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Resumo

A criopreservacao de tecido ovariano ¢ uma biotécnica alternativa potencialmente til na formagao de
bancos de células germinativas para a estocagem de DNA de espécies de alto valor zootécnico, raras ou em
extingdo. Além disso, gera grandes perspectivas na preservacdo da fertilidade de pacientes com cancer ou com
problemas de infertilidade que possam provocar falha ovariana prematura. A criopreservagdo aliada ao processo
de xenotransplante ¢ um campo vasto para pesquisas, abrangendo desde métodos e protocolos mais efetivos de
preservagdo até aspectos fundamentais da foliculogénese.
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Abstract

Cryopreservation of ovarian tissue is an alternative biotechnology potentially useful to implement gene
DNA banks of livestock animals, rare and endangered species. Furthermore, it generates great prospects to save
the fertility of patients with cancer or infertility problems that can cause premature ovarian failure. The
cryopreservation combined with xenotransplantation is an ample field for research, rangingfrom more effective
methods and protocols, including fundamental aspects of folliculogenesis.
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Introducao

Nas ultimas décadas, avangos importantes ocorreram no desenvolvimento de técnicas para recuperagao
e crescimento in vitro de foliculos pré-antrais (FOPA). Em varias espécies, como em ruminantes, os métodos de
isolamento de FOPA dos demais componentes do estroma ovariano sdo eficazes. Entretanto, apesar da
recuperacao, o cultivo in vitro e a manutencdo da viabilidade dessas estruturas constituem um grande desafio. Os
entraves de baixa viabilidade e tempo no cultivo de FOPA motivam os pesquisadores a estabelecerem protocolos
eficientes de criopreservacao de tecido ovariano, para que os gametas possam ser conservados até que sistemas
de cultivo in vitro também eficientes sejam desenvolvidos.

A capacidade de criopreservar a estrutura e a fungdo de células e tecidos exerce um controle central em
varias areas da biologia e da medicina (Gook e Edgar, 2007). Em particular, a criopreservacao de tecido ovariano
em animais € uma estratégia promissora para programas conservacionistas ¢ de melhoramento genético. Além
disso, em medicina humana, tal técnica tem o proposito de preservar a fertilidade, especialmente em pacientes
jovens com cancer ou em mulheres com risco de falha ovariana prematura.

A criopreservagdo de tecido ovariano é uma biotécnica de grande potencial na conservagdo dos gametas
femininos, com a obteng¢do de odcitos vidveis para a posterior fertilizacdo em varias espécies. Com essa
finalidade, € necessario estabelecer estratégias para gerar embrides a partir dos FOPA criopreservados e, nesse
sentido, a técnica de xenotransplante (transplante entre espécies) ¢ uma ferramenta importante no intuito de
promover o desenvolvimento dos FOPA criopreservados e a maturag@o oocitaria.

Criopreservacio de tecido ovariano

Com relacdo as técnicas de criopreservagdo, nao existe um consenso sobre o método, as dimensdes dos
fragmentos, os agentes crioprotetores ou o que ocorre apés a descongelagdo (Courbiere et al., 2006). Geralmente
o tecido ovariano ¢ criopreservado em tiras finas ou em pequenos cubos, para que ocorra um balango delicado no
tempo de penetragdo do crioprotetor no tecido, de maneira que exerga seu efeito protetor (Paris et al., 2004).
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De modo geral, estudiosos investigam a possibilidade de preservar o cortex ovariano por diferentes
métodos de congelag@o lenta ou rapida, na qual se inclui o processo de vitrificagdo. A congelacdo lenta utiliza
taxas de congelagdo Otimas a célula, porém produz cristais de gelo extracelulares que sdo prejudiciais ao tecido
ao redor. De outra maneira, na vitrificagdo a solu¢do ¢ amorfa, denominada de fase solida vitrea, prevenindo a
formacao de cristais de gelo no tecido (Pegg, 2001).

A congelagdo lenta ou convencional é caracterizada pela exposi¢do do tecido a baixas concentragdes de
agente crioprotetor (~1,5 M/l; Paynter, 2000) por periodo que varia de 20 (Rodrigues et al., 2004a, b) a 60
minutos (Candy et al., 1997), seguido de uma lenta e gradual reducdo de temperatura. O método padrio ¢é
baseado no protocolo de congelagdo de embrides, que corresponde a taxa de 0.3°C/min e seeding manual
(Carroll et al., 1990).

Desde o inicio da década de 80, os protocolos de congelagdo melhoraram a sobrevivéncia celular
quando comparados aos protocolos iniciais dos anos 50, devido as taxas mais lentas de congelacdo (Demirci et
al., 2003). Com isso, na congelacdo convencional, a formacdo de cristais de gelo no meio intracelular pode ser
evitada pelo resfriamento lento, permitindo adequada desidratagdo, e a 4gua intracelular remanescente se
mantém em potencial de equilibrio com a solugao extracelular e o gelo formado (Mazur et al., 2005).

A vitrificagdo surgiu como um método alternativo a congelacdo lenta (Rall e Fahy, 1985). O processo
consiste na congelag@o ultrarrapida do material bioldgico, que alcanca diretamente o estado vitreo sem exposi¢do
ao estado cristalino, evitando, assim, a formagéo de gelo intracelular. Nesse processo, o tecido ¢ exposto a altas
concentragdes de crioprotetores penetrantes, geralmente entre 20 (Isachenko et al., 2003) e 40% (Salehnia et al.,
2002), em pequenos volumes de solugdo e submergido diretamente em nitrogénio liquido.

Os métodos de vitrificagdo apresentam vantagens sobre o convencional, como o baixo custo, ja que ndo
¢ necessario utilizar maquina programavel de congelagdo e, além disso, ¢ um processo extremamente rapido.
Todavia, apesar de a vitrificagdo simplificar o processo de congelagdo, sabe-se que os crioprotetores podem
causar toxicidade, formagdo de gelo extracelular e efeitos osmoéticos adversos (Santos et al., 2007).

Com o objetivo de melhorar as taxas de congelagdo, novos procedimentos de vitrificagdo foram
planejados para reduzir o volume da solugdo de criopreservagdo, como, por exemplo, a técnica de grades de
microscopia eletronica de transmissdo (MET; Martino et al., 1996), Open Pulled Straws (OPS; Vajta et al., 1998)
e Superficie Sélida (SS; Dinnye’s et al., 2000). Embora os diferentes métodos de vitrificagdo apresentem
resultados promissores, a congelacdo convencional ainda é o método mais comumente utilizado para a
preservacao do tecido ovariano.

Xenotransplante

Independentemente do processo de criopreservagdo a ser empregado, € necessario que a viabilidade
folicular possa ser efetivamente avaliada ap6s a descongelagdo do fragmento conservado. Com essa finalidade, a
técnica de xenotransplante do tecido ovariano criopreservado para camundongos imunossuprimidos se apresenta
como modelo para o estudo do desenvolvimento folicular (Gosden et al., 1994b; Oktay et al., 1998) e dos efeitos
da criopreservacao sobre a viabilidade folicular (Newton et al., 1996).

Os animais imunossuprimidos, Nude (sem linfécitos T) ou SCID (severe combined immunodeficiency;
sem linfocitos B e T), sdo produzidos a partir de manipulacdo genética e, nesse caso, perdem a capacidade de
uma resposta imune humoral. Isso possibilita que sejam usados como receptores e funcionem como excelentes
modelos experimentais para uso em xenotransplante (Aubard, 2003).

Gosden et al. (1994b) foram os primeiros a sugerirem o xenotransplante como processo de maturagdo
folicular. No estudo, fragmentos frescos de cortex ovariano de ovelhas e gatas foram xenotransplantados sob a
capsula renal de camundongos SCID. Os autores constataram, durante periodo de nove meses, sobrevivéncia e
desenvolvimento folicular até o estadio antral. A partir desses dados, a ativagdo de foliculos primordiais, seguida
do crescimento até o inicio do estadio antral, foi obtida apds xenotransplante de tecido ovariano em roedores
imunossuprimidos em varias espécies, como, por exemplo: saguis (Candy et al., 1995), elefantes (Gunasena et
al., 1998), humanos (Oktay et al., 1998), bovinos (Senbon et al., 2003; Hernandez-Fonseca et al., 2005),
marsupiais (Mattiske et al., 2002) e gatos (Bosch et al., 2004).

Em humanos, Dath et al. (2010) inseriram fragmentos ovarianos provenientes de oito pacientes
congelados convencionalmente (Gosden et al., 1994a) em diferentes sitios de transplante em camundongos
(peritdnio, bursa ovariana, sob a pele e no musculo; Fig. 1). Na avaliagdo microscopica do estudo, os quatro
sitios de transplante suportaram igualmente o crescimento folicular inicial e preservaram os foliculos
quiescentes.

Em relacdo a espécie bovina, pesquisadores relataram a manutengdo da morfologia folicular e da
viabilidade do tecido ovariano por meio da congela¢dao lenta (Lucci et al., 2004; Celestino et al., 2008) ou
vitrificagdo (Gandolfi et al., 2006). Resultados similares foram citados apds a vitrificacdo e subsequente
alotransplante de tecido ovariano (Kagawa et al., 2009).
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Figura 1. Ilustragdo do procedimento de xenotransplante de tecido ovariano
humano: (A) Fragmentos descongelados de cortex de ovario humano. (B)
laparotomia mediana para xenotransplante intraperitoneal (IP) e subcutaneo
(SC). (C) Fragmento inserido (seta preta) na bursa ovariana de camundongo
(OB; seta branca), visualizados por microscopia. (D) Incisdo na coxa direita
para inser¢do de fragmento ovariano na musculatura (Dath et al., 2010).

No processo de xenotransplante, os foliculos sdo expostos a condi¢des adversas, como: isquemia,
temperatura ¢ pH corporais diferentes e reagdes imunoldgicas. Com isso, o desenvolvimento folicular e a
qualidade do odcito podem ser prejudicados (Britt, 1991). Nesse contexto, demonstra-se que a maior perda de
viabilidade folicular ocorre pela isquemia e ndo pelas injurias durante o processo de congelacdo e descongelagio
(Newton et al., 1996). Ha evidéncias de que o sucesso do transplante do tecido ovariano estd relacionado aos
empenhos para minimizar a injuria isquémica antes ¢ durante o estabelecimento da angiogénese no tecido
transplantado (Weissman et al., 1999).

Diante desses e outros fatores, o sitio mais apropriado para o transplante ainda nido foi determinado,
pois os resultados sdo ainda contraditorios. Varios sitios foram sugeridos: intraperitoneal, sob a capsula renal e
subcutaneo (Schubert et al., 2008). Um dos sitios preferidos para o transplante do tecido ovariano no tecido
receptor € sob a capsula renal. Este sitio de transplante tem sido escolhido devido a alta vascularizagdo e
protecdo ao tecido transplantado (Gosden et al., 1994b).

Em estudo recente e, ainda ndo publicado, foliculos pré-antrais de fragmentos ovarianos de fetos
bovinos cultivados sob a capsula renal de camundongas imunodeficientes, cresceram até estadios antrais a partir
de 30 dias apos o xenotransplante sob resposta a protocolos hormonais (Bezerra et al., 2010).

Avancos e perspectivas

O primeiro relato de criopreservacdo de tecidos ovarianos bem-sucedida foi descrito em camundongos
e, desde entdo, descendentes normais foram obtidos também em ovinos € humanos. Entretanto, os métodos de
congelacdo ainda sdo considerados experimentais e, com isso, a vitrificacdo tem se destacado como uma
alternativa promissora. A possibilidade de criopreservar com sucesso o tecido ovariano humano pelo método
direto de imersdo em nitrogénio liquido somente com o uso de crioprotetores penetrantes ja ¢ um fato
amplamente considerado. Em ovinos, ja foram obtidos gestacdo e nascimento ap6s o autotransplante ortotdpico
de hemi-ovarios vitrificados, porém dados de vitrificacdo de tecido ovariano bovino ainda sdo limitados.

Com relagdo ao xenotransplante de tecido ovariano, foi demonstrado o crescimento de foliculos
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primordiais bovinos até o estadio antral por meio de xenotransplante em camundongos SCID, com dimensdes
suficientes para maturagdo in vitro. Dessa maneira, embora seja possivel a ativagdo FOPA bovinos em
xenotransplantes, ainda ndo ha relatos de gestagdo ou nascimento a partir de tecido xenotransplantado na espécie.

Contudo, embora a criopreservagdo de tecidos ovarianos aliada a ferramenta do xenotransplante tenha
alcancado sucesso em algumas espécies, faz-se necessario seu aperfeigoamento por meio do desenvolvimento de
condigdes Otimas de criopreservagdo e transplante, assim como o desenvolvimento e o aprimoramento dos
protocolos de cultivo folicular, considerando que o maior obstaculo estd na diversidade bioldgica do tecido
ovariano entre espécies.
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