo de fragmentos de tecido ovariano previamente
ao inicio da terapia oncoldgica e posterior reimplante do tecido ovariano tem sido
sugerido como promissora alternativa para preservacédo de fertilidade. Neste sentido, um
novo sistema de vitrificagdo denominado Ovarian Tissue Cryosystem (OTC), vem
sendo desenvolvido visando aperfeicoar a conservacao do tecido congelado. Objetivo:
Avaliar o impacto da criopreservacdo sobre a viabilidade do tecido ovariano murino
vitrificado por trés diferentes protocolos, dentre eles o sistema OTC. E avaliar o
impacto do reimplante heterotépico do tecido ovariano murino fresco e descongelado
pelos mesmos protocolos, sobre a sua viabilidade. Metodologia: Este € um estudo
experimental onde foram utilizados tecido ovariano de camundongos C57BL/6. Trés
protocolos de vitrificagdo foram testados simultaneamente: protocolo murino (PrM);
protocolo humano (PrH); protocolo OTC (PrOTC) em comparacdo ao grupo frescos
(GF). As amostras foram analisadas imediatamente apds o descongelamento (Etapa 1)
ou apds 15 ou 30 dias de reimplante retroauricular (Etapa 2). Para analise da viabilidade
utilizou-se imunohistoquimica para proliferacéo 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 distribuicdo entre os grupos e a imunomarcacao (% de
foliculos marcados), sendo que o nivel de significancia adotado foi p<0,05. Resultados:
Etapa 1: Os grupos PrOTC e PrM apresentaram melhor desempenho em relacdo a
proliferacdo celular. Entretanto, estes mesmos protocolos apresentaram graus variados
de dano oxidativo quando analisados pela imunomarcagdo de nitrotirosina, aonde o
PrOTC teve maior marcacdo do que o GF, portanto maior dano, e o PrM teve maior
marcagdo em relacdo ao HNE em comparagdo com os demais protocolos. N&o houve
nenhuma diferenca na marcacdo do NF-kB entre os grupos descongelados. Etapa 2: O
reimplante em si ndo pareceu comprometer significativamente o tecido, uma vez que as
amostras GF e GF reimplantado com 15 e 30 dias tiveram desempenho semelhante em
relacdo a todos os marcadores, com excecdo do GF 30 dias que mostrou algum grau de
dano oxidativo pela nitrotirosina (p<0,05). E ao se avaliar a somatoria de efeitos entre
congelamento e reimplante entre os diferentes protocolos apenas o PrH evidenciou dano
tecidual imediatamente ap6s o descongelamento e dano progressivo apds o reimplante.
Concluséo: Os PrM e PrOTC foram semelhantes ao GF na conservagdo da amostra
durante o processo de criopreservagédo, sendo que o PrOTC causou algum grau de dano
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oxidativo. O reimplante retroauricular do tecido ndo impactou sobre a sua viabilidade
do mesmo nem no GF e nem nos PrM e PrOTC. O PrH mostrou-se inadequado para a

conservacao de tecido ovariano murino.

Palavras-chave: Tecido ovariano, Vitrificagdo, 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.
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1 INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas, segundo a Agencia Internacional de Pesquisa contra o
Cancer (larc), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o céancer se tornou um
evidente problema de satde pablica mundial JEMAL et al., 2011; INCA, 2015). Deste
modo o desenvolvimento de técnicas alternativas para a preservagdo e restauracdo da
fertilidade, tem apresentado uma importante relevancia clinico-cientifica. Atualmente,
existem varias técnicas para preservar a fertilidade, dentre elas a criopreservacdo de
tecido ovariano (DOLMANS et al., 2013a; SMITZ et al., 2010; KIM et al., 2018)
associada ou ndo a outras técnicas que possibilitam a utilizacdo deste tecido apds a
criopreservacdo para fins reprodutivos. Outro sistema vem sendo desenvolvido por
pesquisadores brasileiros e oferecer inimeras vantagens em relacdo a outros sistemas ja
descritos na literatura, o OTC (Ovarian Tissue Cryosystem), (CARVALHO et al.,
2013), por se tratar de um sistema fechado, que ndo permite o contato direto com o
nitrogénio liquido, evitando assim possiveis contaminacGes da amostra; além disso,
permite a vitrificacdo de varios fragmentos de ovario simultaneamente, ou mesmo de
ovario inteiro, devido ao tamanho da cépsula.

Ap6s um periodo indeterminado de congelamento, o tecido ovariano pode ser
removido do nitrogénio liquido e reimplantado com o objetivo de recuperar sua
atividade. Nos anos 50, surgiram diversas pesquisas a respeito da criopreservacdo e
transplante de ovarios. Em 1956, Parkes mostrou a restauracdo da funcdo enddcrina
apos transplante autélogo de ovario em ratas. Devido a falta de aplicabilidade clinica,
esse método de preservacdo 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 apds transplante autélogo de tecido ovariano
congelado/descongelado e mostrou novas perspectivas, especialmente como estratégia
para preservar a funcdo ovariana em mulheres com cancer.

O transplante de tecido ovariano ja é uma realidade em clinicas de reproducéo
assistida (OKTAY, TURKCUOGLU, RODRIGUEZ-WALLBERG 2011). Essa técnica
de reimplante oferece como principais vantagens a restauracdo da funcéo reprodutiva e
esteroidogénica da paciente submetida a tratamentos potencialmente esterilizantes por
motivos diversos. A associacdo entre a criopreservacdo e o reimplante tem sido
realizada em varias espécies. Muitos estudos evidenciaram que as func¢bes dos ovarios
podem ser restabelecidas, incluindo crescimento folicular (DEMEESTERE et al., 2006),
producdo hormonal esteroidal (ANDERSEN et al., 2008; CAMPOS et al., 2011), bem
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como gestacOes 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 obstaculos para o sucesso da restauracdo da
fertilidade a partir do cortex ovariano congelado/descongelado sdo: a realizagdo de um
novo procedimento cirargico para o reimplante, o ndo reimplante de células malignas
presentes no tecido criopreservado e as aderéncias e dano isquémico macico aos
foliculos até o desenvolvimento da neovascularizacdo (TAO, DEL VALLE, 2008; LIU
etal., 2002).

Desta forma este trabalho tem como objetivo avaliar o impacto da
criopreservacdo sobre a viabilidade do tecido ovariano murino vitrificado por trés
diferentes protocolos, dentre eles o sistema OTC (Ovarian Tissue Cryosystem). E
avaliar o impacto do reimplante heterotopico do tecido ovariano murino fresco e

descongelado pelos mesmos protocolos, sobre a sua viabilidade.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Aspectos Eticos

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP (CETEA, FMRP), sob o PROTOCOLO:
222/2014 e a Comissdo de Pesquisa do Departamento de Ginecologia e Obstetricia 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 fémea, da raca C57BL/6, do biotério
central. O estudo foi realizado no laboratorio de cirurgia experimental da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (USP), no laboratério de Ginecologia e Obstetricia do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo e no laboratério de patologia

da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo.

2.2.1 Delineamento experimental

Neste estudo foram incluidas 48 camundongos fémea, com idade entre 6 e 8
semanas, as quais foram subdivididas em 4 grupos experimentais sendo eles: protocolo

murino (PrM); protocolo humano (PrH); sistema OTC (PrOTC) e ao mesmo tempo o
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grupo frescos (GF) utilizado como controle, sendo que na etapa 1 foi realizada a
avaliacdo da criopreservacdo sobre a viabilidade do tecido ovariano murino, pelos trés
protocolos de vitrificacdo. E na etapa 2 foi realizado a avaliacdo do impacto do
reimplante sobre a viabilidade no tecido ovariano murino fresco e descongelado, apds

15 e 30 dias, pelos mesmos protocolos de vitrificagdo (Figura 1).

(N=48)
|

[ Ovariectomia ]

Protocolo OTC Grupo Fresco-
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Figura 1. Delineamento experimental.

2.3 Preparo das amostras de tecido ovariano

Os animais foram submetidos & ovariectomia bilateral conforme sera descrito
mais adiante. Os ovarios coletados foram lavados em solucdo de KSOM tamponado
com HEPES (SUMMERS et al., 1995) suplementado com BSA (0,5%). Os animais
foram posteriormente mantidos em gaiolas em nimero de 4 a 6 animais, com

alimentacéo e agua 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 apds a ovariectomia completa, alguns dos fragmentos
de tecido ovariano foram destinados para as analises de histologia classica (grupo
fresco).

2.4 Vitrificagdo /desvitrificacdo do tecido ovariano

Foram realizados trés protocolos de vitrificacdo simultaneamente. Sendo que o
primeiro descrito por Migishima e colaboradores (2003), utilizado para criopreservagao
de tecido ovariano murino. O segundo protocolo foi descrito para vitrificacdo de tecido
ovariano humano descrito por Suzuki e colaboradores (2012), cuja utilizacdo por
Kawamura e colaboradores (2013) permitiu o nascimento de uma crianca saudavel apos
transplante. E o terceiro protocolo o tecido ovariano murino serd vitrificado pelo
sistema OTC, inclusive com a utilizacdo deste recipiente especifico conforme descrito
por Carvalho e colaboradores (2013). (Figura 2).

2.4.1 Protocolo murino
Para a vitrificacdo de acordo com o protocolo descrito por Migishima e

colaboradores (2003), os ovarios foram expostos inicialmente a uma solucdo de
equilibrio constituida de meio MEM contendo DMSO (1M) & temperatura ambiente.
Em seguida, 5uL de meio contendo os ovérios foram transferidos para criotubos de
1mL em gelo a 0°C por 5 minutos. Entdo, 95ul de DAP (adaptado) foram adicionados
em cada criotubo e, em seguida, estocados em nitrogénio liquido.

Para o descongelamento, os criotubos foram retirados do nitrogénio liquido e
colocados a temperatura ambiente (37°C) por 30 segundos. Foram colocados 900uL de
meio MEM contendo 0,25M de sacarose para a solucdo de descongelamento,

perfazendo um total de 1mL no criotubo.

2.4.2 Protocolo humano

Para a vitrificagio 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 0 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 nitrogénio liquido.

Apds 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 vitrificacdo por OTC (CARVALHO et al., 2013) (Figura 2) os fragmentos de
tecido ovariano foram expostos as soluc@es de vitrificacdo dentro da propria capsula,
sendo inicialmente expostos por 4 minutos a uma solugdo de Meio Essencial Minimo
(MEM) suplementado com 10mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 0,25M de
sacarose (SAC), 10% de etilenoglicol (EG — Dinamica Quimica, Diadema-SP, Brasil) e
10% de dimetilsulféxido (DMSO - Dinadmica Quimica, Diadema-SP, Brasil). Em
seguida, a solucdo foi substituida por outra, cuja composicdo foi semelhante, com
alteracdo apenas na concentracdo dos agentes crioprotetores (20% EG e 20% DMSO).
Apbs 1 minuto a solucdo de vitrificacdo foi removida e o OTC contendo o tecido
ovariano foi fechado e imerso em nitrogénio liquido.

Apb6s a crioestocagem, os OTCs foram aquecidos a 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 trés lavagens sucessivas,
com duracdo de 5 minutos cada, em meio MEM contendo BSA (10mg/mL) e

concentracdes decrescentes de sacarose (0,5; 0,25 e OM).
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Figura 2: Ovarian Tissue Cryosystem: Novo dispositivo em a¢o inoxidavel para procedimento de
vitrificacdo de tecido ovariano caprino. (A) OTC aberto, permitindo a visualizacdo das trés partes
constituintes: base (a), insert (b) tampa (c). Notar as perfuracfes na parte superior do insert para facilitar a
colocagdo e remogdo de solugdes. (B) Exposigdo do ovério a solucdo de vitrificagcdo na base do OTC. (C)
A incluséo do insert na base do OTC permite a manipulagdo 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 incisdo de 0,5cm através
da parede abdominal para identificacdo dos cornos uterinos e permitir a identificacdo do
tecido ovariano, sendo realizada entdo a ovariectomia bilateral. Os ovérios inteiros, a
fresco ou apds congelamento e descongelamento, de cada animal foram reimplantados;
com excecdo do grupo OTC em que os fragmentos eram congelados varios no mesmo
recipiente, cada animal recebeu enxerto aut6logo, ou seja, o proprio ovéario de volta.

O reimplante foi realizado na regido retroauricular, bilateral (um ovario de cada
lado), com uma incisdo semi-circular de cerca de 3-5mm, com a colocagédo do tecido
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sem fixacdo. Para facilitar a identificagcdo no tecido enxertado no momento da remogéo
o local foi marcado com ponto de nylon 6-0. A sutura local foi feita em um Unico plano
também como monocryl4-0. Ap6s 15 ou 30 dias do transplante os camundongos foram
eutanasiado, para retirada dos fragmentos enxertados. O mesmo foi realizado para os
tecidos vitrificados, pelos trés protocolos distintos, sendo que ap6s 3 a 7 dias do
congelamento as amostras foram aquecidas e fixadas para a analise na Etapa 1 ou foram
reimplantadas (Etapa 2).

As paredes das incisdes foram fechadas utilizando fio 5/0 (Ethicon, Somerville,
NJ, USA) e a incisdo da pele fechada utilizando fio de nylon. Antes dos animais
regressarem a consciéncia foi realizada a analgesia utilizando carprofeno (5mg/kg, ip,

Rimadyl, Dundee, RU) para fornecer alivio da dor pds-cirurgia.

2.5. Analise dos protocolos de criopreservacao e do tecido ovariano transplantado
2.5.1 Técnica de imunohistoquimica

As amostras de tecido ovariano incluidas em parafina foram submetidas
a cortes e montadas as laminas silanizadas. Para deteccdo dos marcadores foram
utilizados os anticorpos priméarios da Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
NF-kB (D14E12), 4HNE (ab46545), Ki67 (D3B5) e Nitrotirosina (ab7048). Todos 0s
anticorpos foram utilizados na concentracdo 1:50, exceto o Ki67 que foi utilizado na
concentracdo 1:100. O kit de revelacdo 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 0s marcadores, exceto
para o Ki67 que foi utilizado carcinoma de estomago.

As reacdes imuhistoquimica iniciaram-se com a desparafinizacdo das
laminas em dois banhos de xilol por 5 minutos cada. A seguir, os cortes foram
reidratados em uma serie decrescente de alcool e imersos em agua corrente. Apds essa
etapa, foi realizada a recuperacdo antigénica, em que as laminas foram incubadas em
tampdo citrato ph 6,0, pré aquecido de 95 a 99°C, por 40 minutos em uma panela de
vapor. Logo apds as laminas foram resfriadas por 15 minutos em temperatura ambiente
e lavadas em solucéo salina tamponada (PBS).

A partir dessa etapa, todos os procedimentos foram realizados em camara
umida e foram utilizados os reagentes do kit REVEAL Polyvalent HRP-DAB Detection

System de acordo com as recomendagdes do fabricante. Apos a revelagdo, os cortes
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foram lavados em &gua corrente, contra corados com hematoxilina e lavados em agua
amoniacal. Por fim os cortes foram desidratados em uma serie de concentracdes
graduais de alcool e xilol. E as laminas foram montadas, cobertas por laminula com
auxilio do Permount (Fisher Scientific, Pitisburgh, PA, USA).

2.6 Analise Estatistica

Os resultados foram obtidos com o auxilio do software SAS® 9.4, onde foram
utilizados o teste qui-quadrado para verificar a distribuicdo entre 0s grupos, tempos ou

imunomarcadores, sendo que o nivel de significancia adotado foi p<0,05.

3. RESULTADOS
5.1. ETAPA 1- Efeito dos diferentes protocolos de vitrificacéo:

Os grupos dos protocolos OTC e murino foram os que apresentaram melhor
desempenho em relacdo a proliferacdo celular (Ki-67) (Figura 3A). Nao houve diferenca
entre 0s grupos em relacdo a quantidade de foliculo degenerados entre os grupos de
tecido descongelado e o tecido fresco. Entretanto, estes mesmos protocolos
apresentaram graus variados de dano oxidativo quando analisados pela imunomarcagéo
de nitrotirosina, aonde o protocolo OTC teve maior marcacdo do que o tecido fresco
(Figura 3C), portanto maior dano, e o protocolo murino teve maior marcacao em relacao
ao HNE em comparagdo com os demais protocolos (Figura 3B). N&o houve nenhuma
diferenca na marcacdo do NF-kB entre os grupos descongelados (Figura 3D).



105

Figura 3. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano ap6s criopreservagao
entre os diferentes grupos.
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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) Néo houve diferenca significativa p>0,05; (*) p<0,05.

5.2. ETAPA 2- Efeito do reimplante associado ou néo a criopreservacao:

Ao se avaliar a viabilidade, com base na proliferacdo celular, e o dano tecidual
pelos marcadores HNE, nitrotirosina e NF-kB, comparando-se o tecido ovariano
imediatamente apos a ooforectomia com as amostras frescas apos 15 e 30 dias do
reimplante, verificou-se que ndo houve diferenca do tecido reimplantado fresco em
relacdo aos reimplantados, com excecdo da nitrotirosina que apresentou-se mais
expressa apés 30 dias de reimplante (p=0,0013) (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano em relacdo ao grupo
fresco no tempo 0, 15 e 30 dias do reimplante.
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Legenda: GF= Grupo fresco; F15= Grupo fresco ap6s 15 dias de reimplante; F30=Grupo fresco apds 30
dias de reimplante. (A) N&o houve diferenca significativa p<0,05; (B) N&o houve diferenca significativa
p<0,05; (C) GF<F30 p=0,001 (D) Né&o houve diferenga significativa p>0,05; (*) p<0,05.

Resultados semelhantes foram observados para o protocolo OTC, embora o
tecido apds descongelamento sem reimplante (PrOTC t0) tenha apresentado taxas de
proliferacdo celular maior que o controle fresco (Ki-67; p<0,0001), e também maior
dano oxidativo (nitrotirosina; p=0,018). Esta menor marcacdo do tecido fresco para o
Ki-67 e maior marcagdo para o0 HNE do tecido fresco também foi observada com
relacdo ao tempo zero ap6s descongelamento do tecido murino (p<0,0001 e p=0,0026,
respectivamente); neste, entretanto, houve menor proliferacdo celular e maior dano
tecidual apds 15 (p=0,0012) e 30 (p=0,0078) dias de reimplante em relagdo ao pos-
descongelamento imediato, sendo semelhantes entre estes dois ultimos (PrM t15= PrM

t30). O protocolo humano, quando analisado pela imunomarcacdo do HNE e da
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nitrotirosina, apresentou dano progressivo do tecido apds o reimplante em relacdo ao
fresco e ao descongelamento imediato, porém sem progressdo do dano entre 15 e 30
dias (Figura 5). Ndo houve diferenca na marcacdo do Ki-67 e do NF-kB entre os tempos

do protocolo humano.

Figura 5. Proliferagéo celular (Ki-67) e dano tecidual (nitrotirosina, HNE e NF-kB) nos
trés protocolos (PrM, PrOTC e PrH) analisados a fresco, ap6s o descongelamento e apés
o reimplante retroauricular.
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Legenda: GF= grupo fresco; t0= Protocolo criopreservado; t15= Protocolo apds 15 dias de reimplante;
t30= Protocolo ap6s 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) Néo houve diferenca significativa p>0,05; (*) p<0,05.
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Na comparacdo entre os protocolos nos diferentes tempos verificou-se que apos
15 dias de reimplante a proliferacdo 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 nimero de foliculos degenerados que também foi semelhante
entre os grupos (p=0,31).

Ja com relacdo ao dano tecidual sofrido pelo tecido apds 15 dias do reimplante,
verificamos que o0 HNE e o NF-kB ndo foram diferentes entre os grupos (p=0,63 e
p=0,67 respectivamente) (Figura 6B e D). Ja nitrotirosina foi mais sensivel ao detectar
alteracdes de dano tecidual, sendo que o protocolo humano e PrOTC tiveram maior
marcacgdo em relacdo ao tecido fresco, embora esta diferenca ndo ocorra com relacdo ao

tecido fresco reimplantado ap6s 15 dias (Figura 6C).

Figura 6. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano entre os diferentes
grupos apods criopreservacdo e 15 dias de reimplante.
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Entretanto, esta diferenca ndo se refletiu no grau de proliferagéo celular, uma vez
que a imunomarcacgdo do Ki-67 foi semelhante entre 0s grupos e em comparagdo com o
controle fresco (Figura 7A). Nesta mesma avaliacdo, houve diferenca na intensidade do
dano tecidual entre os diferentes protocolos, sendo que o protocolo humano apresentou
a maior marcacdo de HNE e nitrotirosin, j& os grupos murino e OTC manifestaram
maior dano oxidativo apenas pela intensidade de nitrotirosina e de HNE superior a do
tecido fresco (Figura 7C e B). Nao houve diferenca na imunomarcacao do NF-kB entre

0s grupos (Figura 7D).

Figura 7. Avaliacdo da imunohistoquimica no tecido ovariano entre os diferentes
grupos apds criopreservacdo e 30 dias reimplante.
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4. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o impacto de diferentes protocolos de vitrificacdo sobre a
vitalidade do tecido ovariano criopreservado. Para esta finalidade em um primeiro
momento analisou-se marcadores de proliferacdo celular e a0 mesmo tempo de dano
tecidual imediatamente apds o descongelamento do tecido, com objetivo de identificar
qual protocolo melhor mantém a vitalidade das células com o minimo dano possivel. E
num segundo momento buscou se avaliar a manutencdo da capacidade funcional do
tecido ovariano descongelado e reimplantando nos animais de origem, observando-se a
manutencdo ou ndo da capacidade do foliculo em proliferar e se desenvolver e no grau
de dano tecidual apds o reimplante. Desta maneira procurou-se diferenciar o dano
secundario ao congelamento, do dano secundario ao proprio enxerto.

Ao se avaliar exclusivamente o congelamento, através da marcacgdo pelo Ki-67,
que representa a capacidade de proliferacdo celular do tecido, verificamos que o PrOTC
e o PrM foram os que apresentaram maior marcacgdo, sendo esta inclusive maior que do
préprio tecido fresco. A primeira ideia foi a de que haveria alguma inadequacdo com
relagdo as amostras frescas, sendo que estas deveriam ser as com maior atividade
proliferativa por encontrarem-se “in natura”, sem intervencdo que causasse injuria.
Entretanto, dados de Tanaka e colaboradores (2018) mostraram uma taxa meédia de
proliferacdo do tecido ovariano avaliado pela marcacdo do Ki-67 de cerca de 1,55 a
3,04% dos foliculos totais, ou seja, baixa atividade proliferativa dos foliculos,
semelhante ao que identificamos no grupo fresco, sem intervencédo, neste estudo. A
baixa marcacdo do Ki-67 no tecido fresco pode ser explicada pelo fato de que o
antigeno da proteina Ki67 esta presente no nucleo das células em todas as fases do ciclo
(G1, S, e G2), inclusive na mitose, porém nas células quiescentes ou em repouso (fase
G0) ndo expressam esta protéina (SCHOLZEN, GERDES 2000); sendo assim 0s
foliculos do protocolo fresco poderiam estar em repouso e ndo 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 pds-descongelamento.

A marcagéo folicular com Ki-67 neste estudo foi identificada tanto em oocitos
guanto em células da granulosa. As células da granulosa folicular tém sido apontadas
como um dos principais marcadores de vitalidade folicular, uma vez que sdo muito mais
sensiveis do que o proprio o6cito quando submetidas a condigcdes de estresse. Acredita-

se que o dano aos foliculos quiescentes no ovario em situagfes de quimioterapia
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ocorreria muito mais por agressdo e dano as células somaticas foliculares do que ao
préprio odcito, o que indiretamente inviabilizariam a sobrevida do foliculo (MEIROW
et al., 2008). Neste sentido, outra explicacdo para uma maior proliferagdo nos grupos
PrOTC e PrM seria 0 aumento acentuado de foliculos em atividade proliferativa por um
efeito conhecido como “Burn Out”, o qual supde que a retirada do tecido ovariano de
seu ambiente nativo, aonde ele estd sob efeito de substancias inibitdrias para
manutencdo do pool de reserva folicular quiescente, promoveria 0 recrutamento e
ativagdo macica dos mesmos e secundariamente a queima precoce da populagédo
folicular (ABIR et al., 2017). Este processo poderia ser justificado neste caso por uma
ineficiéncia da vitrificagdo em manter o estado “latente” do tecido durante a
criopreservacdo. Corroborando esta teoria, estes dois protocolos, murino e PrOTC,
foram os que apresentaram indicios 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, pdde ser testado pelo enxerto heterotdpico de
amostra ovariana fresca, imediatamente apds a ooforectomia, reavaliada apds os
mesmos 15 e 30 dias do reimplante. Verificou-se que a proliferagdo celular foi
semelhante entre os tempos, quando avaliada pelo Ki-67, bem como a marcagdo para o
dano tecidual pelos trés marcadores utilizados (HNE, nitrotirosina e NF-kB), exceto
pela amostra a fresco com 30 dias de reimplante que apresentou elevacdo da marcacao
pela nitrotirosina, sem aumento do numero de foliculos degenerados. Estes resultados
sugerem uma boa resposta do tecido em curto prazo apos o reimplante e algum dano no
tecido ap6s 30 dias, podendo demonstrar a dificuldade na manutencdo da funcionalidade
do tecido ap6s um enxerto.

Varios fatores influenciam no funcionamento de um tecido enxertado, seja este
transplante autélogo ou heterdlogo. Todas as amostras deste estudo, tanto tecido fresco
quanto criopreservado, teve o reimplante realizado no proprio animal, exceto no PrOTC
(autotransplante), o que minimiza o risco de reacdo e agressao ao tecido. E o tipo de
reimplante realizado foi o heterotopico, quando se implanta um tecido em uma regiao
distinta aquela da regido doadora. Entretanto, para uma “pega” adequada do enxerto ha
demanda de boa vascularizacdo, sendo este um grande obstaculo no transplante de
tecido ovariano, pois gera perda folicular imediatamente apds o enxerto, possivelmente

devido a lenta neovascularizagéo que leva a isquemia (ABRIR et al., 2017).
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Em 2011 Abrir e colaboradores transplantaram fragmentos ovarianos humanos
para 0 muasculo das costas de camundongos imunossuprimidos, porém o namero de
foliculos recuperados apos o enxerto foi limitado e o numero de foliculos atrésicos
aumentou. (ABRIR et al., 2017; ABRIR et al., 2011). J& Yang e colaboradores (2006)
mostraram sinais de desenvolvimento folicular em 100% dos ovérios criopreservados e
transplantados para a capsula 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 apds o
descongelamento ao longo do tempo verificou-se que a proliferacdo celular foi
semelhante entre os protocolos apds 15 dias, sendo inclusive igual ao tecido fresco
cultivado, indicando boa viabilidade celular em todos; resultado semelhante foi
observado em relacdo ao reimplante apds 30 dias. Estes dados estdo de acordo com 0s
reportados por Candy, Wood e Whittingham (1995) em que foi observada a
sobrevivéncia de todos os fragmentos de tecido ovariano reimplantados ap6s o0 emprego
de protocolo de criopreservacdo lento em camundongos.

Scalercio (2015) e por Luyckx (2015) e seus colaboradores demonstram que a
expressdo de Ki67 em foliculos em crescimento (primario, secundario e antral) refletiu a
habilidade desses foliculos em continuarem seu desenvolvimento e poderem assumir
um estado folicular saudavel. Scalercio (2015), que também avaliou tecido ovariano
apos a criopreservacdo, demonstrou que a analise com Ki67 mostrou marcacdo nas
células da granulosa indicando que a capacidade proliferativa permaneceu ativa,
independente da criopreservacéo (tecido fresco ou vitrificado).

Em outro estudo publicado por Luyckx e colaboradores (2013), a porcentagem
de proliferacdo celular positiva em tecido ovariano criopreservado ap0s 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 proliferacao
para 17,30% apds o enxerto (LUYCKX et al.,, 2013). Estes dados sugerem uma
retomada da proliferagdo celular apos o reimplante do tecido, que parece ser iniciada de
maneira intensa, novamente aqui poderiamos atribuir a um efeito “burn out” sobre este
tecido. Em estudo anterior de nosso grupo verificou-se o aumento da propor¢do de

foliculos secundarios e reducdo do numero de foliculos priméarios apos sete dias de
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cultivo do tecido ovariano fresco ou ap0s a vitrificagdo, sem que o congelamento
prejudicasse este desenvolvimento (CAMPQOS, 2012. Dados ndo publicados). Esse
efeito “Burn out” seria muito mais um produto do reenxerto do que do congelamento
em si, uma vez que ndo houve diferenca na taxa de proliferacdo celular entre os grupos
fresco e todos os reimplantados ap6s 15 dias e tampouco apds 30 dias, exceto pelo
protocolo humano que teve uma reducéo do Ki-67 apos 30 dias de reimplante.

Também Ao se avaliar longitudinalmente a proliferacdo 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 pds descongelamento imediato (t0) a qual se reduz ao longo do tempo,
mas sem diferenca com o tecido fresco cultivado nos mesmos tempos, sugerindo que o
estado proliferativo intermediario € que seria 0 mais proximo do fisiolégico. Desta
maneira, verifica-se que h& adequada preservacdo dos tecidos, com os diferentes
protocolos, com boa viabilidade apos criopreservacgédo e reimplante, principalmente dos
tecidos vitrificados com protocolo murino e PrOTC em relacdo aos reimplantes. Por
mais que haja um eventual efeito “Burn out” nos primeiros momentos pods
descongelamento, este processo € recuperado e a viabilidade se mantém apos 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 manutencdo da capacidade proliferativa verificada ap6s a vitrificacdo néo
garante auséncia de dano destes procedimentos sobre a amostra preservada, e de fato,
apesar da aparente conservacdo adequada do tecido pdde-se medir algum grau de dano
oxidativo ap6s o reimplante nos tecidos criopreservados. O protocolo murino manteve
marcacao igual a do grupo fresco para todos os marcadores de dano tecidual, sugerindo
ser este 0 protocolo com menor impacto sobre o tecido, tanto ap6s 15 como apo6s 30 dias
do reimplante. O PrOTC apresentou marcacdo maior que o tecido fresco apds 15 dias e
30 dias de reimplante na avaliacdo pela nitrotirosina, porém sem alteracdo dos demais
marcadores. Ja o protocolo humano apresentou sinais de dano tecidual apds 15 (de
acordo com a marcacao pela nitrotirosina) e apds 30 dias (pela marcacéo da nitrotirosina
e HNE), além de menor Ki-67 como ja descrito acima. Sendo assim, neste estudo,
apesar do reimplante de tecido fresco ndo sugeri impacto significativo deste

procedimento sobre a vitalidade do tecido, quando este é realizado apds a
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criopreservacao hd uma somatdria de efeitos nocivos sobre a amostra que impacta no
produto final.

Os marcadares escolhidos para a identificacdo 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 sensivel para a identificacdo de dano celular,
mesmo que sem grande impacto sobre a sobrevida dos foliculos. Na avaliacdo das
amostras apés 15 dias do reimplante verificamos que somente a nitrotirosina foi capaz
de identificar algum impacto negativo da vitrificagdo sobre as amostras, sendo este
marcador mais expresso nos tecidos dos protocolos humano e PrOTC em relagdo ao
fresco pré-reimplante; entretanto, tratou-se, provavelmente de dano leve, uma vez que
ndo houve diferenca nesta marcacdo ao se comprar o tecido fresco também
reimplantado apds 15 dias. A nitrotirosina é um biomarcador de dano protéico utilizado
também para a caracterizagdo do dano oxidativo (KARIHTALA, 2011), inclusive em
um outro estudo deste 0 mesmo autor observou-se uma correlacdo entre 0 4-HNE e a
nitrotirosina com a progressdo do dano oxidativo (KARIHTALA, 2006). J4 o NF-kB
tem sido reportado mais como um marcador de dano oxidativo menos especifico e tem
sido associado em varios estudos a carcinogénese tecidual (HAI PING et al., 2016;
ZHAO et al., 2015).

Segundo Isachenko e colaboradores (2006) a vitrificacdo pode causar alteracGes
na morfologia dos foliculos, resultando na sua incapacidade de manter uma taxa
adequada de crescimento durante a cultura in vitro. Recentemente, um estudo mostrou
que a vitrificacdo de foliculos murinos levou a interrupcdo das comunicacgdes
intercelulares entre as células da granulosa e odcitos e retracdo oocitaria (NASRABADI
et al., 2015), o que pode interferir negativamente no crescimento folicular. O proprio
processo de vitrificacdo pode ser uma das principais razOes para a insuficiéncia na
preservacdo de tecido ovariano, a contaminacdo com nitrogénio liquido com
microorganismos e formacdo de cristais de gelo no interior da células podem trazer
dano direto sobre a estrutura celular dos odcitos e células sométicas foliculares. Além de
todos estes fatores as altas concentragcdes de crioprotetores, empregadas nesta técnica
para a minimizacdo do dano durante o processo de resfriamento na criopreservacao,
pode ser um problema. Neste estudo foram testados trés protocolos de vitrificagdo
distintos que se diferenciam basicamente pelo tipo e/ou concentracdo 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 concentracdes de 1,5 e 3,0 M,
reduziu o percentual de foliculos 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 proliferacao
celular e maior dano oxidativo em comparagao aos outros grupos, acreditamos que esse
resultado se deva a acdo toxica desse crioprotetor em altas doses. Ja o uso de DMSO
tem resultados bastante contraditorios, enquanto alguns autores relatam baixa taxa de
recuperacdo oocitaria e degeneracdo folicular (KIM et al., 2006; CECCONI et al.,
2004), outros relatam retomada da ciclicidade hormonal e da fertilidade com obtencao
de gestacdo natural apos o reimplante independente da dose utilizada (DEMEESTERE
et al., 2006). Ele foi utilizado nos PrM e nos PrOTC, sendo que o protocolo murino foi
0 que apresentou menor impacto sobre a vitalidade do tecido, seguido pelo PrOTC. A
sacarose, por sua vez, é utilizada com frequéncia na criopreservagdo por agir como um
tampdo osmético e ajudar na removocao do crioprotetor intracelular (MANDELBAUM
et al., 1988), esta foi utilizada apenas no PrOTC nesse trabalho, o qual apresentou
melhores taxas de proliferacdo celular no foliculo em relacdo ao outros grupos; fica,
entretanto, a ddvida, se esta proliferacdo acelerada no t0 pds descongelamento no
PrOTC foi consequente ao “Burn out”, e neste caso o protocolo ndo foi adequado para
manter o repouso do tecido durante a criopreservacdo, ou se a alta atividade do tecido
traduziu boa vitalidade.

Neste estudo objetivou-se testar o OTC como sistema para a criopreservacao de
tecido ovariano murino, dado sua praticidade. Embora observassemos um aumento da
proliferacdo celular, podemos observar também um aumento de dano oxidativo nos
foliculos do PrOTC apds criopreservacao, resultado semelhante a varios trabalhos onde
foi relatada uma diminuicdo nas taxas de foliculos pré-antrais apds a vitrificacéo
(OSKAM, ASADI, SANTOS, 2010), esses resultados também foram encontrado por
outros autores independente do protocolo de criopreservacgédo aplicado (ISACHENKO et
al., 2007; HUANG et al., 2008; ZHOU et al., 2010; CARVALHO et al., 2011). Tal
diminuicdo pode ser causada pelo estresse osmotico ao qual as células sdo expostas
durante a vitrificagdo (VAJTA et al., 1998), toxicidade de crioprotetores (AYE et al.,
2010), comprometimento da membrana basal (GHETLER et al.,, 2006), outras
alteragbes no nivel iénico (GUALTIERI et al., 2011) ou molecular (DAVID et al.,
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2011) e vacuolizacdo 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 apds 7 dias de cultivo
in vitro e puderam avaliar também que vitrificagdo convencional reduz o nimero de
foliculos morfologicamente normais.

A vitrificacdo é uma técnica extremamente importante para a criopreservacao
porque a formacéo de cristal de gelo intracelular é evitada (KEROS et al., 2009), e pode
ser realizada sem equipamento especifico. Varios estudos mostraram que a vitrificacéo
resultou em morfologia, viabilidade folicular (SANTOS et al., 2007) e densidade
estromal (KEROS et al.,, 2009; TING et al., 2011) preservados. Os trés protocolos
comparados neste trabalho foram feitos por protocolos de vitrificacdo, porém ha
também diversos trabalhos que mostram resultados semelhantes utilizando-se
congelamento lento em relacdo a preservacao da morfologia folicular (ISACHENKO et
al., 2009; KIM et al., 2011), ultraestrutura (KIM et al., 2011), porcentagens de células
necroticas (RAHIMI et al., 2004) e revascularizacdo tecidual apds o transplante
(RAHIMI et al., 2010). E valido reforgar que a maioria dos nascimentos apos reimplante
de tecido ovariano criopreservado em humanos hoje sédo advindos de protocolos de
congelamento lento (DOLMANS, MANVELLA, 2018). Entretanto, estudos mais
recentes demonstram que 0s protocolos de vitrificacdo, mais recentemente testados,
preservam melhor a integridade do estroma ovariano (CAMPOS, 2012. Dados nao
publicados). Existe uma tendéncia na literatura a se preferir a vitrificagdo ao
congelamento lento para conservacdo de gametas e tecido ovariano, uma vez que 0S
cristais de gelo mais comumente formados nos protocolos de congelamento lento
parecem trazer maior impacto sobre as células (AMORIM et al., 2011).

A criopreservagéo do tecido ovariano vem sendo realizada por mais de 20 anos e
hoje é executado em todo mundo por varios autores (DONNEZ e DOLMANS, 2015;
JENSEN et al., 2015; MEIROW et al., 2016; VAN DER VEN et al., 2016). Ja foram
descritos 130 nascidos vivos informados até 0 momento (DOLMANS, MANVELLA,
2018) e taxas de sucesso no reestabelecimento da funcdo gonadal que variam de 30 a
70% apobs o autotransplante de cortex 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 sdo os estudos comparando diferentes técnicas e
protocolos, com diferencas de desempenho entre eles, porém, de maneira geral 0s

resultados s&o bastante satisfatdorios, sendo assim acreditamos que esse procedimento
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ndo deve mais ser considerado experimental. Pouco séo os trabalhos que descrevem o
seguimento em longo prazo das pacientes reimplantadas. O tempo de duracdo do
enxerto e desfechos reprodutivos acumulados, bem como o impacto sobre a prole de
nascidos vivos foi ainda pouco explorada e merece atengdo nas proximas décadas que se
segue.

De acordo com 0s nossos resultados, podemos concluir que com relacdo ao
impacto da vitrificacdo sobre tecido ovariano o protocolo murino foi 0 que apresentou
menor impacto sobre a vitalidade do tecido, seguido pelo protocolo do sistema OTC; O
reimplante retroauricular isoladamente ndo 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
apos 30 dias, sem aumentar o nimero de foliculos degenerados; A criopreservagdo pré-
reimplante sensibiliza o tecido a ser enxertado, deixando-0 mais susceptivel ao dano em
graus variados de acordo com o protocolo. Os tecidos dos PrOTC e humano
apresentaram aumento nos marcadores de dano apds 15 e 30 dias de reimplante e o

marcador mais sensivel na identificacdo de dano tecidual foi a nitrotirosina.
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