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Aspectos histologicos do ovario de coelhas apos criopreservacao

Histological aspects of rabbit ovarian tissue after cryopreservation

Beatriz Angélica Charlotte Thomaz!, Maria de Lourdes Pessole Biondo-Simoes?, Carlos Gilberto Almodin?,
Vania Cibele Minguetti-Camara®*, Alvaro Pigato Ceschin®, Sergio Ossamu Ioshii¢

RESUMO

Objetivo: avaliar a preservagdo folicular e as caracteristicas celulares do tecido ovariano criopreservado, em coelhas.
Meétodos: fez-se, sob anestesia, a ooforectomia direita de dez coelhas brancas, adultas. Dissecou-se o ovario mantendo-se
o cortex com espessura de 1,5 milimetros. Fragmentou-se o tecido em pequenas secgdes, algumas para o estudo histologico
de controle e outras destinadas a criopreservacdo pelo protocolo de congelamento lento. Passadas seis semanas efetuou-
se o descongelamento e fez-se a avaliagdo histoldgica. As amostras do controle e do experimento, apds processamento,
foram coradas pela hematoxilina-cosina para identificagdo dos aspectos histologicos ¢ submetidas a técnica imuno-
histoquimica utilizando-se o PCNA (proliferating cell nuclear antigen) para a avalia¢ao da viabilidade celular. Utilizaram-
se os testes ndo paramétricos “comparacdo entre duas proporgdes” ¢ Mann-Whitney e o teste paramétrico ¢ de Student.
Resultados: observou-se que no tecido criopreservado sé persistiram o6citos primordiais. Entre as alteragdes reversiveis
identificaram-se: vacuolizag@o citoplasmatica em todas as amostras (p=0,039), lise estromal em 50% (p=0,648) ¢ odcitos com
contornos irregulares em 80% (p=0,007). Encontraram-se alterag¢des irreversiveis como degeneragdo hialina e picnose em
30% das amostras (p=0,210). A analise imuno-histoquimica demonstrou os foliculos, em diferentes estagios de
desenvolvimento, no tecido ndo congelado e foliculos primordiais no tecido criopreservado com positividade para o PCNA,
indicando a presenga de DNA ativo. Conclusio: no tecido ovariano criopreservado sobrevivem apenas os foliculos
primordiais; existem alteracdes histologicas reversiveis (vacuolizagao citoplasmatica, lise estromal, fragmentagao das células
da granulosa ¢ 06citos com contornos irregulares); alteragdes irreversiveis, em niveis ndo significantes (degeneragdo
hialina e picnose) e presenga de PCNA positivo em todos os foliculos.

PALAVRAS-CHAVE: Criopreservagao; Ovario/anatomia & histologia; Antigeno nuclear de células em proliferagao; Coelhos

ABSTRACT

Purpose: to evaluate follicular preservation and histologic characteristics of the cryopreserved ovarian tissue and to
compare with the fresh one, in rabbits. Methods: ten adult female white rabbits were submitted to right oophorectomy. The
dried ovary was dissected and the cortex was maintained with approximately 1.5 millimeter thickness. The tissue was
fractionated into small sections, some reserved for control histologic study and others destined for cryopreservation. Six
weeks later the ovarian tissue was thawed and evaluated histologically. After histologic processing, the control and the
experimental samples were stained with hematoxylin and eosin and treated immunohistochemically by the PCNA technique
for evaluation of DNA preservation. Histologic alterations present in the fresh and in the cryopreserved tissues were
identified, and cryopreserved tissue viability was evaluated. Results: in the cryopreserved tissue only primordial follicles
persisted. Reversible alterations were identified: cytoplasmatic vacuolation (p=0,039), stromal lysis (p=0.648) and oocytes
with irregular contours (p=0.007). Irreversible alterations: (hyalin degeneration and pyknosis) were found, but not at significant
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levels (p=0.210). The immunohistochemical analysis showed PCNA staining of follicles at different stages of development
in the fresh tissue and primordial follicles in the cryopreserved tissue, indicating the presence of active DNA in both tissues.
Conclusion: in the cryopreserved ovarian tissue the following were observed: survival of only primordial follicles; significant
reversible histologic alterations (cytoplasmic vacuolation, stromal lysis and oocytes with irregular contours); irreversible
alterations (hyalin degeneration and pyknosis), and PCNA staining of all follicles.

KEYWORDS: Cryopreservation; Ovary/anatomy & histology; Ploriferating cell nuclear antigem; Rabbits

[ntrodugao

O ovario contém reserva de células
germinativas que excede o numero de foliculos
suficiente para todos os ciclos menstruais. Esse
estoque é definido antes do nascimento e nao pode
ser reposto. Atualmente ndao ha metodologia com-
provada para impedir o declinio da reserva folicu-
lar, embora o processo de criopreservacao permi-
ta opcdo para a manutencdo, a longo prazo, dos
oocitos. A tecnologia de criopreservacdo pode po-
tencialmente ser utilizada para preservar a ferti-
lidade em pacientes a serem submetidos a trata-
mentos que levem a esterilizacdo ou que tenham
risco de menopausa precoce.

A criopreservacao do esperma permite aos
homens jovens, submetidos a tratamentos de can-
cer, preservar sua fertilidade!. O congelamento de
tecido ovariano apresenta o mesmo objetivo para
mulheres e poderia ser, também, opcao para pa-
cientes pediatricos. Entretanto, somente os foli-
culos primordiais sobrevivem apoés o congelamen-
to e a maturacao folicular é necessaria apos o des-
congelamento. Este processo de maturacao nao foi
realizado ainda em seres humanos; casos de gra-
videz foram obtidos somente em modelos animais.

Os fragmentos de tecido ovariano podem ser
obtidos por biopsia coletada por laparoscopia ou pela
disseccao total do cortex do ovario?. O congelamento
tem sido feito, recentemente, com resultados
muito satisfatorios, mantendo a viabilidade do te-
cido germinativo®*.

A restauracao da fertilidade, com o uso do
tecido criopreservado, € ainda hipotética e néao
existe protocolo consensual para atingir esse ob-
jetivos. Trés alternativas foram descritas como
possiveis: autotransplante ovariano®’, transplan-
te heterdlogo ovariano® e maturacao de foliculos
ovarianos primordiais in vitro®!°. Nos casos em que
se pretende utilizar o tecido ovariano para crio-
preservacao ou para bancos de gametas, é impor-
tante a manutencao de sua integridade e da via-
bilidade. Para a avaliacdo da morfologia e funcio-
nalidade folicular, os pesquisadores tém utilizado
técnicas diversas como a analise histolégica apos
coloragcdo com hematoxilina-eosina®®!! técnica

de fluorescéncia por microscopia eletronica'?, ana-
lise citologica de esfregaco vaginal'®, analise his-
tologica e dosagens séricas de FSH e LH!*!5 e ana-
lises imuno-histoquimicas com marcadores, como
o antigeno nuclear de proliferacdo celular - PCNA
(proliferating cell nuclear antigen)?®.

O atual conhecimento dos mecanismos re-
guladores do ciclo celular tem levado a descoberta
de alguns antigenos celulares expressos em célu-
las em proliferacdo (marcadores de proteinas), que
podem ser identificados por métodos imuno-
histoquimicos, por meio da utilizacao de anticor-
pos especificos para esses antigenos!”. O PCNA é
um desses marcadores e tem sido utilizado em
estudos mostrando resultados promissores, prin-
cipalmente como marcador diferencial entre le-
soes benignas e malignas. Uma grande vantagem
desse marcador é a possibilidade de utilizacdo em
tecidos fixados pelo formol e incluidos em parafi-
na, o método mais utilizado no preparo dos tecidos
para exames histopatolégicos.

A criopreservacao de tecido ovariano podera
vir a ser de grande valia, quando realizada em pro-
cedimentos de ooforectomia profilatica, quando
houver necessidade de quimioterapia com agen-
tes alquilantes em grandes doses ou quando a ra-
diacao pélvica é necessaria, ou ainda nas situa-
coes que exijam radio e quimioterapia associa-
das, podendo ser alternativa para a conservacao
da fertilidade.

O presente estudo analisa os aspectos his-
tologicos do ovario de coelhas apés criopreserva-
cao, bem como avalia a preservacao folicular des-
se tecido, comparada ao tecido ndo congelado.

Métodos

Apoés a aprovacdo do projeto, que constitui
estudo retrospectivo de histologia experimental,
pelo Comité de Etica de Pesquisa com Animais da
Universidade Estadual de Maringa e da Pontificia
Universidade Catoélica do Parana, dez coelhas
brancas, da linhagem Nova Zelandia, multiparas,
foram anestesiadas com aceprazina 0,2% - 0,2 mL/
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kg, acedopina 0,1 mL/kg e cloridrato de 2-2,6-
xilidina diidrotiazina 3 mg/kg e receberam
analgesia com cloridrato de quetamina 10% - 35
mg/kg, intramuscular.

Efetuou-se laparotomia mediana de cinco
centimetros, inventariou-se a cavidade abdomi-
nal, pois animais com doencas seriam despreza-
dos, e identificaram-se os ovarios. Realizou-se a
ooforectomia direita e fez-se a revisdo da hemos-
tasia. Seguiu-se a laparorrafia. O ovario direito,
depois de removido, foi dissecado, mantendo-se o
cortex com a espessura de aproximadamente 1,5
milimetros, e lavado diversas vezes em solucao
salina tamponada fosfatada (PBS) a temperatura
ambiente, a fim de se remover o excesso de san-
gue. O tecido foi fragmentado em pequenas sec-
coes. Alguns segmentos de cada ovario foram re-
servados para estudo histologico e outros foram
congelados de acordo com o protocolo de congela-
mento lento/rapido descongelamento. As seccoes
foram colocadas em PBS com glicose e piruvato
contendo dimetilsulféxido (DMSO) a 1,5 M e soro
bovino fetal a 10%. Fez-se a homogeneizacdo por
30 minutos a 4°C e introduziram-se as secc¢oes
em payettes. Iniciou-se o congelamento a 4°C e
atingiu-se a temperatura de -9°C em freezer pro-
gramavel (Biocool®), com diminuicdo da tempera-
tura de 2°C por minuto. Seguiu-se a inducédo da
cristalizacdo com o toque de um dos lados do payette
com forcipe previamente refrigerado em nitrogé-
nio liquido e, ap6s 5 minutos, continuou-se o pro-
cesso com diminuicao da temperatura até -40°C,
a 0,3°C por minuto. O tecido foi entdo transferido
para nitrogénio liquido a -196°C.

Seis semanas ap6s esse procedimento, co-
locaram-se os payettes, com tecido ovariano con-
gelado, a temperatura ambiente por dois minutos
e entdo se imergiu em agua a 37°C até a fusédo do
gelo (dois a trés minutos). Retiraram-se as sec-
coes de tecido dos payettes e removeu-se a solu-
cao crioprotetora com repetidos banhos de meio
PBS com glicose e piruvato. Fixaram-se as amos-
tras do tecido criopreservado por dois dias em
formalina tamponada a 10%. Seguiu-se a prepa-
racdo dos blocos de parafina das pecas néo conge-
ladas e das criopreservadas e descongeladas, dos
quais se obtiveram cortes com trés micrometros
de espessura e montaram-se estes cortes histolo-
gicos em laminas. Procedeu-se a coloracdo pela
hematoxilina-eosina para estudo histologico ge-
ral e ao método imuno-histoquimico para avalia-
cao da preservacao e desenvolvimento folicular
pela técnica de PCNA. Utilizou-se o método da es-
treptavidina-biotina, usando-se o anticorpo anti-
PCNA (PC-10 - Dako® A/S. Denmark - diluicao:
1:100).
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Nos cortes corados com hematoxilina-eosina
estudaram-se as caracteristicas nucleares e
citoplasmaticas dos foliculos e das células da ca-
mada lutea e do estroma e analisaram-se as con-
dicoes histologicas do tecido conjuntivo do ovario
e a vascularizacao.

Os foliculos foram classificados de acordo
com o critério modificado de Oktay et al.'6. De acor-
do com esta classificacao, foliculos primordiais
apresentam uma camada de células retangulares
pré-granulosas ao redor do oodcito (células espar-
sas); os primarios tém ao menos uma das cama-
das de células pré-granulosas cuboide ou colunar,
até que formem uma Unica camada de células
granulosas cubodides; os secundarios apresentam
duas ou mais camadas de células granulosas en-
volvendo o oocito, sem formacéao de antro, e os foli-
culos antrais sao constituidos de trés ou mais ca-
madas de células granulosas, com cavidade an-
tral.

Nos cortes histologicos corados pela hema-
toxilina-eosina foram investigadas alteracoes ce-
lulares importantes na determinacdo do indice de
preservacao celular: lise estromal, que indica,
indiretamente, a menor possibilidade de regene-
racao e maior de cicatrizacdo; distribuicao irre-
gular da cromatina, alteracdo da permeabilidade
da membrana plasmatica a corantes néo vitais e
vitais indicando dissolucédo citoplasmatica lenta,
sem os fendmenos abruptos que caracterizam a
citolise!®; lise celular, que ocorre quando protei-
nas citoliticas criam poros na membrana da célu-
la que, sendo incapaz de excluir ions e agua, de-
termina expansao osmotica levando a morte por
arrebentamento; picnose, quando o nucleo apre-
senta volume reduzido e torna-se hipercorado, ten-
do sua cromatina condensada, caracteristico na
apoptose; caridlise ou cromatolise, em que ha dis-
solucdo da cromatina e perda da coloracao do nu-
cleo, o qual desaparece completamente; degene-
racoes hialinas, decorrentes da producao e do
acumulo de proteinas no interior de células ou em
tecidos, que tomam aspecto hialino (homogéneo e
eosinofilo); vacuolizacao citoplasmatica, processo
que ocorre devido a entrada de fluido extracelular
e de eletrélitos na célula, secundaria a deficién-
cia na atividade das enzimas de degradacdo da
adenosina trifosfato - ATPases (bombas de Na/K)
da membrana celular, levando ao acimulo de agua
no citoplasma (reversivel, desde que nao muito in-
tensa ou prolongada) e atrofia, diminuicao adqui-
rida do volume de um 6rgao ou tecido normalmen-
te desenvolvido, pela reducao no nimero ou no vo-
lume das células, ou ambos?®.

Quantificou-se o indice de expressao do PCNA
pela observacao dos nucleos celulares marcados e



nao marcados com anticorpo monoclonal anti-
PCNA em cada corte histolégico. Para este experi-
mento, consideraram-se PCNA-positivos todos os
nucleos com coloracao nuclear acastanhada. Para
a analise imuno-histoquimica contaram-se 100
células da camada de células luteas, 100 células
estromais e verificaram-se os foliculos com ao
menos uma célula da granulosa PCNA positiva,
sendo esses considerados como apresentando de-
senvolvimento inicial. Conduziu-se este processo
em microscopio 6ptico comum munido de lente
ocular de 10 aumentos e objetiva de 40 aumen-
tos, com magnificacdo final de 400 aumentos
(Nikon-Eclipse®E 200). Calculou-se a porcentagem
de células PCNA positivas e negativas para as cé-
lulas estromais e luteas de cada lamina.
Recorreu-se a analise descritiva dos dados
por meio de tabela e grafico. Para avaliar a pre-
servacdo folicular e as caracteristicas celulares
do tecido ovariano criopreservado, e comparar com
o nao congelado, utilizou-se o teste ndo-paramé-
trico “comparacao entre duas proporcdes” (por meio
do software “Primer of Biostatistics”) e os testes
paramétricos t de Student e ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Estabeleceu-se p < 0,05 ou 5%
como nivel para rejeicao da hipétese de nulidade.

Resultados

Nos cortes histologicos submetidos a colora-
cao pela hematoxilina-eosina, observou-se, no te-
cido nao congelado, a presenca de todos os tipos
foliculares, ao passo que nos cortes criopreserva-
dos encontraram-se exclusivamente foliculos pri-
mordiais. Entre as alteracoes celulares, as mais
freqtientes no tecido criopreservado foram: vacuo-
lizacao citoplasmatica (p=0,039), distribuicao ir-
regular da cromatina (p=0,022) e o6cito com con-
torno irregular (p=0,007) (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1 - Caracteristicas histoldgicas encontradas no tecido ovariano ndo congelado
e no criopreservado, em porcentagem.

Caracteristicas histoldégicas

Tecido ndo Tecido Valor
congelado congelado de p

Vacuolizag&o citoplasmatica 50,0 100,0 0,039
Picnose 0,0 30,0 0,210
Lise estromal 30,0 50,0 0,648
Distribuigdo irregular da cromatina 10,0 70,0 0,022
Fragmentag&o das células da granulosa 30,0 80,0 0,072
Odcito com contornos irregulares 10,0 80,0 0,007
Degeneragao hialina 0,0 30,0 0,210
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Figura 1 - Caracteristicas histolégicas encontradas nos dois grupos
Fonte: Tabela 1
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A fragmentacéo das células da granulosa foi
mais observada nos cortes histolégicos do tecido
criopreservado (p=0,072), no entanto, sem diferenca
estatisticamente significativa (probabilidade
limitrofe que indica tendéncia). Nas Figuras 2 e 3
observam-se detalhes dos achados histolégicos em
tecido ovariano nao congelado e criopreservado.

Figura 2 - Fotomicrografia de tecido ovariano ndo congelado. Visualiza-se um foliculo
secundario (HE 400X).

Figura 3 - Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado. Observam-se varios
foliculos primordiais (HE 400X).
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Os cortes histologicos submetidos a analise no tecido nédo congelado foi de 18,4+5,9 e no criopre-
imuno-histoquimica apresentaram positividade para servado, 17,6+9,0 (p=0,543). Na analise comparati-
PCNA semelhante em tecido ndo congelado e tecido va em relacdo ao tipo de tecido pode-se afirmar que
criopreservado. A percentagem de células ltuteas os resultados encontrados no tecido ndo congelado
positivas foi de 72,2+8,6 no tecido nao congelado e nao sao diferentes dos resultados encontrados no
de 68,4%9,3 no tecido criopreservado (p=0,355). Ja tecido criopreservado, em nenhuma das amostras
as células estromais mostraram menor positividade; analisadas (Tabela 2 e Figura 4).

Tabela 2 - Andlise imuno-histoquimica pelo PCNA das células Iuteas e estromais do tecido ovariano néo congelado e criopreservado (%).

Amostra Tecido nao congelado Tecido criopreservado

Células luteas Células estromais Células lateas Células estromais

Positiva  Negativa Positiva Negativa Positiva  Negativa Positiva  Negativa

1 74 26 17 83 89 11 25 75
2 77 23 12 88 68 32 35 65
3 69 31 10 90 64 36 10 90
4 74 26 16 84 62 38 12 88
5 72 28 25 75 59 41 1" 89
6 80 20 13 87 69 31 12 88
7 75 25 28 72 68 32 25 75
8 63 37 18 82 80 20 10 90
9 54 46 23 77 62 38 25 75
10 84 16 22 78 63 37 1" 89
Média 72,2 27,8 18,4 81,6 68,4 31,6 17,6 82,4
Desvio 8,6 8,6 59 59 9,3 9,3 9 9
Minimo 54 16 10 72 59 1" 10 65
Maximo 84 46 28 90 89 41 35 90
Mediana 74 26 17,5 82,5 66 34 12 88
%desvio 1,9 30,9 32,3 73 13,6 29,4 51,3 10,9

Células luteas positivas — Tecido ndo congelado x criopreservado (teste t de Student, p = 0,355).
Células luteas negativas - Tecido ndo congelado x criopreservado (teste Mann-Whitney, p = 0,173).
Células estromais positivas - Tecido ndo congelado x criopreservado (teste ¢ de Student, p = 0,543).
Células estromais negativas - Tecido ndo congelado x criopreservado (teste Mann-Whitney, p = 0,817).

Nota: os nucleos com positividade ao PCNA coram-se em castanho e os negativos em azul
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Discussao

A fertilidade e a sexualidade sdao importan-
tes aspectos da qualidade de vida, a longo prazo,
para os pacientes que se submetem a tratamento
de neoplasias, especialmente criancas e adoles-
centes. O efeito gonadotoxico da quimioterapia é
dose-dependente e relacionado com a idade do pa-
ciente. Os efeitos da radioterapia, além de esta-
rem relacionados com a dose e com a idade, le-
vam em conta o campo irradiado. Agentes alqui-
lantes aumentam o risco de faléncia ovariana?®2!.

A transposicao ovariana para fora do campo
da radiacao, na tentativa de reduzir a esterilidade
provocada pelo tratamento, nem sempre € eficaz.
Estudo demonstrou que 50% das pacientes que re-
ceberam irradiacdo pélvica apos prévia transposi-
cédo ovariana apresentaram faléncia ovariana??,

As pacientes com cancer também podem ser
submetidas a realizacao da fertilizacao in vitro (IVF)
pré-quimio ou radioterapia. O problema é a falta
de tempo para que a paciente se submeta a
estimulacao ovariana antes do inicio do tratamen-
to para o cancer. Além disso, a IVF é impropria a
populacao pediatrica.

Outra opcdo é o congelamento de odcitos
maduros e nao fertilizados. Isto impede o dilema
ético de produzir embrides “6rfaos” resultantes de
procedimentos de fertilizacdo feita para paciente
que nao sobreviva ao cancer. Entretanto, a efici-
éncia desta tecnologia € ainda limitada devido as
baixas taxas de sucesso (aproximadamente 13%
em seres humanos). Além disso, os o6citos madu-
ros somente podem ser coletados apos o estimulo
com gonadotrofinas, e em ntimero limitado?.

A criopreservacao do tecido ovariano como
meio potencial de preservar a fertilidade e a fun-
cdo endécrina em pacientes tratados de cancer
ou para mulheres em envelhecimento reprodutivo
apresenta-se atualmente como grande foco de es-
tudo. A tecnologia envolve congelar os foliculos
primordiais imaturos in situ no cortex ovariano.

Uma vez que o tecido ovariano € congelado,
ha, teoricamente, diversas opcoes disponiveis para
sua utilizacao futura, incluindo autotransplante,
xenoenxerto e a maturacao in vitro**.

A técnica do autotransplante pode ser exe-
cutada ortotopicamente ou heterotopicamente e
apresenta trés vantagens. Primeiramente, o te-
cido ovariano apresenta grande ntimero de folicu-
los primordiais. Uma seccao de um milimetro ca-
bico do cortex ovariano pode conter centenas de
oocitos. Em segundo lugar, o transplante autologo
de tecido ovariano preserva, teoricamente, a fun-
cao endocrina das pacientes, ao contrario da IVF
e da criopreservacao dos oocitos, técnicas dirigidas
somente a manutencao da fertilidade. Em tercei-
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ro lugar, a criopreservacédo ovariana néao posterga
o tratamento do cancer tanto quanto a criopreser-
vacao de embrides ou oocitos. A ooforectomia ou a
biopsia ovariana podem geralmente ser feitas por
laparoscopia. Os od6citos descongelados e transplan-
tados ainda imaturos sofreriam amadurecimento
in vivo, obviamente necessitando de estimulo
exogeno de gonadotrofinas?.

Na maturacéao in vitro de oécitos criopreser-
vados, considera-se que uma vez que o tecido ova-
riano € descongelado, teoricamente a fertilidade
pode ser restaurada executando a maturacao e
posterior IVF. A limitacao desta técnica € o escas-
so conhecimento sobre as circunstancias ideais
necessarias a maturacdo, motivo de estudo da
comunidade cientifica mundial.

Estudos de criobiologia demonstraram que
tipos diferentes de células, mesmo se congeladas
na mesma solucao, exibem condicoes de descon-
gelamento diferentes. Este fato é especialmente
relevante na criopreservacao do coértex ovariano,
jaque os tecidos sao constituidos por diversos tipos
de células e cada tipo tem seu tamanho, forma e
propriedades de permeabilidade caracteristicos.
Desse modo, utilizando protocolo de criopreserva-
cao que permita melhores condicoes de sobrevivén-
cia a um tipo de célula do coértex ovariano, pode ser
que esse nao seja o melhor meio de congelamento
para outro tipo celular. Devido a alta complexidade
da arquitetura ovariana, a sobrevivéncia do teci-
dos criopreservados depende nao somente das ram-
pas de congelamento e descongelamento, mas tam-
bém dos métodos de remocao dos crioprotetores.

A criopreservacao de varios tipos celulares
tem sido bem descrita na literatura. De maneira
geral, o bom protocolo de congelamento celular é
aquele que propicia a estabilidade das reacoes cru-
zadas entre as moléculas no ambiente intracelular
e também permite a sobrevivéncia celular apés o
descongelamento. O tecido devera ndo somente
permitir a sobrevivéncia celular, como também
exibir a mesma arquitetura inicial, com as mes-
mas juncoes intercelulares, interacoes e ligacoes
moleculares?. A dificuldade para conseguir a per-
meabilidade adequada dos fragmentos de tecido ao
crioprotetor pode ser superada utilizando seccoes
finas de tecido, com aproximadamente 1 a 2 mili-
metros de espessura, que fornecem maior area
de contato para a penetracéo do soluto®.

Atualmente ha consenso de que a recupe-
racdo apos a criopreservacao, usando DMSO, é de
alta qualidade, com maior preservacao do tecido
germinativo; por este motivo utilizou-se o DMSO
como crioprotetor no estudo aqui relatado.

A avaliacdo da viabilidade do tecido ovaria-
no apos o descongelamento pode ser feita de ma-
neiras diversas. Varios autores utilizaram o corte
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histolégico corado com hematoxilina-eosina na
observacao do tecido a fresco (teoricamente com
histologia normal, utilizado como controle) e no
tecido enxertado e recuperado. Puderam também,
por meio da contagem de foliculos, fazer a deter-
minacao cinética e a avaliacdo dos estagios de
desenvolvimento folicular®!31527,

Os relatos da literatura quanto a sobrevida
de tecido ovariano sdo controversos. Recente estu-
do, em que os autores transplantaram para o sub-
cutaneo de ratas tecido ovariano fresco e com duas
semanas de criopreservacdo, demonstrou que os
implantes nao congelados conservaram 73% dos
foliculos, ao passo que os criopreservados conser-
varam 62%?2%. Em outro estudo em que se congela-
ram fragmentos de ovarios de ratas, foi observado
que o percentual de foliculos normais no tecido fres-
co era de 24,1% e no descongelado apos duas se-
manas, 21,7%. Os foliculos com alteracoes eram
35,1% no tecido fresco contra 35,4% no desconge-
lado e o percentual de morte folicular era de 40,8%
no tecido fresco e de 42,8% no tecido descongela-
do?. Ja estudo feito com ovario bovino criopreser-
vado mostrou, apds 2 semanas, que nao houve dano
tecidual, nem tampouco diferenca entre o nimero
de foliculos primordiais e primarios quando com-
parado ao tecido ovariano fresco°.

Nesse estudo, utilizou-se a avaliacado da pre-
servacao folicular e das caracteristicas celulares
como critério de analise histologica do tecido ova-
riano criopreservado em comparacao com o tecido
nao congelado. Observou-se que somente os foli-
culos primordiais sobreviveram ao processo de
criopreservacao. Esse resultado foi semelhante ao
encontrado em outras pesquisas nessa area?*25,
Isso se justifica pelo fato de os foliculos primordi-
ais serem menores e metabolicamente menos
ativos, portanto mais tolerantes ao processo de
criopreservacao. Os oocitos imaturos, presentes
nos foliculos primordiais, nao apresentam
polimerizacao dos microtubulos e formacao de fu-
sos mitoéticos; assim, a criopreservacao de peque-
nos oocitos nesses foliculos pode livrar as células
da grande maioria dos efeitos deletérios ao DNA*.

Os cortes histolégicos corados com hemato-
xilina-eosina permitiram a identificacdo das al-
teracoes histologicas presentes no tecido nao con-
gelado e no tecido criopreservado e a avaliacao do
potencial de viabilidade do tecido criopreservado,
ja que a maioria dessas alteracdes sao reversi-
veis. No tecido criopreservado encontraram-se
duas alteracoes histologicas irreversiveis, dege-
neracdo hialina e picnose, mas estas foram en-
contradas em apenas 30% das amostras, justifi-
cando os resultados de recuperacao da fertilidade
em estudos anteriores com reimplante de tecido
ovariano criopreservado.
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A avaliacdo da viabilidade do tecido ovaria-
no criopreservado também foi feita, nesse estudo,
utilizando o PCNA, marcador sensivel dos eventos
precoces de crescimento folicular. O aumento da
expressdo deste antigeno nos estagios iniciais de
desenvolvimento das células da granulosa deter-
mina a positividade em od6citos antes de sua ex-
pansao. A imunorreacao para o PCNA permanece
prevalecente em foliculos nas células da granulosa
e da teca em estagios subsequientes do desenvol-
vimento folicular e diminui progressivamente na
atresial®. Verificou-se a positividade para o PCNA
em todos os foliculos observados, tanto em tecido
nao congelado como em tecido criopreservado, in-
dicando que esses nao se apresentavam atrésicos.
Na analise comparativa em relacao ao tipo de te-
cido, pode-se afirmar que os resultados encontra-
dos no tecido nao congelado nao sao estatistica-
mente diferentes dos resultados encontrados no
tecido criopreservado.

A limitacao desse estudo é o fato de que a
observacao da integridade morfolégica ndo € indi-
cacao fiel de que as condicdes funcionais das cé-
lulas foram mantidas apés o processo de criopre-
servacdo. Entretanto, em estudo anterior desta
linha de pesquisa, obteve-se a recuperacao da fer-
tilidade em ovelhas, por meio de faléncia ovaria-
na induzida por radioterapia, com implante
subcortical de tecido germinativo criopreservado.
Seis meses apos o procedimento, as ovelhas que
receberam os implantes tornaram-se espontane-
amente prenhas, ao passo que as ovelhas subme-
tidas a radioterapia, e que nao receberam o im-
plante, ndo apresentaram gestacado até um ano e
meio apos o experimento, ou seja, as células do
tecido criopreservado mantiveram as suas carac-
teristicas funcionais®!.

A analise comparativa dos resultados, nas
condicoes deste experimento, permite concluir que,
no tecido ovariano criopreservado, encontram-se
somente foliculos primordiais. A predominancia de
alteracoes histolégicas reversiveis sobre as
irreversiveis e a presenca de reacdo PCNA positi-
va em todos os foliculos, indicando a presenca de
DNA ativo e determinando, conseqlientemente, a
viabilidade das células, permitem pensar em um
futuro préximo promissor quanto as possibilidades
de preservacéao da fertilidade feminina, diante dos
tratamentos radio e quimioterapicos.

Conflito de interesse
nenhum
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