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Resumo

O uso da criobiologia tem sido de extrema importancia para a preservagdo de gametas femininos e,
atualmente, tem se mostrado como parte inerente de tecnologias da reproducdo. Inumeros trabalhos tém
mostrado o sucesso da criobiologia reprodutiva em diferentes espécies, incluindo o nascimento de crias apos
transplantes de tecido ovariano previamente criopreservado. Entretanto, apesar dos resultados promissores, a
criopreservacdo de tecido ovariano ainda representa um grande desafio para a criotecnologia, a qual ¢
caracterizada pela baixa repetibilidade de seus resultados. Nesse contexto, a presente revisdo apresenta os
principais avangos ¢ discute as limitagGes e perspectivas de aplicacdo dessa importante técnica reprodutiva.
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Abstract

The use of cryobiology has been extremely important for female gametes’ preservation and has been
currently involved as part of reproduction technologies. Numerous studies have shown the success of
reproductive cryobiology in different species, including birth of offspring after transplantation of ovarian tissue
previously cryopreserved. However, despite promising results, cryopreservation of ovarian tissue is still a
challenge for cryotechnology, which is characterized by a low repeatability of results. In this regard, this review
presents the main advances and discusses limitations and prospects of this important reproductive technique.

Keywords: ovarian tissue, cryopreservation, ovarian transplant, in vitro culture.
Introducao

A criopreservagdo de tecido ovariano tem sido estudada notadamente em humanos, com a finalidade de
preservar a fertilidade de mulheres jovens em idade reprodutiva antes do tratamento contra doengas malignas.
Isso tem revelado que a criopreservagdo de tecido ovariano é uma importante tecnologia, com aplicacdes
médicas e cientificas (Segino et al., 2005). Para a medicina veterinaria, essa técnica pode ser aplicada também
para a preservagao de oocitos inclusos em foliculos ovarianos oriundos de fémeas de espécies animais em perigo
de extingdo, animais de estimacdo, ou ainda animais transgénicos, visando a formacdo de bancos de
germoplasma animal. A criopreservagdo de foliculos ovarianos oriundos de fémeas que estejam em uma dessas
situacBes pode aumentar as chances de perpetuacdo das espécies, ou mesmo de animais de grande valor
genético/cientifico ou sentimental.

Os foliculos ovarianos podem ser criopreservados de duas maneiras: in situ, ou isolados, isto é, inclusos
ou livres do tecido ovariano, respectivamente. A criopreservacdo de foliculos isolados apresenta como principais
vantagens a auséncia de danos devido a isquemia ou revascularizagdo, a possibilidade de acompanhamento dos
foliculos individualmente durante os procedimentos, além de ter a perfusdo do agente crioprotetor facilitada pela
auséncia de barreiras teciduais. No entanto, a perda de foliculos durante sua manipulacdo, a incapacidade de
restauracdo da fung@o ovariana e a falta de um sistema de cultivo eficiente que garanta a completa maturagdo
folicular, sobretudo de foliculos primordiais, destacam-se como fatores limitantes ao uso desta pratica.

Com relagdo a criopreservacdo de foliculos in situ, a maior limitagao é caracterizada pela dificuldade na
preservagdo do proprio ovario, considerando-se as diferengas existentes entre os varios tipos celulares
constituintes do tecido ovariano (Hovatta, 2005). Contudo, tendo em vista sua ampla aplicagdo na reproducéo
assistida associada ao transplante, a possibilidade de retomada da fun¢@o ovariana (restaurag@o da ciclicidade) e
a facilidade de manuseio do tecido, a grande maioria dos trabalhos tem se concentrado na area de
criopreservagdo de tecido ovariano. Por esta razdo, o foco da presente revisdo sera exclusivamente a
criopreservacao de foliculos in situ.

Nesse sentido, nas se¢Oes seguintes desta revisdo, serdo apresentados os aspectos relacionados a
estrutura e fungdo do ovario, os principios basicos da criopreservagdo de tecido ovariano, bem como os
principais desafios e sucessos dessa técnica em diferentes mamiferos.
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Ovirio: estrutura e funcio

O ovario mamifero ¢ o principal 6rgdo do sistema reprodutivo feminino, o qual ¢ composto de varios
tipos de células diferenciadas que trabalham em conjunto para promover suas fungdes enddcrina e exocrina
(Bristol-Gould e Woodruff, 2006). Com relagdo a fun¢do endocrina, o ovario é responsavel pela producdo e
liberagcdo de hormonios esteroides e diversos peptideos, enquanto a fungcdo exocrina ou gametogénica visa a
producdo e liberacdo de odcitos (Saumande, 1991).

Em todas as espécies de mamiferos, o ovario ¢ composto de uma regido medular e uma cortical,
circundada pelo epitélio germinativo (Silva, 2005). A regido medular, que na maioria das espécies consiste na
porcdo interna do ovario, é constituida por tecido conjuntivo, células musculares lisas, nervos, artérias e veias
(Cormack, 1991), que se estendem para o interior do cortex ovariano e sdo responsaveis por nutrir ¢ fornecer
sustentagdo ao ovario. Ja o cortex, localizado mais externamente, com exce¢do dos equinos, contém foliculos
ovarianos e corpos luteos em varios estadios de desenvolvimento e regressdo (Hafez e Hafez, 2004).

O foliculo ovariano, constituido basicamente por um odcito circundado por células foliculares
demarcadas por uma membrana basal, ¢ considerado a unidade morfoldgica e funcional do ovario e tem como
principais fung¢des proporcionar um ambiente ideal para o crescimento e a maturagdo oocitaria (Cortvrindt e
Smitz, 2001), bem como produzir horménios ¢ peptideos (Adashi, 1994). De acordo com a presenga ou nio de
uma cavidade repleta de liquido, denominada antro, os foliculos podem ser classificados em (a) foliculos pre-
antrais (FOPA) e (b) foliculos antrais (FA). Os foliculos pré-antrais, de acordo com o estddio de
desenvolvimento, podem ser ainda classificados em primordiais, de transi¢do, primarios ou secundarios. Ja os
foliculos antrais sdo assim denominados por possuirem uma cavidade antral bem desenvolvida em seu interior e
sdo classificados em terciarios ou pré-ovulatorios (Figueiredo et al., 2008).

Quantitativamente, a populacdo folicular total é bastante varidvel entre as espécies, podendo se
encontrar de 35.000 na cabra (Lucci et al., 1999) a 2.000.000 na mulher (Erickson, 1986). Por outro lado,
independente da espécie, o percentual de foliculos pré-antrais representa a reserva folicular ovariana e
corresponde a cerca de 90 a 95% de todo o capital folicular, enquanto os foliculos antrais compreendem somente
cerca de 5 a 10% (Figueiredo et al., 2007). Outro dado surpreendente, comum a todos os mamiferos, ¢ que a
maioria (99,9%) dos foliculos ndo chega a ovulagdo, pois morre por um processo fisiolégico conhecido como
atresia, que pode ocorrer por via degenerativa necrética (Bras et al., 2005) e/ou apoptotica (Hussein, 2005). No
entanto, os foliculos pré-antrais sdo menos susceptiveis a atresia do que os foliculos antrais e, a medida que
ascendem para essa categoria, tornam-se também vulneraveis a morte folicular.

Visando maximizar a utilizagdo do potencial reprodutivo de fémeas, varios estudos relacionados a
biotécnica de manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA) tém contribuido bastante no
sentido de desenvolver um meio de cultivo que bloqueie a atresia e assegure o crescimento e a maturagao in vitro
de odcitos oriundos desses foliculos. Entretanto, a utilizagdo de milhares de foliculos pré-antrais oriundos de um
mesmo animal ou animais diferentes em uma tinica manipulagdo, além de pouco pratica, pode incorrer em riscos
de perda folicular, a exemplo do que acontece no ambiente ovariano. Neste sentido, a criopreservagdo do tecido
ovariano poderd manter a viabilidade folicular até que seja realizado o cultivo in vitro ou transplante do ovario,
pois permite a manutencdo da integridade estrutural tanto das células somaticas como das células germinativas.
Os principais aspectos relacionados ao processo de criopreservagio estdo descritos nos topicos a seguir.

Aspectos gerais sobre a criopreservacio

A criopreservacao consiste no armazenamento € na preservagdo de materiais biologicos sob baixas
temperaturas. Normalmente, a temperatura adotada é a do nitrogénio liquido (-196°C), embora ndo se tenha
conhecimento de um valor preciso para este fim (Jain e Paulson, 2006). Sob temperaturas tdo baixas, a
criopreservacdo permite que as células vivas sejam submetidas a um estado de redu¢do do metabolismo, no qual
podem permanecer por um periodo indefinido e, futuramente, serem resgatadas ainda viaveis (Mazur, 1980), a
fim de continuarem o seu desenvolvimento normal apds descongelagdo. Para que isso seja possivel, mesmo apos
longos periodos de conservacdo, alguns fatores essenciais para a sobrevivéncia das células devem ser
cuidadosamente considerados, tais como o tipo e a concentragdo do(s) agente(s) crioprotetor(es) empregado(s); a
escolha do método de criopreservagdo (congelagdo lenta ou vitrificagdo); a taxa de reducéo da temperatura de
congelacdo e técnicas utilizadas para assegurar a remog¢ao do agente crioprotetor apds a descongelag@o (Gordon,
1994), o qual tem sido extensivamente utilizado em diferentes protocolos de criopreservagao.

Agentes crioprotetores (ACP)

Os agentes crioprotetores sdo classificados como substancias organicas e tém a funcdo de proteger a
célula ou o tecido contra desidratacdo, resfriamento e danos causados pela reducdo extrema da temperatura
(Santos et al., 2008). Esses agentes podem ser divididos em dois principais grupos: intracelulares ou penetrantes
e extracelulares ou ndo penetrantes.

Os crioprotetores intracelulares sdo substincias de baixo peso molecular que reduzem as lesdes
celulares causadas pela congelagdo (Karow, 2001). Dentre os mais empregados para a criopreservagdo de
embrides, odcitos e tecido ovariano, estdo o dimetilsulfoxido (DMSO), o propanodiol (PROH), o etilenoglicol
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(EG) e o glicerol (GLI), cujas propriedades quimicas sdo mostradas no Quadro 1. Essas substancias agem por
meio de diferentes mecanismos, como: (1) interacdo na dinamica dos microfilamentos e microtubulos
(Dobrinsky, 1996); (2) reducao do ponto de congelacdo da solugdo; (3) aumento da viscosidade do meio; (4)
reducdo da concentragdo de eletrdlitos intra e extracelulares durante a criopreservacao (Santos et al., 2008); (5)
substituicdo parcial das moléculas de agua das células (Rall et al., 1984) e (6) ligagdo ao hidrogénio da agua
presente no meio intracelular (Jain e Paulson, 2006).

Faustino et al. Estado atual e desafios da criopreservagdo de tecido ovariano em mamiferos.

Quadro 1. Propriedades quimicas dos principais crioprotetores intracelulares empregados na criopreservagdo de
tecido ovariano.

DMSO PROH

Formula quimica (CH;) ,SO C,H, (OH), C3Hg (OH), C;Hs (OH);
Classe quimica Sulféxido Alcool (diol) Alcool (diol) Alcool (triol)
Peso molecular (g.mol™”  ~78,13 62,068 ~76,09 92,094
Densidade (g.cm’3) 1,1004 1,1132 1,036 1,2613

Especificamente em tecido ovariano, as primeiras tentativas para criopreserva¢do foram realizadas a
partir da congelacdo de fragmentos do tecido ovariano de animais de laboratério (camundongas e ratas),
utilizando o glicerol como crioprotetor (Deanesly 1954; Green et al., 1956). Entretanto, este agente crioprotetor ¢
pouco recomendado para a criopreservacdao de tecido ovariano devido a sua baixa capacidade de penetragdo
(Newton et al., 1998). Para o tecido ovariano, utiliza-se mais comumente o dimetilsulfoxido, o propanodiol ou o
etilenoglicol, uma vez que estes crioprotetores possuem alta solubilidade, rapida penetrabilidade e levam a
menores danos osmoticos (Oktay et al., 1998).

No que se refere aos crioprotetores extracelulares, como, por exemplo, os carboidratos: sacarose,
rafinose, trealose, ficoll, e as proteinas, como as presentes no soro fetal bovino, estes sdo moléculas com grandes
dimensdes que ndo penetram na membrana celular (Hovatta, 2005), porém, protegerem-na por intermédio da sua
ligagdo as cabecas dos grupos fosfolipidicos membranarios (Santos et al., 2008). Além disso, agem reduzindo o
choque osmotico, controlando a entrada de agua na célula (Shaw et al., 2000a) e causando desidratagdo celular
antes da congelacao.

No entanto, apesar da agdo benéfica dos agentes crioprotetores, deve-se considerar sua toxicidade, que ¢ um
dos fatores limitantes para o sucesso de um protocolo de criopreservacdo. A escolha do tipo ¢ da concentragdo de um
agente crioprotetor que resulte em uma baixa toxicidade depende do tipo de célula e tecido a ser criopreservado (Fuller
e Paynter, 2004), bem como da espécie utilizada e do método de criopreservagdo empregado.

Métodos de criopreservacio

Os métodos de criopreservacao sdo classificados em congelacdo lenta e vitrificagdo. A congelacdo lenta
¢ considerada o método convencional de criopreservagio e tem sido largamente utilizada para a conservagéo de
tecido ovariano em diferentes espécies. Entretanto, atualmente tem-se verificado também a importancia e
aplicabilidade da vitrificagdo para a criopreservacdo desse tipo de tecido (Santos, 2005).

Na congelagdo lenta, é fundamental promover a desidratagdo da célula ou do tecido com a redugdo
gradual da temperatura, na presen¢a de baixas concentragdes de agente crioprotetor, sob o controle de um freezer
programavel (Paynter, 2000). Ao contrario da congelagao lenta, a vitrificagdo envolve um processo muito rapido,
que emprega altas concentragdes de agente crioprotetor (Yeoman et al., 2005), e é considerada um método
relativamente barato, uma vez que ndo requer equipamento especial como o freezer programavel.

Etapas da criopreservacio

De forma geral, um protocolo de criopreservagdo compreende basicamente cinco diferentes etapas: (1)
exposi¢do ao agente crioprotetor ou periodo de equilibrio; (2) resfriamento; (3) armazenamento; (4)
descongelagdo ou aquecimento e (5) remogdo do agente crioprotetor.

Exposicdo ao agente crioprotetor (Periodo de equilibrio)

A exposi¢do ao crioprotetor ou periodo de equilibrio consiste no tempo necessario para penetragdo ou
perfusdo do agente crioprotetor nas células e/ou tecidos e pode ser considerado o primeiro passo para um
eficiente protocolo de criopreservacdo (Elmoazzen et al., 2005). Principalmente na congelagdo lenta, o periodo
de equilibrio é uma etapa extremamente importante para que a célula ou o tecido atinja um estado no qual as
concentragdes de crioprotetor ¢ agua, extra e intracelulares, tornem-se iguais (Gunasena et al., 1997), sendo
fortemente influenciada pela propria concentragao do crioprotetor, do tempo e da temperatura em que € realizada
a exposicao (Elmoazzen, 2000). Dessa forma, dados sobre a cinética e o influxo de crioprotetores no tecido sdo
essenciais para assegurar adequadamente o equilibrio entre as concentragcdes intra e extracelulares do
crioprotetor, bem como otimizar os procedimentos de criopreservacéo (Taylor e Busza, 1992).

Neste sentido, a determinagdo dos niveis de crioprotetores presentes nas células e/ou tecidos, apds o
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periodo de equilibrio, é de suma importancia para o desenvolvimento de um protocolo ideal de criopreservagéo.
Dentre as técnicas utilizadas para mensurar os niveis teciduais de um agente crioprotetor, pode-se destacar a
ressonancia magnética e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (Elmoazzen et al., 2005). A ressonancia
magnética ja foi utilizada para determinar a concentragdo de agentes crioprotetores em diversos tecidos, inclusive no
tecido ovariano suino e humano (Thomas et al., 1997; Newton et al., 1998). J& a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, cujo método € mais pratico e de menor custo, foi utilizada recentemente para determinar os niveis teciduais
de dimetilsulfoxido em cortex ovariano caprino (Luz et al., 2009) e ovino (Pinto et al., 2008).

Resfriamento
Processo de congelagdo lenta

Durante o resfriamento, a medida que as células sdo resfriadas a temperaturas entre -5 e -15°C, ocorre
primeiramente a formagdo de gelo no meio extracelular (Fig. 1). Com a continuidade da redug@o da temperatura,
a quantidade de gelo aumenta e os solutos concentram-se no meio extracelular, criando um gradiente osmoético
(Elmoazzen, 2000). A partir desse estagio, os eventos fisicos subsequentes dependem da velocidade de
congelacdo. Isso significa que, se a taxa de congelagdo for rapida, a formacdo de cristais de gelo na solugdo
extracelular ocorre de forma mais rapida do que o efluxo de agua das células; a desidratagdo ndo ocorre, o
citoplasma se torna cada vez mais super-resfriado e eventualmente a solugdo intracelular, que contém alto teor de
agua livre, congela-se, formando cristais de gelo intracelular — CGI (Karlsson et al., 1993). Ao contrério, sob baixas
taxas de congelagdo, ocorre uma progressiva desidrataco celular, concentrando solutos intracelulares para eliminar o
super-resfriamento do citoplasma e manter o potencial quimico da agua intra e extracelular em equilibrio. Uma vez
que os cristais de gelo sdo incapazes de atravessar a membrana celular, a nucleacg@o do gelo intracelular ¢ impedida, a
agua se move para fora da célula e congela externamente, consequentemente evitando a formagdo de cristais de
gelo intracelular (Friedler et al., 1988). No entanto, nas duas situa¢des — velocidade de congelacdo rapida ou
lenta —, danos celulares irdo ocorrer (Elmoazzen, 2000), conforme sera abordado mais adiante.

I) TEMPERATURA AMBIENTE
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Com a finalidade de reduzir a formacdo de cristais de gelo intracelular, deve-se induzir 4 formacao de
gelo extracelular, processo conhecido como seeding, que previne a supercongelagdo da célula e inicia o processo
de desidratacdo (Shaw et al., 2000a). A inducdo do seeding pode ser realizada automaticamente (self-seeding —
Maltaris et al., 2005) ou manualmente, por meio do toque de um objeto de metal pré-resfriado a -196°C na
parede dos criotubos ou palhetas (Fabbri, 2006). Outra forma de reduzir ou evitar a formagdo de cristais de gelo
intracelular pode ser por meio de uma desidratacdo celular adequada (Shaw et al., 2000b), uma vez que o
aumento da desidratacdo reduz a agua intracelular, diminuindo os danos causados pelo procedimento de
congelacdo. Além da taxa de congelagdo/descongelacdo, o processo de desidratagdo também pode ser
influenciado pela presenca de agente crioprotetor na solugdo de congelagio (Fabbri et al., 2000), que provoca a
saida de agua do citoplasma para diluir a alta concentragdo de soluto extracelular (Shaw et al., 2000a).

Processo de vitrificagdo

Diferentemente da congelacdo lenta, na vitrificagdo a velocidade de resfriamento ¢ extremamente
rapida, podendo variar de aproximadamente 20.000 a 40.000°C/min (Lin et al., 2008). Como consequéncia, a
agua passa do estado liquido para um estado vitreo, considerado um solido amorfo, sem exposicdo ao estagio
cristalino (Rall e Fahy, 1985), ou seja, ndo se observa a formag&o de cristais de gelo (Yeoman et al., 2005).

A vitrificacdo do citoplasma ¢é obtida experimentalmente por meio da desidratagdo dos tecidos para um
teor de umidade em que ndo existe agua livre para a cristalizagdo antes de mergulhar a amostra em nitrogénio
liquido. Com isto, a solugdo intracelular se torna muito concentrada e pode passar pela transi¢do de vitrificagdo
quando uma velocidade de resfriamento apropriada ¢ utilizada (Santos, 2000).

Armazenamento

Ao fim do processo de criopreservacgio, a amostra deve ser armazenada até o momento imediato de sua
descongelagdo. Embora temperaturas abaixo de -80°C sejam geralmente suficientes para a preservagdo celular
por longos periodos, a manutencdo da viabilidade celular aumenta com a reducdo da temperatura de
armazenamento (Karlsson e Toner, 1996). Dessa forma, diversos trabalhos utilizam com frequéncia o nitrogénio
liquido para estocagem de materiais biologicos, cuja temperatura ¢ de -196°C. Segundo McGee e Martin (1962),
a temperatura de -196°C, a energia térmica existente ¢ insuficiente para a ocorréncia das reagdes quimicas.
Estudos prévios sobre a influéncia do tempo de armazenamento mostraram que os processos de criopreservagao,
e ndo o tempo de estocagem, exercem os principais efeitos sobre as células (Kleeberger et al., 1999; Smith et al.,
2001).

Descongelagdo ou aquecimento

Outra etapa critica da criopreservacdo ¢ a descongelagdo. Durante essa etapa, o reaquecimento do
material congelado pode ocasionar injurias celulares por meio do processo de recristalizacdo, ou ainda pelo
crescimento dos microcristais de gelo que se formaram durante a congelago, tornando-se macrocristais, os quais
levam a ruptura celular (Santos, 2000). Portanto, recomenda-se que o processo de descongelagdo seja
suficientemente rapido para permitir que o gelo extracelular derreta e atravesse a membrana extracelular em
estado liquido para a reidratagdo da célula (Friedler et al., 1988).

Remocgdo ou dilui¢do do agente crioprotetor

Apds o procedimento de descongelacdo, é necessaria a remogdo do agente crioprotetor, que pode ser
realizada por meio de uma ou varias lavagens do material criopreservado (Santos et al., 2008); geralmente se
usam tré€s lavagens, com duragdo entre cinco e 15 minutos, cada uma. A remoc¢ao do crioprotetor ¢ um fator que
pode afetar a sobrevivéncia celular pos-descongelagdo, uma vez que, ao expor a célula com alta concentracio de
agente crioprotetor em contato com um meio contendo baixa ou concentragdo nula deste agente, a agua passa a
entrar de forma mais rapida na célula para diluir o agente crioprotetor ainda presente na amostra congelada,
causando aumento de volume ou até mesmo rompimento celular (Fabbri, 2006). Portanto, recomenda-se também
que a remogdo do agente crioprotetor seja realizada em passos seriados, utilizando-se, para isso, solugdes em
concentragdes decrescentes de crioprotetor extracelular, como, por exemplo, a sacarose, que funciona como
tampdo osmotico extracelular (Mandelbaum et al., 1988).

Principais resultados da criopreservacio de tecido ovariano
Criopreservagdo de tecido ovariano em animais de laboratorio

Desde a década de 50, fragmentos do tecido ovariano de roedores t€ém sido submetidos a congelagio e a
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autotransplante subcutineo (Deanesly, 1954; Green et al., 1956). Nos ultimos anos, diversos estudos realizados
em animais de laboratério t€ém demonstrado que foliculos pré-antrais apresentaram-se morfologicamente normais
apos congelacdo na presenca de 1,5 M de dimetilsulfoxido (Hovatta et al., 1996) ou propanodiol, associado ou
ndo a 0,1 M de sacarose (Candy et al., 1997). Além disso, também foi relatada a retomada do ciclo reprodutivo
apos transplante de fragmentos ovarianos previamente congelados utilizando o dimetilsulfoxido (1,5 M) como
agente crioprotetor (Candy et al, 1995). Em camundongas ovariectomizadas, 75 ¢ 80% dos animais
apresentaram ciclos estrais regulares apds autotransplante de tecido ovariano fresco ou previamente congelado,
respectivamente, na presenca de 1,4 M de dimetilsulfoxido, a uma taxa de 0,5°C/min até -55°C. Neste mesmo
estudo, os autores relataram uma taxa de 86% de gestagdo apds transplante de ovarios fetais para fémeas adultas
(Harp et al., 1994). Em ratas neonatas, apds avaliagdo da sobrevivéncia folicular de ovarios vitrificados, foi
observado um numero consideravel de foliculos com morfologia normal (92 foliculos/ovario), no entanto este
numero foi menor que o tecido ovariano ndo criopreservado (334 foliculos/ovario; Sugimoto et al., 1996).

Apds exposicdo do tecido ovariano de camundongas a uma solucdo contendo 1,5 M de dimetilsulféxido
ou propanodiol, por 25 minutos a 4°C, foi relatado que a congelacdo, a uma taxa de 0,3°C/min até -40°C,
seguida de cultivo por oito dias, promoveu o crescimento in vitro de foliculos isolados, apesar de a taxa de
desenvolvimento ¢ a de sobrevivéncia folicular terem sido baixas em relagdo ao tecido fresco (Newton e
Illingworth, 2001). Trabalhando também com camundongas, Segino et al. (2005) mostraram que foliculos pré-
antrais isolados do tecido ovariano previamente congelado desenvolvem-se mais lentamente do que aqueles ndo
congelados. Para exposigdo por cinco minutos a 4°C, os autores utilizaram como solugdo 40% de etilenoglicol,
18% de Ficoll e 0,3 M de sacarose. Recentemente, foi demonstrado que a criopreservagdo suprime
temporariamente a proliferagcdo das células da granulosa de foliculos pré-antrais de camundongas por meio da
redugdo da expressdo de ciclinas e quinases (Choi et al., 2008), o que pode estar relacionado ao atraso no
desenvolvimento folicular. No entanto, atualmente foi mostrado que foliculos isolados derivados de tecido
previamente exposto por cinco minutos, a temperatura ambiente, e vitrificado, em solugcdo composta por 40% de
etilenoglicol, 30% de Ficoll 70 e 1,0 M de sacarose, apresentaram crescimento folicular e maturacdo oocitaria
similar aos foliculos ndo vitrificados (Haidari et al., 2008).

O nascimento de crias saudaveis de camundongas tem sido obtido a partir de ovario previamente
congelado em 1,5 M de dimetilsulfoxido, seguido do transplante sob céapsula renal e do cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais inclusos no proprio tecido ovariano (Liu et al., 2001), ou mesmo ap6s acasalamento quando
o transplante foi realizado na bursa ovariana (Liu et al., 2008). No entanto, existem poucos relatos de crias
nascidas a partir de foliculos pré-antrais que cresceram, maturaram e foram fertilizados somente com o cultivo in
vitro ap0s criopreservagdo. Nessas condigdes, ou seja, sem utilizacdo do trasplante, Hasegawa et al. (2006),
recentemente obtiveram duas crias de camundongos apos exposi¢do e vitrificagdo do tecido ovariano, a uma
solucdo de vitrificagcdo contendo 15% de etilenoglicol, 15% de dimetilsulfoxido e 0,5 M de sacarose por 30
minutos a 4°C.

Criopreservagdo de tecido ovariano em animais domésticos

Em animais domésticos como os ovinos, a viabilidade folicular foi demonstrada apds congelagdo do
tecido ovariano com 1,0 M dimetilsulfoxido (exposi¢do prévia por 10 minutos - Pinto et al., 2008) ou 1,5 M de
etilenoglicol (exposi¢do prévia por 20 minutos - Tsuribe et al., 2009), ambos expostos a 20°C e com taxa de
resfriamento de 0,3°C/min até -40°C. Além disso, apds autotransplante do tecido ovariano ovino previamente
congelado e pré-exposicdo por 30 minutos a 0°C a uma solugdo contendo 1,5 M de dimetilsulfoxido e taxa de
0,3°C/min até -40°C, foi observado um aumento nos niveis de progesterona quatro semanas apos o enxerto
(Baird et al., 1999). Foi relatada também a restauracdo da atividade hormonal quando realizado o autotransplante
de ovério inteiro com exposicao prévia e congelacdo na presenca de 1,4 M de dimetilsulfoxido por trés minutos,
a uma taxa de 0,3°C/min até -30°C (Revel et al., 2004).

Os primeiros resultados mais encorajadores foram alcancados por Gosden et al. (1994), que relataram a
retomada da atividade ciclica e da gestagdo, obtendo o nascimento de uma cria saudavel depois de
autotransplante ortotopico de fragmentos do cortex ovariano congelado/descongelado utilizando
dimetilsulfoxido. Outros estudos também relataram o nascimento de cordeiros apds congelacdo do tecido
ovariano, seguida do transplante utilizando esse mesmo crioprotetor (Salle et al, 2002, 2003). Mais
recentemente, dois trabalhos com vitrificagdo obtiveram trés gestagdes, cada um, com nascimento de cordeiros
saudaveis, apo6s autotransplante ortotdopico de metade do ovario vitrificado, cuja solucdo de vitrificagdo era
composta por quatro diferentes tipos de crioprotetores: dimetilsulfoxido (2,62 M), acetamida (2,60 M),
propanodiol (1,31 M) e polietilenoglicol (0,0075 M; Bordes et al., 2005; Lornage et al., 2006). Da mesma forma,
apos congelagdo do tecido ovariano com 1,5 M de dimetilsulfoxido, seguida de autotransplante ortotdpico de
ovario inteiro, foram obtidos gestacdo e nascimento de um cordeiro (Imhof et al., 2006).

Na espécie caprina, mesmo ainda ndo tendo sido relatado nascimento de animais apos criopreservagao
de tecido ovariano, ja foi demonstrado que foliculos pré-antrais inclusos nesse tecido podem ser congelados
(Rodrigues et al., 2004a, b; Luz et al., 2009) ou vitrificados (Santos et al., 2006, 2007) com sucesso na presenca
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de diferentes crioprotetores (dimetilsulfoxido, etilenoglicol e propanodiol), demonstrando grande potencial para
a constituicdo de bancos de germoplasma (Rodrigues et al., 2004a, b; Santos et al., 2007; Luz et al., 2009).
Recentemente, Santos et al. (2009) relataram pela primeira vez a retomada da fungdo ovariana apods
autotransplante do tecido ovariano caprino descongelado.

Em bovinos, alguns autores tém obtido resultados bastante satisfatorios na criopreservagdo de tecido
ovariano desta espécie, demonstrando que foliculos pré-antrais bovinos apresentam altas taxas de sobrevivéncia,
apos exposi¢ao aos crioprotetores a 20°C por 20 minutos (Lucci et al., 2004; Celestino et al., 2008). Lucci et al.
(2004) demonstraram que dimetilsulféxido ou propanodiol (1,5 ou 2,0 M) preservam a morfologia ¢ a
ultraestrutura foliculares, enquanto Celestino et al. (2008) observaram que a viabilidade de foliculos pré-antrais
ndo ¢ afetada quando 1,5 M de etilenoglicol € utilizado no meio de congelacao.

Em felinos, resultados bastante animadores foram obtidos ap6s congelagdo do cortex ovariano de gatas,
seguida de xenotransplante sob capsula renal de camundongos imunodeficientes, apds exposicao a 1,5 M de
etilenoglicol por 25 minutos a 4°C e taxa de resfriamento de 0,3°C/min até -40°C. Nesse trabalho, os autores
mostraram o desenvolvimento de foliculos em estadios avangados (Bosch et al., 2004). Enquanto em cadelas,
apos vitrificagdo (2,0 M de dimetilsulféxido, 1,0 M de acetamida e 3,0 M de propanodiol) e xenotransplante do
tecido ovariano em camundongas imunodeficientes, foi observada uma estrutura tecidual similar & do tecido
fresco, mostrando que o tecido ovariano de cadelas tem potencial para restaurar a fun¢do enddcrina apds
criopreservacdo (Ishijima et al., 2006).

Thomaz et al. (2005) observaram, apos criopreservacdo de tecido ovariano de coelha, a presenga
somente de foliculos primordiais ap6s congelagdo lenta com 1,5 M de dimetilsulfoxido, sendo observadas
alteragdes histologicas foliculares reversiveis e irreversiveis. Além disso, os autores utilizaram analises imuno-
histoquimica no tecido ovariano de coelhas fresco ou congelado e relataram que os foliculos apresentaram
positividade para o antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA), indicando a presenca de DNA ativo apds
criopreservacdo. Nessa mesma espécie, foram observadas boas taxas de viabilidade folicular apds congelacio
utilizando 1,5 M de propanodiol ou dimetilsulfoxido, associados a 0,2 M de trealose (79,8 e 78%,
respectivamente), sendo ainda possivel a visualizacdo de foliculos primordiais e primarios com morfologia bem
preservada (Neto et al., 2008).

Em suinos, poucos trabalhos relatam o efeito da criopreservagdo sobre o tecido ovariano. Gandolfi et
al. (2006) relataram que, nessa espécie, a criotolerancia foi maior que em bovinos e humanos, apds exposicdo a
1,5 M de dimetilsulfoxido ou propanodiol, associado a 0,1 M de sacarose por 30 minutos a 4°C, com taxa de
resfriamento de 0,3°C/min até -40°C. Nesse trabalho, tanto o dimetilsulféxido como o propanodiol causaram
danos significativos aos foliculos primordiais bovinos comparados ao controle ndo congelado, enquanto os
foliculos primordiais de suinos foram bem preservados em ambos os crioprotetores. Além disso, os autores
observaram que, independente da espécie estudada, os protocolos de vitrificagdo testados para criopreservagao
de tecido ovariano causaram danos extensos aos foliculos de bovinos e suinos, sendo menos eficiente do que a
congelacdo lenta. Borges et al. (2009) observaram ainda que o tecido ovariano suino, apo6s descongelacao e
incubagdo por periodo de duas horas em estufa (38,5°C; 5% CO,), apresentou porcentagem de foliculos
morfologicamente normais similar a observada no tecido ndo congelado e incubado nas mesmas condigdes.
Esses autores também mostraram que a ultraestrutura dos foliculos pré-antrais foi bem preservada. Apds
xenotransplante em camundongas de tecido ovariano suino vitrificado, foi observada revascularizagdo tecidual,
bem como o desenvolvimento folicular até o estadio secundario, embora este segundo evento tenha sido mais
lento do que o tecido fresco, que apresentou, inclusive, formagdo da cavidade antral (Moniruzzaman et al.,
2009).

Criopreservagdo de tecido ovariano em humanos

Experiéncias com a criopreservacgdo de tecido ovariano humano tem sido realizadas desde a década de
90, quando Newton et al. (1996) demonstraram que o tecido exposto por 30 minutos a 4°C em 1,5 M de
dimetilsulfoxido, etilenoglicol ou propanodiol permaneceu viavel apds congelagdo, a uma taxa de resfriamento
de 0,3°C/min até -40°C, seguido de transplante sob capsula renal em camundongos imunodeficientes. A
viabilidade de tecido ovariano humano apods descongelagdo também foi relatada apds xenotransplante
subcutaneo (Van den Broecke et al., 2001), utilizando 1,5 M de propanodiol e 0 mesmo protocolo descrito por
Newton et al. (1996), bem como apos transplante ortotopico (Radford, 2003), utilizando dimetilsulféxido como
agente crioprotetor. Ja a fungdo ovariana, seguida de crescimento folicular, foi comprovada primeiramente apds
transplante subcutineo de tecido congelado (Oktay e Karlikaya, 2000), com relato inclusive de formagdo da
cavidade antral apds transplante do ovario congelado sob cépsula renal, previamente exposto a 1,5 M de
propanodiol associado a 0,1 M de sacarose por 90 minutos a temperatura ambiente, com taxa de resfriamento de
0,3°C/min até -30°C (Gook et al., 2003).

Estudos recentes relataram o nascimento de criancas saudaveis apos transplante ortotopico de tecido
ovariano previamente congelado (Donnez et al., 2004; Meirow et al., 2005; Demeestere et al., 2007; Andersen et
al., 2008), evidenciando, assim, um avango extremamente significativo da criopreservagdo e do transplante de
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tecido ovariano. Recentemente, uma dessas mulheres concebeu novamente mais uma crianga, sendo, portanto, a
primeira mulher a dar a luz a duas criangas oriundas de diferentes gestacdes, apos transplante de tecido ovariano
criopreservado (Ernst et al., 2010). Esses resultados mostram que a associa¢do dessas técnicas (criopreservagao e
transplante do tecido ovariano) ¢ de grande valor para preservagdo da fertilidade de mulheres, sobretudo
daquelas que sdo submetidas, ainda em idade reprodutiva, a quimio/radioterapia para tratamento de canceres.

Apesar de a maioria dos estudos focar o transplante de tecido ovariano, ja foi relatado que, apds cultivo
por duas semanas, os foliculos congelados, conforme protocolo descrito por Hovatta et al. (1996), apresentaram
taxas de sobrevivéncia e crescimento semelhantes aos foliculos ndo congelados, com o desenvolvimento de
foliculos primordiais até o estadio de foliculos secundarios (Hovatta et al., 1997). Em outro estudo, foi mostrado
que, apesar da utilizacdo do transplante de tecido ovariano congelado com dimetilsulféxido sob a pele de uma
paciente, foi possivel a recuperagdo de oodcitos aptos a maturagdo e fertilizagdo in vitro, resultando em um
embrido em estagio de 4-células (Oktay et al., 2000).

Desafios da criopreservacgio do tecido ovariano

Apesar dos estudos promissores ja relatados na literatura utilizando a criopreservacdo do tecido
ovariano, alguns entraves intrinsecos ao procedimento sio decisivos para que resultados satisfatorios e continuos
sejam obtidos. Primeiro, para cada tipo celular, existe uma taxa 6tima de resfriamento (Fabbri, 2006), sendo esta
uma das razdes que dificulta a criopreservacdo do tecido ovariano, uma vez que este tecido ¢ composto por
muitos tipos celulares diferentes, como as células do estroma e os foliculos (o6cito e células foliculares), além
dos vasos sanguineos e nervos, que sdo importantes para o restabelecimento da fungdo ovariana apés transplante
(Hovatta, 2005).

As injurias celulares também estdo relacionadas a natureza e cinética das células ao responderem as
condigdes induzidas pela temperatura. Mazur et al. (1972) propuseram que, durante a congelagdo lenta, as
injurias celulares ocorrem devido a exposicao relativamente longa das células as condi¢des deste processo que
alteram as propriedades das solucdes intra e extracelulares como resultado da desidratagdo. Segundo Santos
(2000), durante a redugdo da temperatura quando as células sdo desidratadas em excesso, elas podem ser
danificadas pela exposi¢do aos efeitos nocivos da concentragdo elevada dos eletrélitos celulares, evento
conhecido como efeito solugdo, que inclui alteragdes de pH, aumento na concentracdo e precipitacdo de solutos,
resultando em alteragdes no citoplasma (Mazur et al., 1984), causando injurias nas proteinas celulares (Jain e
Paulson, 2006). Em 1974, Meryman propds a existéncia de um volume critico de tolerancia a que as células
poderiam resistir durante a retragdo. Outros autores sugeriram ainda que, durante as injurias do resfriamento, a
area de superficie celular ¢ reduzida como resultado da perda de material da membrana (Steponkus e Weist,
1978). Um estudo mostrou que os lipidios da membrana podem ser eliminados durante a desidratagdo e que
danos podem ocorrer durante a reidratagdo se ndo existir uma quantidade suficiente de constituintes da
membrana que fagam com que a célula retorne ao seu volume isoténico (Elmoazzen, 2000).

Como visto anteriormente, os crioprotetores sdo imprescindiveis para os protocolos de criopreservagao.
No entanto, nos casos em que altas concentracdes sdo utilizadas, a toxicidade dos agentes crioprotetores pode ser
prejudicial. Embora sua toxicidade tenha sido observada em numerosos modelos celulares e teciduais, ainda nido
existem evidéncias experimentais adequadas para explicar o mecanismo das injlirias. Numerosos estudos
propdem que a toxicidade esteja relacionada as agdes ndo especificas de desidratacdo e ao aumento intracelular
da concentragdo de soluto ou a indugdo de danos na membrana pela da alteragdo da polaridade do meio celular
ou pela fusdo da membrana (Huang et al., 2006).

Apesar de os fatores citados serem responsaveis por danos celulares, na congelagdo lenta, a formagdo de
cristais de gelo intracelular é considerada um dos mais importantes, visto que os cristais de gelo sdo responsaveis
por graves danos mecanicos as células. Essa formacdo de gelo ocorre quando as células ndo estdo
suficientemente desidratadas (Széll e Shelton, 1986). Segundo Jain e Paulson (2006), os danos dos cristais de
gelo intracelular estdo relacionados a expansdo do gelo dentro da célula, a qual causa pressdo no citoplasma,
tencionando as organelas, que podem sofrer consideraveis injurias irreparaveis. Essas injurias podem ser
observadas por meio de técnicas que permitem avaliar a viabilidade morfoldgica e ultraestrutural da célula.

Analise da qualidade folicular apés criopreservacio do tecido ovariano

Para avaliar a eficiéncia da criopreservacdo do tecido ovariano, diversas técnicas podem ser aplicadas
com base na morfologia (Rodrigues et al., 2004a, b), ultraestrutura (Celestino et al., 2008), viabilidade celular
(Santos et al., 2006; Pinto et al., 2008), dentre outras.

A histologia classica, considerada de baixo custo e de facil execugdo, tem sido largamente utilizada para
analise da morfologia folicular por ser um método quantitativo, no qual um grande numero de foliculos pode ser
avaliado. Entretanto, esta técnica permite identificar somente sinais avangados de atresia, como picnose nuclear,
danos citoplasmaticos, destacamento das células da granulosa e danos na membrana basal (Demirci et al., 2002).
A microscopia eletronica de transmissdo (MET) € capaz de revelar alteragdes das organelas celulares e mudangas
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ultraestruturais, inclusive na membrana nuclear (Salehnia et al., 2002), sendo considerada, portanto, um método
qualitativo. No entanto, essa técnica apresenta varias limitacdes, como a necessidade de um maior tempo para
sua execucdo, ser bastante onerosa e permitir a avaliagdo de uma baixa quantidade de foliculos. Todos esses
fatores ndo permitem que a microscopia eletronica de transmissdo seja utilizada como uma técnica de rotina, mas
apenas como uma técnica para confirmar a aplicabilidade da histologia classica.

Estudos demonstraram, contudo, que a analise morfoldgica também apresenta suas limitagdes, pois nem
sempre pode ser correlacionada com a viabilidade e capacidade de desenvolvimento folicular (Martinez-Madrid
et al., 2004), e, como ja se sabe, a criopreservagdo pode induzir a ruptura da membrana celular, levando a morte
dos foliculos. Dessa forma, estudos sobre a integridade da membrana utilizando corantes vitais, como o azul de
Trypan (Pinto et al., 2008), ou marcadores fluorescentes, como a calceina-AM e o etidio homodimero-1 (Santos
et al., 2007; Aerts et al., 2008), sdo ferramentas importantes para analise da viabilidade dos foliculos apds
isolamento do tecido ovariano.

Além dessas técnicas, Rodrigues et al. (2005) mostraram que o cultivo folicular in vitro pode ser uma
ferramenta importante para avaliar a eficiéncia da criopreservacdo, uma vez que lesdes foliculares ndo detectadas
pos-descongelacdo podem evoluir e serem manifestadas apos cultivo. Outra estratégia para avaliar o sucesso da
criopreservacdo consiste no transplante do tecido ovariano, haja vista muitos pesquisadores usarem esse artificio
visando a retomada da fungdo ovariana (Arav et al., 2005; Salle et al., 2002, 2003).

Consideracées finais

A criopreservagdo do tecido ovariano se apresenta como uma valiosa ferramenta para a preservagdo de
gametas femininos de mamiferos. Contudo, apesar do sucesso dos protocolos de criopreservagdo em algumas
espécies, os resultados ndo tém se repetido de forma rotineira, evidenciando que uma melhor compreensio e
maiores ajustes nos protocolos de criopreservagdo poderdo auxiliar na obtencao de resultados mais satisfatorios,
com taxas de sobrevivéncia folicular semelhantes ao que ocorre com os foliculos frescos. Além disso, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro que visem ao crescimento de foliculos pré-
antrais e a maturagdo de seus odcitos, bem como ao aperfeicoamento dos transplantes, para que o tecido ovariano
armazenado em banco de germoplasma animal/humano possa resultar na propagagdo dos gametas femininos em
larga escala.
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