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Resumo

A criopreservagdo de foliculos ovarianos pré-antrais, isolados ou inclusos no tecido ovariano, consiste
em uma das alternativas para a formacdo de bancos genéticos de animais domésticos ou selvagens, para a
preservagdo de racas e espécies em via de extingdo. Além disso, ¢ um método promissor para a preservacao de
ovarios de mulheres submetidas a tratamentos quimio e radioterapicos e que desejam recuperar sua fertilidade
apos cura do cancer.
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Abstract

Cryopreservation of ovarian preantral follicles, isolated or enclosed in the ovarian tissue, consists in an
alternative to implement gene banks for domestic animals and to preserve wild endangered breeds and species.
Furthermore, it is a promising method to preserve ovarian tissue from women after cancer treatment, i.e. chemo-
and radiotherapy, who wish to recover their fertility.
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Introducéo

A criopreservacdo de células e tecidos tem se tornado um importante topico em estudos reprodutivos
por ser uma forma de preservar gametas de espécies ou ragas de animais em via de extingdo, bem como para a
restauracdo da fertilidade em mulheres submetidas a radio ou quimioterapia.

Avancos biotecnologicos tém sido cruciais para o diagnostico precoce de doengas cancerigenas,
permitindo um prognostico favoravel (Rozenberg et al., 2007). Contudo, o tratamento consiste principalmente
em radio e quimioterapia, podendo levar a esterilidade. Em homens, para a preservacao da fertilidade, o sémen ¢é
coletado, congelado e preservado para futuros procedimentos de inseminagéo artificial (IA) ou fecundagéo in
vitro (FIV). Em mulheres, pelo contrario, existem varios desafios a serem superados, tais como a extrema
sensibilidade de odcitos maturos a criopreservagdo e a falta de um sistema de cultivo in vitro para o completo
desenvolvimento de foliculos primordiais.

Infelizmente, o desenvolvimento tecnolégico também tem resultado em problemas ambientais tais como
destruicdo de habitat e subsequente extingao de espécies animais. No que se refere aos animais de produgdo,
razdes econdmicas combinadas a supressdo de barreiras geograficas, permitiram a introdugdo indiscriminada de
material genético de animais exéticos nas fazendas e conseqiiente dilui¢do das racas nativas, as quais possuem
caracteristicas importantes como o vigor hibrido. Odcitos maturos de animais domésticos e silvestres sdo dificeis
de serem preservados por terem também grande sensibilidade as crioinjirias. Um complicador adicional no
aprimoramento da eficacia dessa técnica nessas espécies ¢ a coleta de tecido ovariano que ocorre geralmente
longe dos laboratorios especializados em biotécnicas da reproducdo. Além disso, poucos foliculos podem ser
puncionados para maturagdo e posterior FIV, somado a possibilidade de os ovarios serem obtidos de fémeas
encontradas ja mortas. Portanto, diante de todos esses inconvenientes, verifica-se a importancia da preservagao
do tecido ovariano, bem como de foliculos contendo odcitos imaturos para posterior aplicagdo em programas de
reproducdo. Esses odcitos imaturos podem ser encontrados envoltos por células foliculares constituindo os
foliculos pré-antrais (FOPA), os quais representam a maioria da populagao folicular no ovério.

A presente revisdo visa informar os leitores sobre os métodos, riscos e sucesso da criopreservacdo de
foliculos ovarianos pré-antrais, bem como seu estado atual e perspectivas para a criopreservagao de foliculos
ovarianos pré-antrais oriundos de animais domésticos.
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Foliculo ovariano

O foliculo ovariano, estrutura altamente organizada, ¢ basicamente constituido pelo odcito circundado
por células foliculares ¢ demarcado por uma membrana basal que os separa do estroma ovariano. Além disso, é
considerado a unidade morfo-funcional do ovério, cuja fungdo € proporcionar um ambiente ideal para o
crescimento, maturagdo oocitaria ¢ produgdo de horménios (Gordon, 1994; Cortvrindt e Smitz, 2001).
Figueiredo (1995) destaca que, dependendo da auséncia ou presenga de antro (cavidade repleta de liquido
folicular circundando o odcito, e presente nos estadios finais de desenvolvimento do foliculo ovariano), os
foliculos ovarianos sdo classificados em pré-antrais ou antrais, respectivamente.

Os foliculos pré-antrais representam mais de 90% da populagao folicular do ovario (Saumande, 1981) e
podem ser classificados em unilaminares (primordiais ¢ primarios) e multilaminares (secundarios), de acordo
com o numero de camadas de células da granulosa circundando o odcito. Os foliculos primordiais se encontram
em estadio de quiescéncia (Cortvrindt e Smitz, 2001) e sdo compostos de um odcito imaturo circundado por uma
Unica camada de células da granulosa de forma pavimentosa (Van den Hurk et al., 1997). Cortvrindt e Smitz
(2001) descrevem os foliculos primarios como sendo constituidos de um odcito em crescimento circundado por
uma camada de células da granulosa de formato cubodide, ndo possuindo células tecais diferenciadas e podendo
apresentar uma zona pelicida em formagdo. Os foliculos secundarios sdo caracterizados por um o6cito
inteiramente circundado por uma zona pelicida ¢ a presenca de pelo menos duas camadas de células da
granulosa de forma cubdide. Ao contrario dos foliculos primordiais, os foliculos primarios e secundarios sdo
considerados foliculos em estadio inicial de crescimento.

Os foliculos antrais compreendem os foliculos tercidrios (subordinados e dominantes) e pré-ovulatorios.
Estes foliculos sdo constituidos por um odcito circundado pela corona radiata e células do cumulus que conectam
0 odcito as células da granulosa, além das células tecais e uma cavidade contendo liquido folicular. Os foliculos
pré-ovulatorios apresentam todos os componentes presentes nos foliculos terciarios, contudo o odcito apresentar-
se-a4 maturo e no estadio final do desenvolvimento folicular (Figueiredo, 1995).

De toda a populagdo folicular presente no ovario, apenas cerca de 0,1% destes atingira a ovulacdo
(Nuttinck et al., 1993), enquanto os demais foliculos serdo “perdidos” via atresia durante o desenvolvimento
folicular (Carroll et al., 1990; Otala et al., 2002). Aliada ao envelhecimento ¢ morte fisioldgica, a perda do
material genético feminino pode ser ainda causada pela extingdo de ragas e espécies animais, bem como durante
tratamentos radio e quimioterapicos. A recuperagdo de foliculos ovarianos antes da atresia seguida de seu
desenvolvimento in vitro ainda ndo ¢é aplicavel, em fungdo da inexisténcia de um meio de cultivo que garanta a
viabilidade e a maturagdo completa de foliculos pré-antrais in vitro. Desta forma, o desenvolvimento de
protocolos eficientes de criopreservacdo de tecido ovariano contendo os foliculos in Situ ou na forma isolada,
permitira a preservagdo dos gametas femininos até que eficientes sistemas de cultivo in vitro sejam
completamente estabelecidos.

Criopreservacéo
Principios bésicos

A criopreservacdo consiste na preservagao de material biologico a baixas temperaturas, geralmente em
nitrogénio liquido a —196°C, ou em sua fase de vapor a —150°C. Os tUnicos estados fisicos existentes abaixo de
aproximadamente —130°C sao o cristalino e o vitreo e, em ambos, a viscosidade ¢ muito elevada, a difusdo ¢
considerada insignificante (dependendo do tempo de armazenamento), a energia cinética molecular ¢ muito
baixa e reacdes metabodlicas impulsionadas por energia térmica ocorrem muito lentamente ou sdo paralisadas
completamente (Kartha, 1985). Portanto, a temperatura do nitrogénio liquido, a viabilidade durante o
armazenamento pode ser estendida por longos periodos de tempo, com manutencdo da estabilidade do material
genético (Stushnoff and Seufferheld, 1995). A capacidade do material bioldgico de sobreviver ao processo de
criopreservacdo depende de sua tolerancia aos agentes crioprotetores, desidratagdo, resfriamento e re-
aquecimento.

Agentes crioprotetores

Agentes crioprotetores protegem as células contra a desidratagdo, resfriamento e danos causados pela
reducdo extrema de temperatura. Em geral, esses agentes podem agir (i) penetrando nas células (crioprotetores
intracelulares) e substituindo as moléculas de agua da célula, (ii) reduzindo o ponto de congelagdo, (iii)
protegendo membranas celulares (crioprotetores extracelulares) por meio da sua ligacdo as cabegas dos grupos
fosfolipidicos, (iv) aumentando a viscosidade do meio, ou (v) diminuindo a concentracdo de eletrdlitos durante
criopreservacdo, diminuindo, assim, o risco de danos osmdticos. Contudo, agentes crioprotetores podem ser
toxicos, bem como podem facilitar a entrada de agentes toxicos nas células (Santos, 2007).

Dentre os agentes crioprotetores intracelulares, o glicerol, por exemplo, tem propriedades anti-
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congelantes e é capaz de proteger a célula contra a desidratacdo. Entretanto, seu produto metabolico, isto €, o
formaldeido, pode induzir acidose metabdlica. Efeitos similares podem ser observados com outros agentes
crioprotetores intracelulares como etilenoglicol e propilenoglicol apdés a conversdo em oxalato e lactato,
respectivamente. Apesar do seu efeito antioxidante, o dimetilsulféxido aumenta a permeablidade da membrana
celular, o que pode permitir a entrada de agentes toxicos dentro do compartimento celular (Santos, 2007).

Crioprotetores extracelulares, também conhecidos como agentes de alto peso molecular, aumentam a
viscosidade da solugdo (por exemplo, o polivinil alcool) ou se ligam as cabecas dos grupos fosfolipidicos
(agucares, tais como sacarose e trealose), protegendo as membranas celulares contra as injurias do frio. Uma
outra substincia comumente adicionada para “melhorar” a eficiéncia do meio de criopreservacdo consiste no
soro fetal bovino. Contudo, a importancia do soro na criopreservagdo ndo ¢ cientificamente comprovada, além
do risco de conter agentes infecciosos que ndo sdo destruidos durante os procedimentos de criopreservacao
(Santos, 2007).

Criopreservagdo: métodos e danos

O processo de criopreservagdo envolve basicamente as seguintes etapas: (1) adicdo de agente
crioprotetor (periodo de equilibrio/exposigdo); (2) resfriamento e inducdo da formagdo de gelo e congelagdo ou
vitrificagdo; (3) estocagem em nitrogénio liquido; (4) descongelacdo ou aquecimento e (5) remogao ou diluigdo
do agente crioprotetor. A criopreservacao pode ser realizada por dois métodos basicos: congelagdo convencional
ou lenta e vitrificagao.

A congelagdo lenta ¢ caracterizada pela exposi¢do das células ou tecidos a baixas concentragdes de
agente crioprotetor (~1,5 mol/l) (Paynter et al. 2000), por um periodo que pode variar de 20 (Rodrigues et al.,
2004a; b) a 60 minutos (Candy et al., 1997). Nesse método, o material ¢é resfriado lentamente a uma velocidade
de 2°C/min at¢é —4 a —9°C, mantendo-se nesta temperatura por um curto periodo (10 a 15 min) para a
estabilizagdo térmica e realizacdo do seeding, o qual previne o super-resfriamento ¢ a extrema desidratacdo
celular (Jondet et al., 1984). Em seguida, a amostra continua sendo resfriada lentamente a uma velocidade de
0,3°C/min. Uma vez que a desidratagdo celular ¢ suficientemente atingida (entre —30 a —80°C), o material ¢
estocado em nitrogénio liquido (-196°C).

A vitrificagdo (formacdo de estado vitreo) foi idealizada por Luyet em 1937. Depois de quase 50 anos,
Rall e Fahy descreveram a vitrificagdo como uma alternativa ao processo de congelagdo lenta (Rall and Fahy,
1985). Ao contrario da congelagdo lenta, a vitrificagdo envolve a exposicdo do material bioldgico a altas
concentragdoes de agente crioprotetor (geralmente entre 4 e 6 mol/L) por um curto periodo de tempo (25
segundos a 5 minutos), geralmente a temperatura ambiente, seguido de um resfriamento ultra-rapido em
nitrogénio liquido, ndo sendo necessaria a utilizagdo de equipamentos sofisticados e de alto custo. De acordo
com Stachecki e Cohen (2004), a vitrificagdo possui dois aspectos basicos a serem levados em consideragdo. O
primeiro consiste no fato de que as altas concentragdes de agentes crioprotetores utilizadas na exposi¢@o
aumentam os efeitos toxicos e, em segundo lugar, apesar desse efeito durante o periodo de equilibrio, a
vitrificacdo, por ser uma congelagio altamente rapida, aumenta as taxas de sobrevivéncia.

Apesar da importancia do processo de criopreservagdo, existem dois fatores que podem levar a morte
celular durante a congelagdo/descongelagdo: a formagao de gelo intracelular e o choque osmotico. Esses efeitos
negativos podem ser reduzidos ou evitados com a utilizagdo de agentes crioprotetores, que permitem preservar
células vivas a temperaturas extremamente baixas (De La Vega and Wilde, 1991), bem como modificando o
processo de criopreservacao. De acordo com Stachecki e Cohen (2004), os efeitos do gelo intracelular e do
choque osmotico sdo fatores letais se as células nao sdo tratadas apropriadamente.

A formagdo de gelo intracelular é considerada um dos fatores mais importantes quando se deseja
realizar um eficiente protocolo de criopreservagdo. Na congelacdo classica (lenta), essa formagdo pode ser
evitada com um resfriamento celular lento, permitindo a desidratacdo celular, sendo a agua intracelular
remanescente mantida em um potencial de equilibrio com a solugdo extracelular e o gelo formado (Mazur et al.,
2005). Existem duas hipdteses para a formagdo de gelo intracelular. A primeira, postulada por Muldrey e
McGann (1990), sugere que o gelo intracelular seja formado como conseqiiéncia de danos ou defeitos na
membrana plasmatica, que permitiriam a passagem do gelo extracelular através da membrana (teoria do fluxo
osmotico). Com o super-resfriamento celular durante a congelacdo, a for¢a de efluxo da agua para o meio
extracelular atingiria um valor critico e, consequentemente, causaria danos & membrana, permitindo a entrada do
gelo extracelular para o meio intracelular. Uma outra hipotese ¢ a de que o gelo extracelular em contato (direto
ou indireto) com a membrana plasmatica, causaria a formagdo de gelo intracelular, levando injuria ao conteudo
celular. Ha duas versdes para essa segunda hipotese. Na primeira, Toner et al. (1990) sugerem que o gelo
extracelular provocaria uma mudanca conformacional na membrana, que se transformaria em um nucleador
heterogéneo dos contetidos celulares (contato direto). Na segunda, postulada por Mazur (2004), o gelo
extracelular cresceria através de poros preexistentes na membrana; tal contato direto levaria a formagao de gelo
intracelular.

Uma outra causa de morte celular consiste no efeito solugdo, que envolve uma alteragdo no citoplasma
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como resultado da desidratagdo, aumento na concentragdo de soluto, alteragdes de pH, e precipitagdao de solutos
(Mazur et al., 1984). Por muito tempo, acreditou-se que a morte celular poderia ser causada pelo aumento da
concentragdo de soluto fora da célula devido ao resfriamento e a congelacdo da agua extracelular (Lovelock,
1953). Contudo, recentes estudos tém reportado uma alta tolerancia celular ao estresse osmotico. Agca et al.
(2000) expuseram odcitos bovinos a crescentes concentragdes de cloreto de sodio para elevar a osmolaridade a
concentragdes supravitais (até 4800 mOsm) e observaram que até 2400 mOsm, posteriormente os o6citos foram
capazes de ser fecundados e foram obtidos blastocistos. Outros pesquisadores expuseram o06citos humanos e
murinos a concentragdes variaveis de agente crioprotetor ou agucares sem resfriamento e observaram
consideravel tolerancia celular as condi¢des osmoticas impostas (Oda et al., 1992; Hotamisligil et al., 1996).
Quando Toner et al. (1993) resfriaram zigotos murinos a — 40°C em moderadas a altas concentragdes de NaCl
(300-2400 mOsm) na auséncia de agente crioprotetor, todos os embrides degeneraram. Um resultado contrario
foi obtido quando foi utilizado um outro sal (cloreto de colina), e a maioria das células apresentavam-se intactas,
mesmo na auséncia de agente crioprotetor. Com esses estudos, pode-se concluir que os danos celulares
provocados pelo choque osmoético sdo devidos ao tipo de agente utilizado e ndo a capacidade de a célula
gerenciar o choque osmotico.

Vale ressaltar que os danos supracitados ndo sdo observados exclusivamente durante o resfriamento,
mas também durante o processo de descongelagido/re-aquecimento, uma vez que as células recuperam seu
metabolismo na presenga de substincias toxicas como os agentes crioprotetores. Assim, El-Naggar et al. (2006)
sugerem que as células ou tecidos criopreservados devem ser descongelados em uma velocidade alta. Agentes
crioprotetores podem ser removidos em uma (Leibo, 1984), trés (Rodrigues et al., 2004a,b) ou mesmo em seis
lavagens (Shelton, 1992). Apesar de uma lavagem ser suficiente para embrides descongelados, foliculos isolados
e tecido ovariano devem ser lavados em trés passos para retirada de resquicios de agentes crioprotetores, (Lima
et al., 2006; Sadeu et al., 2006; Santos et al., 2006a,b,c).

Métodos de analise de foliculos pré-antrais criopreservados

Para aplicar um protocolo de criopreservagdo, ¢ necessario determinar o(s) agente(s) crioprotetore(s)
mais indicado(s), sua concentragdo, tempo de exposi¢ado e método de remogdo. Um método rapido para avaliar a
qualidade folicular consiste na histologia classica. Contudo, analise morfologica via histologia ndo ¢ suficiente
para avaliar o processo de criopreservacdo (Schotanus et al., 1997; Van den Hurk et al., 1998; Martinez-Madrid
et al., 2004). Esse tipo de analise ird permitir a identificagdo dos sinais primarios da atresia (picnose nuclear,
danos citoplasmaticos, desconexdo entre as células da granulosa e o oocito, bem como irregularidades na
membrana basal) (Jorio et al., 1991; Hulshof et al., 1995; Demirci et al., 2002). Tal morfologia celular ndo esta
sempre correlacionada com a integridade das organelas celulares, as quais podem ser avaliadas via microscopia
eletronica de transmissdo, por meio da deteccdo da integridade das mitocondrias e reticulo endoplasmatico, bem
como vacuolizagdo celular (Santos et al., 2006a). Além da analise das organelas, é também importante avaliar a
integridade da membrana basal, seja utilizando o corante vital azul de trypan (Santos et al., 2007a,b) ou o
marcador fluorescente etidio homodirmeo (Schotanus et al., 1997; Van den Hurk et al., 1998), bem como a
atividade enzimatica no citoplasma utilizando a calceina como um marcador fluorescente (Schotanus et al.,
1997; Van den Hurk et al., 1998). Provas de fluorescéncia sdo justificadas uma vez que a calceina é clivada por
enzimas esterase em células vivas, deixando um produto fluorescente de clivagem na célula (De Clerck et al.,
1994), enquanto o etidio homodimero ¢ utilizado para acessar a integridade da membrana plasmatica ligando-se
ao DNA de celulas ndo viaveis, ou seja, permedveis ao componente de alto peso molecular (Poole et al., 1993).
Danos foliculares causados pela criopreservacdo nem sempre sdo observados imediatamente, sendo necessarias
algumas horas de cultivo in vitro antes da analise de viabilidade. A restauragdo do metabolismo celular, o qual
pode ser detectado via atividade enzimatica, poderd informar sobre o normal funcionamento da célula. Além
disso, o cultivo in vitro por curto periodo (24h), permite uma melhor analise da qualidade folicular pos
criopreservacdo (Rodrigues et al., 2006; Santos et al., 2006b, 2007a). O completo desenvolvimento de foliculos
primordiais criopreservados consiste na melhor evidéncia do sucesso de um protocolo de criopreservagio
(Santos, 2007). Em animais domésticos, ¢ possivel avaliar a capacidade de completo desenvolvimento folicular
pos-criopreservacdo por meio do transplante de tecido ovariano (Santos, 2007a,b). O desenvolvimento folicular
in vitro, no entanto, tem sido obtido apenas em animais de laboratorio (Eppig e O’Brien, 1996).

Criopreservacao de foliculos pré-antrais de animais domésticos: avangos obtidos no Laboratorio de
Manipulacao de Odcitos e Foliculos Ovarianos Pré-antrais

Apesar do sucesso obtido com o completo desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais murinos
criopreservados (Eppig e O’Brien, 1996) — incluindo o desenvolvimento de foliculos congelados-descongelados
seguido pela fecundag@o in vitro, desenvolvimento embrionario (Smitz and Cortvrindt, 1998) e nascimento (Liu
et al., 2001; De la Pena et al., 2002) — resultados similares sdo de dificil obtengdo e successo em animais
domésticos. No entanto, muitos estudos vém aperfeicoando o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais de animais
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domésticos, resultando em sua ativagdo e crescimento (Silva et al., 2004, 2006; Gigli et al., 2006).

O cultivo in vitro de grandes foliculos secundarios bovinos levou a formagéo de antro (Gutierrez et al.,
2000), maturagdo oocitaria, cujos odcitos foram fecundados in vitro e subsequente o desenvolvimento
embrionario, também in vitro, foi obtido (Wu e Tian, 2007). Contudo, completo desenvolvimento folicular in
vitro a partir de foliculos primordias ainda ndo ¢é possivel, sendo necessario o estudo dos fatores envolvidos em
cada etapa do desenvolvimento folicular, incluindo a ativagdo, proliferacdo e diferenciagdo das células da
granulosa, crescimento e maturagdo oociatia, bem como ovulagdo (Van den Hurk et al., 2000; Van den Hurk e
Zhao, 2005). Desta forma, além dos estudos relacionados ao desenvolvimento de sistemas de cultivo para
foliculos primordiais de animais domésticos no Laboratorio de Manipulagdo de Odcitos e Foliculos Ovarianos
Pré-antrais, trabalhos envolvendo o desenvolvimento de métodos de criopreservagdo de tecido ovariano e
foliculos isolados vém sendo realizados. Tais estudos t€ém como objetivo preservar ovarios de animais de
companhia e de produgdo. Em 2006, Lima e colaboradores obtiveram os primeiros sinais de sucesso na
criopreservacdo de tecido ovariano felino. Em contraste com os resultados obtidos nos estudos iniciais da
criopreservacdo de foliculos pré-antrais felinos (Jewgenow e Goritz, 1995), em que a taxa de sobrevivéncia
chegava a no maximo 12%, hoje é possivel obter uma taxa maior de foliculos que sobrevivem a criopreservagao,
i.e., 58% (Lima et al., 2006). Resultados similares foram atingidos em caninos por Lopes et al. (2006; dados nao
publicados). Em animais domésticos, especificamente ruminantes, os avangos vém sendo mais animadores com
a obtengdo de sobrevivéncia e crescimento folicular pos-cultivo de foliculos pré-antrais congelados-
descongelados oriundos de ovarios ovinos (Amorim et al., 2003a, b; Santos et al., 2006a, b, 2007b), caprinos
(Rodrigues et al., 2004a, b, 2006; Santos et al., 2006¢; 2007a) e bovinos (Celestino et al., 2005, 2006; 2007).

Perspectivas

A criopreservagdo de foliculos pré-antrais isolados ou inclusos no tecido ovariano consiste em uma
alternativa para a preservagdo do material genético feminino por um periodo indefinido por meio da formacéo de
bancos de germoplasma. Os foliculos pré-antrais isolados poderiam no futuro ser destinados a protocolos de
crescimento, maturacdo e fecundagdo in vitro de oocitos para posterior transferéncia embrionaria. No entanto,
apesar do sucesso que vem sendo obtido com os protocolos de criopreservagdo, protocolos eficientes de cultivo
in vitro de foliculos pré-antrais, in Situ ou isolados, por longos periodos precisam ser desenvolvidos. Como
alternativa, tecido ovariano pode ser criopreservado e posteriormente transplantado para recuperagdo de suas
funcdes gametogénica e endocrina.
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