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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar tempos e concentracdes ideais para a perfusdo do
dimetilsulféxido (DMSO) para criopreservacdo de tecido ovariano caprino. Para tanto o
cortex ovariano foi dividido em 25 fragmentos e um fragmento aleatoriamente escolhido foi
imediatamente fixado (controle), enquanto os fragmentos restantes foram expostos a 20°C ao
DMSO nas concentragdes de 1,0 M, 1,5 M e 2,0 M por 10, 20, 30 e 40 minutos. A partir dos
melhores resultados da exposicao foi realizada a congelagdo lenta e posteriormente avaliada a
viabilidade folicular. Para a andlise do efeito da concentrag¢do e do tempo de exposicdo sobre
a morfologia e viabilidade de foliculos pré-antrais (FOPA), foi utilizada ANOVA seguida de
teste 7. Os valores foram considerados significativos quando P < 0,05. Os resultados
mostraram que a percentagem de foliculos pré-antrais normais foi similar ao controle em
todos os tratamentos, exceto quando o tecido ovariano foi exposto a 2,0 M por 30 e 40
minutos. Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia foi observado que o tempo de
exposicdo ndo exerceu influéncia nos niveis teciduais do DMSO. Entretanto, em geral
maiores niveis teciduais de DMSO foram obtidos na concentragdo de 2,0 M. Apds
criopreservacdo o percentual de FOPA vidveis foi semelhante ao controle nos fragmentos
exposto por 10 minutos a 1,0 M e 1,5 M de DMSO. Em conclusio, este trabalho demonstrou
que a exposicao do tecido ovariano caprino a 1,0 M ou 1,5 M de DMSO por 10 minutos foi

eficiente, preservando a viabilidade dos FOPA apds a congelagdo.

Palavras-chave: exposicao, criopreservacao, dimetilsulfoxido, tecido ovariano, caprinos.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the optimal time and concentration of dimethyl
sulfoxide (DMSO) perfusion for the cryopreservation of caprine ovarian tissue. For this, the
caprine ovarian cortex was divided in 25 small fragments (3x3x1 mm), one fragment being
randomly removed and fixed immediately (control). The remaining fragments were exposed
to 1.0, 1.5 or 2.0 M DMSO at 20°C for 10, 20, 30 or 40 minutes. According to the best results
obtained after exposure, cryopreservation by slow cooling was performed. Subsequently,
follicular viability was evaluated. The effect of the cryoprotectant concentration and exposure
time on the morphology and viability of the preantral follicles, was evaluated by using
ANOVA and t test. The values were considered significant when P<0.05. The percentage of
normal preantral follicles was similar to control values in all treatments, except when the
ovarian tissue was exposed to 2.0M DMSO for 30 and 40 minutes. The HPLC method
allowed us to observe that the exposure time did not exerts influence on the tissue levels of
DMSO. Therefore, the highest perfusion of DMSO was observed at the concentration of 2.0
M. After cryopreservation, the percentages of viable follicles was similar to control when
ovarian tissue was exposed to 1.0 or 1.5 M DMSO for 10 minutes. In conclusion, this study
shows that exposure of caprine ovarian tissue to 1.0 M or 1.5 M DMSO for 10 minutes was

efficient to preserve follicular viability after cryopreservation.

Key words: exposure, cryopreservation, dimethyl sulfoxide, ovarian tissue, caprine.
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1 INTRODUCAO

A criopreservacdo pode ser uma alternativa para o sucesso da biotécnica de
Manipulag@o de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA), que tem
como objetivo isolar e cultivar in vitro os foliculos até a sua maturacdo completa, evitando
assim a morte folicular que ocorre naturalmente in vivo. Devido a ineficiéncia dos meios de
cultivo em manter a viabilidade e o crescimento folicular in vitro a criopreservacgao de tecido
ovariano permite a sua preservacao, até que sejam desenvolvidos protocolos eficientes para o
desenvolvimento completo desses foliculos in vitro (SANTOS et al., 2007).

Embora intimeros protocolos de criopreservacdo de tecido ovariano ja tenham sido
desenvolvidos para muitas espécies como os ovinos (GOSDEN et al, 1994), caprinos
(RODRIGUES et al., 2004a), bovinos (PAYNTER et al., 1999) e humanos (HOVATTA et
al., 1996), o sucesso deste procedimento ainda permanece limitado. Diante disto, muitos
pesquisadores t€m trabalhado no sentido de desenvolver um protocolo ideal, de modo que a
viabilidade folicular seja mantida apds a descongelacao.

O primeiro passo para uma eficiente preservagdo em baixas temperaturas, consiste na
penetrabilidade do agente crioprotetor (ACP) nas células (ELMOAZZEN et al., 2005) e/ou
tecidos. Neste sentido, o tecido ovariano de vdrias espécies, dentre elas, os de cabras
(RODRIGUES et al., 2004a,b), ovelhas (AMORIM et al., 2003; SANTOS et al., 2006) e
vacas (LUCCI et al., 2004) tem sido criopreservado na presenca de diferentes ACPs, os quais
tém por finalidade proteger as células contra as crioinjurias. Entretanto, estes agentes podem,
em funcdo de fatores como a concentragc@o, temperatura e periodo de exposicdo, ser toxicos
aos foliculos ovarianos. Portanto, dados sobre a cinética e o influxo de crioprotetores para o
tecido sdo essenciais para assegurar o equilibrio termodindmico e otimizar os procedimentos
de criopreservacdo (TAYLOR e BUSZA, 1992). Nesse contexto, a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) pode servir como uma ferramenta valiosa para se obter os
niveis ideais de um determinado ACP no tecido (ELMOAZZEN et al., 2005).

Visando uma melhor compreensdo do presente trabalho, os aspectos relacionados ao
ovario mamifero, oogénese e foliculogénese, foliculo ovariano, populacdo folicular pré-antral
e atresia folicular, importancia da criopreservacao para a conservacgdo de foliculos pré-antrais,

principios bdasicos da criobiologia, etapas da criopreservacio, avaliagdo dos protocolos de
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criopreservacdo bem como os principais resultados obtidos com a criopreservacdo de tecido

ovariano serdo destacados na revisao de literatura apresentada a seguir.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ovario mamifero

O ovidrio mamifero € constituido por duas regides diferenciadas, isto €, as regides
medular e cortical. Com excec¢do dos eqiiideos, a regido medular € localizada na por¢do mais
interna do ovdrio, sendo constituida por tecido conjuntivo, nervos e sistemas vasculares
responsdveis pela nutricdo e sustentagdo do ovario. A regido cortical contém foliculos
ovarianos em diferentes estddios de desenvolvimento, bem como corpos liteos, dlbicans e
hemorragicos (HAFEZ, 1996). A gobnada feminina desempenha uma funcdo enddcrina
(producio e liberagdo de hormonios esterdides e diversos peptideos), e uma fungdo exdcrina
ou gametogenica (producgdo e liberacdo de odcitos), a qual € exercida pela interacdo de dois
fendmenos que ocorrem no ovdrio, isto €, a oogénese e a foliculogénese (SAUMANDE,

1991).

2.2 Oogénese e Foliculogénese

Em mamiferos, os estadios iniciais do desenvolvimento ovariano sdo desencadeados
pela migragdo das células germinativas primordiais (CGP) a partir do saco vitelinico para a
gbnada primitiva e sua posterior colonizacio (BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006).
Imediatamente apds a diferenciacdo das gonadas, ocorre a transformacdo das CGP em
oogdnias meioticamente ativas, e entdo em odcitos primdrios, os quais sofrem uma parada no
seu desenvolvimento (SUH et al., 2002) no estddio de profase I. Os odcitos primdrios sao
circundados por uma camada de 4 - 8 células da pré-granulosa de formato pavimentoso e/ou
cubico, originando assim os primeiros foliculos ovarianos, ou seja, os foliculos primordiais
(FAIR, 2003). Os foliculos passam a ser chamados de primérios quando todas as células da
pré-granulosa que circundam o odcito tornam-se cubdides. Na espécie caprina, por exemplo,
em geral, o didmetro folicular € de 49,8 um. Quando duas ou mais camadas de células da
granulosa estdo circundando o odcito e as células da teca estdo formadas, os foliculos sdo
considerados secunddrios, podendo ainda serem classificados em pequenos e grandes. Os

pequenos foliculos secundérios possuem uma ultra-estrutura similar a observada nos foliculos
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primdrios. Nesse estddio folicular, a zona pelicida que circunda o odcito, comega a ser
melhor visualizada. J4 os foliculos secunddrios grandes apresentam pequenos microvilos, e
varias projecdes das células da granulosa que podem ser vistas passando os limites da zona
pelicida e projetando-se no odcito, onde jungdes gap sdo formadas. Neste estadio folicular,
pequenos aglomerados de granulos da cortical ja podem ser observados (KACINSKIS et al.,
2005). Os foliculos primordiais sd@o formados nos ovdrios fetais caprinos no 62° dia de
gestacdo, ja os foliculos primdrios e secunddrios sdo observados a partir do 73° dia desta
(BEZERRA et al, 1998). Com o crescimento dos foliculos secunddrios e organizacdo das
células da granulosa em vdrias camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta de
liquido denominada antro. A partir deste estddio, os foliculos passam a ser denominados

antrais (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).

2.3 Foliculo ovariano

O foliculo ovariano é a unidade morfofuncional do ovdrio, sendo constituido por um
odcito circundado por células somdticas (células da granulosa e tecais) (FIGUEIREDO et al.,
2008). Sua funcdo é proporcionar um ambiente ideal para o crescimento e maturagdo do
o6cito (GORDON, 1994, CORTVRINDT e SMITZ, 2001). De acordo com a presenca ou nao
de antro, os foliculos ovarianos sdo classificados como: a) foliculos pré-antrais, os quais nao
possuem antro ou cavidade antral e, b) foliculos antrais, que possuem a cavidade antral no seu
interior, repleta de liquido folicular (FIGUEIREDO, 1995).

Os foliculos pré-antrais, por sua vez sdo classificados em primordiais, primdrios e
secunddrios de acordo com o estddio de desenvolvimento. Os foliculos primordiais
encontram-se em um estiddio de quiescéncia (CORTVRINDT e SMITZ, 2001), e sdo
considerados reservatérios de gametas durante toda a vida reprodutiva da fémea mamifera
(QU et al. 2000). Ao contrdrio dos foliculos primordiais, os primdrios e secundérios sdao
considerados foliculos em estadio inicial de crescimento (SILVA et al., 2004).

A categoria de foliculos antrais compreende os foliculos tercidrios e de De Graaf ou
pré-ovulatdrios. Os foliculos tercidrios sdo constituidos por um odcito, circundado pela zona
pelicida, células foliculares, uma cavidade contendo liquido folicular, uma membrana basal e

duas camadas de células tecais (interna e externa). Os foliculos pré-ovulatérios apresentam
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um odcito secunddrio (metédfase 1I) e todos os componentes presentes nos foliculos tercidrios,

e representam o estddio final do desenvolvimento folicular (FIGUEIREDO, 1995).

2.4 Populacao folicular pré- antral e atresia folicular

Os foliculos pré-antrais, representam 90% da populacdo folicular (SAUMANDE,
1991) e constituem o estoque de gametas femininos durante a vida reprodutiva do animal
(LIU et al., 2001). O ndmero total de foliculos pré-antrais por ovdrio varia entre espécies,
sendo de aproximadamente 1.500 na camundonga (SHAW et al., 2000); 33.000 na ovelha
(AMORIM et al., 2000); 35.000 na cabra (LUCCI et al., 1999) e aproximadamente 2.000.000
na mulher (ERICKSON, 1986). No entanto, apesar da grande populacdo de FOPA presentes
no ovdario mamifero, cerca de 99,9% destes foliculos ndo ovulam, mas sofrem um processo
natural conhecido como atresia, que causa a morte do foliculo, por necrose (BRAS et al.,
2005) e/ou apoptose (MIKKELSEN et al., 2001).

Tendo em vista a grande perda folicular e, conseqiientemente, dos odcitos neles
contidos, que ocorre naturalmente in vivo, vérios pesquisadores tém tentado desenvolver
protocolos de criopreservagdo do tecido ovariano com o intuito de preservar os foliculos pré-
antrais nao atrésicos (COX et al., 1996; SUGIMOTO et al., 1996; HOVATTA et al. 1996,
CANDY et al., 1997; GOSDEN et al., 1994; PAYNTER et al., 1999), visando a maximizacao
do potencial oocitdrio de fémeas mamiferas em protocolos de cultivo in vitro ou enxerto do

tecido ovariano.

2.5 Importancia da criopreservacio para a conservacao de foliculos pré-antrais

Atualmente, a criopreservagdo do cortex ovariano tem se tornado uma alternativa
promissora para a preservacao da fertilidade humana (OKTAY et al., 1998, NEWTON et al.,
1998). Além da perda natural (atresia) de foliculos pré-antrais que ocorre in vivo, em humanos
sd0 muito comuns os problemas de infertilidade prematura resultantes do tratamento de certos
canceres, nos quais as pacientes recebem altas doses quimioterdpicas e irradiacio abdominal
(NUGENT et al., 1997). Na medicina veterindria, o objetivo principal da criopreservacio €

aumentar a performance_reprodutiva de animais de alto valor genético, ou mesmo a
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preservacdo de espécies raras ameacadas de extin¢do, as quais podem ser utilizadas para
propagar e proteger a biodiversidade (HOLT, 2001). A criopreservacdo também € de grande
importancia pratica, pois visa a constitui¢do de bancos de germoplasma animal (BGA), o que
podera flexibilizar a realizacdo de biotécnicas como a fecundacdo in vitro, clonagem,
transgenia ¢ MOIFOPA. Para a MOIFOPA, por exemplo, milhares de odcitos saudéveis
oriundos de foliculos pré-antrais obtidos apds a coleta de ovdrios poderdo ser mantidos em

BGAs e poderdo ser utilizados posteriormente, a medida que se deseje ou julgue necessario.

2.6 Principios basicos da Criobiologia

A criobiologia como uma ciéncia descreve os efeitos das temperaturas abaixo de zero
sobre os organismos vivos. A complexidade da criobiologia estd profundamente enraizada no
comportamento dos sistemas celulares vivos e suas respostas as massivas mudangas de
temperatura (PETRUNKINA, 2007). Para manter a viabilidade celular apds longo periodo de
estocagem em baixas temperaturas, células vivas sdo submetidas a um estado de redugdo do
metabolismo no qual podem permanecer por um periodo de tempo indefinido e, serem
resgatadas vidveis no futuro (MAZUR, 1980). Entretanto, para que isso seja possivel, varios
fatores essenciais para a sobrevivéncia celular devem ser considerados. Dentre esses fatores
podem ser citados o tipo e concentracdo dos agentes crioprotetores (ACPs), a taxa de reducao
da temperatura durante a congelacdo; a manuten¢do da temperatura de estocagem; o
procedimento de descongelacdo e as técnicas utilizadas para a remocao do crioprotetor apds a

descongelaciao do material biol6gico (GORDON, 1994).

2.6.1 Os agentes crioprotetores

Os ACPs sao solventes organicos utilizados nas solucdes crioprotetoras e sao
compostos muito hidréfilos. Os ACPs estdo divididos em trés classes: (1) penetrantes ou
intracelulares — crioprotetores de baixo peso molecular como o dimetilsulf6xido (DMSO),
propanodiol (PROH), etilenoglicol (EG), glicerol (GLI), metanol e butanodiol; (2) Nao-

penetrantes ou extracelulares de baixo peso molecular (galactose, glicose, sacarose e trealose)
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e (3) Nao-penetrantes ou extracelulares de elevado peso molecular (polivinilpirrolidona,
dlcool polivinilico, hialuronato de sédio e albumina sérica bovina (GUYADER-JOLY, 1998).

A utilizacdo destas substincias em protocolos de criopreservagcdo € necessdria para
garantir a sobrevivéncia de células e tecidos criopreservados, bem como, moderar os efeitos
letais normais da concentracdo de soluto extracelular, gelo intracelular e gelo na matriz dos
tecidos (ELMOAZZEN et al., 2005). Entretanto, para que a utilizacio de um ACP
proporcione resultados satisfatorios, € necessdrio que o mesmo apresente caracteristicas
desejaveis, como alta solubilidade em solugdes salinas aquosas, baixo peso molecular para
proporcionar uma rapida e completa penetracido na célula ou tecido; baixa toxicidade (PEGG
et al. 1974) e alta estabilidade em temperaturas reduzidas (De La VEGA e WILDE, 1991).

No que se refere ao mecanismo de acdo dos ACPs intracelulares, de acordo com
RALL et al. (1987), estes podem atuar por diferentes maneiras: 1) interagem com as
modificacdes da membrana que ocorrem durante o processo de criopreservacao. Neste caso,
0os ACPs penetram na membrana celular e, acredita-se que essas substancias estabilizam as
proteinas intracelulares evitando conseqiientemente, o rompimento da membrana celular
durante a congelacdo (MASSIP et al., 1987); 2) baixam o ponto de congelacdo da solucao,
situacdo em que as células sofrem formacao letal de gelo intracelular e 3) aliviam o efeito das
altas concentracoes de solutos (eletrélitos), intra e extracelular (MAZUR, 1963). Além disso,
0s ACPs (ndo penetrantes) podem ainda atuar como um tampao hiperosmotico, diminuindo os
efeitos de altas concentragdes de moléculas nas células desidratadas (MASSIP et al., 1987).

Dentre os crioprotetores intracelulares destaca-se o DMSO, o qual é um composto
organico de féormula molecular C;HsSO e massa molar 78,13 g/mol (CARPENTER, 1994).
Este composto possui uma elevada capacidade higroscépica que € decorrente de sua intensa
afinidade pelo hidrogénio, formando pontes mais fortes que as formadas entre moléculas de
dgua. (BRAYTON, 1986; BLYTHE et al., 1986; ROSE e HODGSON, 1993; RAND-LUBY
etal., 1996).

O DMSO vem sendo utilizado com bastante sucesso como ACP para a
criopreservacdo de embrides (BALMACEDA et al., 1986), od6citos maturos
(WHITTINGHAM, 1977) e FOPA inclusos no tecido ovariano (SANTOS et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2004b) ou isolados (RODRIGUES et al., 2005), em diferentes espécies.

Especificamente em pequenos ruminantes, diversos autores demonstraram que o DMSO tem
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apresentado bons resultados no que se refere a criopreservacao de tecido ovariano (AMORIM
et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004b; SANTOS et al., 2005). Em humanos, a primeira
gestacdo obtida a partir de odcitos congelados/descongelados foi observada quando a técnica

de congelagdo lenta foi empregada e o DMSO utilizado como crioprotetor (CHEN, 1986).

2.7 Etapas da criopreservaciao

O processo de criopreservagao envolve basicamente as seguintes etapas: (A) adi¢do de
ACPs (perfusao do ACP ou periodo de equilibrio); (B) resfriamento e induc¢do da formacgao de
gelo e congelagdo; (C) estocagem em nitrogénio liquido; (D) descongelacdo e (E) remogao ou
dilui¢do do ACP (FAHNING e GARCIA, 1992).

(A) - Adi¢do de ACPs: O primeiro passo para uma eficiente preservacdo utilizando
baixas temperaturas consiste na penetracio do ACP nas células (ELMOAZZEN et al., 2005)
e/ou tecidos. Para isso, o periodo de exposicdo é uma etapa extremamente importante no
processo de criopreservacao, pois permite que a célula ou tecido atinja um estado no qual as
concentracdes de ACP extra e intracelulares, entrem em equilibrio (GUNASENA et al.,
1997). Dessa forma, dados sobre a cinética e o influxo de crioprotetores para o tecido sdo
essenciais para assegurar o equilibrio e otimizar os procedimentos de criopreservacio
(TAYLOR e BUSZA, 1992). Para a determinacido da concentracdo final de um determinado
crioprotetor no tecido, pode ser utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
— CLAE, a qual j4 foi utilizada para determinar a concentragdo de DMSO em miocdrdio de
suino (ELMOAZZAN et al., 2005).

(B) - Resfriamento, indu¢do da formacdo de gelo e congelacdo: Durante o
resfriamento, a2 medida que a temperatura decresce da fisiologica 39°C (como, por exemplo,
na espécie caprina) para 0 °C, a célula atinge um estado de super-resfriamento, ocorrendo, a
0°C, formacao de gelo no meio extracelular. Os eventos fisicos subseqiientes irdo depender da
velocidade de congelacdo. Se a congelacdo ocorre lentamente, a célula super-resfriada perde
dgua porque a pressao de vapor da dgua na célula excede aquela do exterior celular congelado
e, com a progressiva reducdo da temperatura, a dgua se difunde do interior das células para a
solucdo extracelular e € convertida em gelo na superficie das células (SANTOS, 2000). Como

resultado, a concentracdo da solucdo celular aumenta e a célula pode sofrer choque osmotico.
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Este fendmeno € chamado de desidratacdo induzida por congelacdo. Quando o potencial
hidrico das células parcialmente desidratadas iguala-se aquele do gelo extracelular, um
equilibrio € estabelecido e uma desidratagdo adicional ndo ocorrerd, contanto que a
temperatura permaneca constante. Por outro lado, se a célula for congelada muito
rapidamente, a desidratacdo por congelacdo ndo ocorre, as células se tornam cada vez mais
super-resfriadas e eventualmente a solu¢do intracelular, que contém alto teor de dgua livre,
congela-se, formando cristais de gelo intracelulares — CGI (STEPONKUS e WEBB, 1992).
No caso de utilizacdo do método de congelagdo lenta, com a finalidade de reduzir a formagao
dos CGI durante esta fase, deve-se induzir a formagdo extracelular de gelo ou seeding,
evitando o super-resfriamento (OKTAY et al, 2001). O seeding pode ser realizado
manualmente, tocando a parede dos criotubos ou palhetas, utilizando um objeto de metal
resfriado a —196 °C (FABBRI er al., 2000). A desidratacdo celular continua durante o
processo de resfriamento até sua congelacdo na temperatura de — 30 °C (STACHECKI e
COHEN, 2004).

(C) - Estocagem em nitrogénio liquido: Terminado o processo de congelacdo, o
material deve ser armazenado em nitrogénio liquido (-196 °C) ou no vapor de nitrogénio (-
150 °C), sendo o primeiro mais comumente utilizado. A congela¢do e descongelagdo, e ndo o
tempo de estocagem, exerce os principais efeitos deletérios sobre as células criopreservadas
(SMITH et al., 2001).

(D) - Descongelagdo: A taxa de aquecimento utilizada para a descongelagdo é também
um ponto critico para o sucesso dos procedimentos de criopreservacdo. O problema que pode
ocorrer durante a descongelacdo € a recristalizacdo com formacdo de gelo intracelular, que
pode reduzir a sobrevivéncia das células congeladas (FABBRI et al., 2000). Objetivando
evitar esse fendmeno, a descongelacdo deverd ocorrer o mais rapidamente possivel, a 275
°C/min, sendo normalmente realizada em banho-maria a 37°C para permitir uma dispersao
muito rdpida dos CGI. Assim, o gelo extracelular derrete e penetra na membrana celular em
um estado liquido para reidratar a célula (FRIEDLER et al., 1988).

(E) - Remocao ou dilui¢do do ACP: Quanto a remoc¢ao do crioprotetor, esta pode ser
realizada submetendo a célula ou tecido a um (uma etapa) ou vdrios banhos (vdrias etapas)
sucessivos, normalmente de 5 a 15 minutos, utilizando-se meios na auséncia ou na presenga

de ACPs. Ap6s a descongelagdo celular, o ACP deve ser removido devido a sua toxicidade as
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temperaturas elevadas (NEWTON et al., 1998). Quando uma célula descongelada € colocada
em um meio na auséncia de ACP ou na presenca de baixas concentracdo dessas substancias, a
dgua entra na célula para diluir o ACP mais rapidamente do que o ACP deixa a célula e, isso
causa inchago ou a célula pode até mesmo romper-se (PEGG, 2002).

Apesar de todos esses cuidados serem tomados durante o procedimento de
criopreservacdo, ainda ndo existe um protocolo ideal que mantenha a integridade plena do
material biolégico a ser preservado. No entanto, vdrios protocolos em diferentes espécies
como humanos (NEWTON et al., 1998); bovinos (PAYNTER et al., 1999); ovinos (SANTOS
et al., 2007) e caprinos (RODRIGUES et al., 2004a,b) t€ém sido realizados e avaliados quanto

a sua eficiéncia.

2.8 Avaliacao dos protocolos de criopreservacao

Para a avaliagdo da eficiéncia dos protocolos de congelacdo, diferentes técnicas podem
ser empregadas isoladamente ou em associa¢do, tornando a interpretacio da qualidade
folicular mais precisa (MATOS et al., 2007). Dentre estas técnicas, destacam-se a histologia
classica (andlise morfolégica e quantitativa), a utilizacdo de corantes vitais, como o azul de
trypan (andlise da viabilidade), a microscopia eletronica de transmissdo (anélise
ultraestrutural) e o teste de TUNEL (deteccio de apoptose).

Estudos (SCHOTANUS et al., 1997, MARTINEZ-MADRID et al., 2004) mostraram
que a andlise morfologica nem sempre estd correlacionada com a viabilidade e capacidade de
desenvolvimento dos foliculos e, como sabido, a criopreservacdo pode induzir a ruptura da
membrana celular. Nesse sentido, a andlise histologica pode ser utilizada para identificar
sinais de atresia, como picnose nuclear, danos citoplasmaticos, destacamento das células da
granulosa e danos na membrana basal (DEMIRCI ez al., 2002). J4 o corante vital azul de
Trypan pode ser utilizado em anélises rdpidas para detectar integridade da membrana celular
(JEWGENOW et al., 1998).

A técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidil tranferase-mediated deoxyuridine
triphosphate biotin nick end-labeling) emprega uma enzima (transferase deoxynucleotidil
terminal) para adicionar nucleotideos aos fragmentos das fitas de DNA quebradas nas células

apoptoticas. Esta técnica € utilizada para avaliar a fragmentacio do DNA em secgdes
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histologicas (TILLY e TYLLY, 1995), permitindo a avaliacdo histolégica, bem como a
deteccao do grau de apoptose (PEDERSEN et al., 2003).

2.9 Principais resultados obtidos com a criopreservacio de tecido ovariano

Até o presente momento resultados satisfatorios ja foram obtidos apds criopreservagao
de tecido ovariano. Estudos realizados em animais de laboratério demostraram que foliculos
pré-antrais presentes no tecido ovariano apds a congelacdo e descongelacdo apresentam-se
morfologicamente normais (HOVATTA et al., 1996; CANDY et al., 1997). Desta forma, o
tecido ovariano congelado, contendo os foliculos pré-antrais, pode ser utilizado
posteriormente para transplantes. Pesquisas com camundongas ovariectomizadas e auto-
transplantadas com tecido ovariano fresco ou congelado e descongelado, apresentaram ciclos
estrais regulares pds-transplante em 75 e 80% dos animais, respectivamente (HARP et al.,
1994). Tecido ovariano de sagiiis criopreservado também tem sido transplantado com sucesso
sob a capsula renal de camundongas imunodeficientes. Nos enxertos recuperados 21 a 32 dias
depois, observou-se foliculos em todos os estdgios da foliculogénese, incluindo foliculos
antrais de 1 a 2 mm de didmetro (CANDY er al., 1995). Resultados similares também foram
obtidos por HOVATTA et al. (1996) em humanos, utilizando-se 0 DMSO e o PROH como
crioprotetores. COX et al. (1996) demonstraram que ovdrios fetais congelados e
descongelados quando transplantados recuperaram a fertilidade em camundongas, mostrando
que 73% a 86% dos animais mostraram-se gestantes. O transplante para um ambiente
diferente do in vivo pode ser uma alternativa para a constituicdo de bancos de tecido ovariano
congelado (NEWTON et al., 1998). Fragmentos de ovéario ovino (GOSDEN et al., 1994) e
primata ndo humano (CANDY et al., 1995) enxertados sob a cdpsula renal de camundongos
imunodeficientes, demonstrou revascularizagdo e crescimento folicular. Ademais, foliculos
presentes no tecido ovariano humano cresceram até o estigio antral (mais de 5 mm de
didmetro) ap0s seis semanas de estimulacio exégena com FSH (OKTAY et al., 1998). Foram
obtidas crias de animais de laboratério a partir de enxerto de tecido ovariano congelado e
descongelado em camundongos (CARROLL e GOSDEN, 1993; GUNASENA et al., 1997).
Em animais domésticos como os ovinos, a viabilidade folicular também j4 foi demonstrada

através da andlise histolégica de tecido ovariano congelado e descongelado (SALLE et al.,
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1999). BAIRD et al. (1999) realizaram auto-transplante de tecido ovariano em ovelhas apds
descongelacdo e observaram aumento nos niveis de progesterona quatro semanas apds o
enxerto. Porém, nesta espécie os primeiros resultados mais encorajadores foram reportados
por GOSDEN et al. (1994), os quais relataram nascimento apds o transplante de tecido
ovariano congelado e descongelado. Recentemente, nesta mesma espécie, outros trabalhos
(SALLE et al., 2002, SALLE et al., 2003) também relataram o nascimento apds a aplicagdo
desta técnica.

Ainda com relagdo aos principais resultados oriundos da criopreservacao de tecido

ovariano € importante destacar que na espécie humana ja foi obtido formagdo de antro

(GOOK et al., 2001), e nascimentos (DONNEZ et al., 2004), ap6s transplante deste tecido.
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3 JUSTIFICATIVA

Embora, resultados satisfatérios, inclusive com a produgdo de crias vidveis
(camundongos — GUANASENA et al., 1997; ovinos — GOSDEN et al., 1994 e humanos
DONNEZ et al., 2004) tenham sido relatados apds a criopreservacao de tecido ovariano, fatos
como esses ainda ndo se caracterizam como um acontecimento rotineiro, impedindo, portanto,
a sua aplicagdo prética. Por esta razdo, torna-se fundamental o desenvolvimento de protocolos
de criopreservagdo, nos quais os foliculos pré-antrais possam ser preservados no interior de
pequenos fragmentos de tecido ovariano (in situ), visando a sua utilizagdo futura em
procedimentos de cultivo in vitro (crescimento, maturagdo e fecundacdo in vitro para a
obtencdo de embrides vidveis) ou auto-transplante, a medida que se fizer necessdrio.
Ademais, haja vista ainda ndo existir um procedimento de cultivo in vitro que permita o
completo crescimento e maturacdo dos foliculos pré-antrais caprinos e ovinos, o
desenvolvimento de um protocolo eficiente de criopreservacdo possibilitaria em curto prazo, a
preservacdo de patrimOnio genético de animais de elevado valor zootécnico, bem como
aqueles em risco de extingdo, para posterior utilizacdo em programas de reproducdo assistida.

E importante destacar que o primeiro passo para uma eficiente preservacio consiste na
penetrabilidade do ACP nas células ou tecidos (ELMOAZZEN et al. 2005), visto que os
ACPs conferem prote¢do ao tecido nas etapas seguintes do processo de criopreservacgao.

Portanto € de extrema importancia a escolha do tipo, concentracdo e tempo de exposi¢io

ideais ao ACP antes do processo de criopreservacdo propriamente dito.

Conforme visto na revisao de literatura, o DMSO tem sido utilizado com sucesso para
a criopreservacdo de FOPA de humanos (NEWTON et al., 1998), caprinos (RODRIGUES et
al., 2004b) e ovinos (SANTOS et al, 2006; 2007). Apesar disso, tem se verificado a auséncia
de informagdes a cerca da perfusdo deste crioprotetor no tecido ovariano, a qual caracteriza-se
em uma excelente estratégia para estabelecer a concentracio ideal a ser utilizada. Para isso,
pode ser empregada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que € capaz

de determinar os niveis teciduais de DMSO apds a exposi¢do a0 mesmo.

Apesar de conferir protecio ao tecido e células durante os procedimentos de
criopreservacdo, os ACPs também podem causar toxicidade, cuja intensidade varia de acordo

a concentragdo, tempo e temperatura de exposicao aos quais o material biolégico é submetido
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antes de ser congelado ou vitrificado. No entanto, para se conhecer o grau de intensidade dos
efeitos toxicos que um ACP pode causar sobre um tecido, pode-se lancar mao de técnicas
como a histologia cldssica, o TUNEL, e o corante vital azul de tripan. A histologia clédssica
permite verificar apenas as alteracdes morfoldgicas avancadas das células da granulosa, e do
odcito, enquanto que a técnica de TUNEL identifica as alteracdes caracteristicas da apoptose
(fragmentac@o do DNA). O corante vital azul de tripan por sua vez, € utilizado para avaliagdo

da integridade da membrana celular.

Embora, as técnicas acima citadas possam revelar as alteracdes morfolégicas dos
efeitos toxicos da exposicao do tecido ovariano aos ACPs sobre os foliculos pré-antrais, é
necessario conhecer a habilidade folicular de sobreviver as temperaturas abaixo de zero
durante o processo de criopreservagdo, com o intuito de serem utilizados posteriormente. As
técnicas utilizadas nessa investigacdo poderdo contribuir de forma significativa para a
determinacdo do tempo e concentragdes ideais necessarios para a perfusio do DMSO no
tecido ovariano caprino. Os dados obtidos com a realizacio deste estudo também poderao ser
de grande valia para a criobiologia, podendo oferecer em um futuro préximo, beneficios para

otimizagao da preservacdo e estocagem de tecido ovariano caprino em larga escala.



4 HIPOTESE CIENTIFICA

O tempo de exposi¢do e a concentracdo do DMSO influenciam no processo de

perfusdo e na criopreservagdo do tecido ovariano caprino
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S OBJETIVOS

Objetivo Geral

® Estudar a influéncia do tempo de exposi¢do e a concentragio do DMSO na

perfusdo do tecido ovariano caprino

Objetivos Especificos

e Avaliar a qualidade de foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano de
cabras expostos hd diferentes tempos e concentracdes de DMSO;

e Verificar os niveis teciduais de DMSO no cortex ovariano apds diferentes
tempos e concentragdes de exposi¢cao;

e Avaliar a viabilidade apds criopreservacdo de FOPA caprinos previamente
expostos ao DMSO.

e Verificar a presenga de apoptose em FOPA expostos e criopreservados em

DMSO.
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6 Capitulo

Perfusao do dimetilsulf6xido no tecido ovariano caprino e avalia¢do da viabilidade folicular

apds exposicao e criopreservacao

Valesca B Luz, Regiane R Santos, Leonardo C Pinto, Alison AX Soares, Juliana JH

Celestino, Jair Mafezoli, Claudio C Campello, José R Figueiredo, Ana PR Rodrigues

RESUMO

Fragmentos do coértex ovariano (3x3x1 mm) foram expostos em diferentes
concentracdes de DMSO, para posterior andlise da perfusdo por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e criopreservacao convencional, demonstrando a importancia de um

simples teste de perfusdo para predizer a eficiéncia de um procedimento de criopreservagao.

Palavras-chave: exposicao, criopreservacdo, dimetilsulféxido, tecido ovariano, caprinos.

Fertility and Sterility
(Aceito para publicagdo)



Running title: Cryoprotectant perfusion in ovarian tissue

31



32

DMSO perfusion in caprine ovarian tissue and its relationship with follicular viability after

cryopreservation
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Capsule: The DMSO perfusion of ovarian tissue from a large mammal, the goat, is evaluated

and its relation with follicular viability is described.
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Abstract: Ovarian cortical fragments (3x3x1 mm) were exposed to DMSO in different
concentrations for further analysis of cryoprotectant perfusion by applying High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), and conventional cryopreservation. It was demonstrated the
importance of this simple perfusion test to predict the efficiency of the cryopreservation

procedure.
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Despite the encouraging results obtained after cryopreservation of human ovarian
tissue (1), several events related to the procedure itself must be properly controlled. The first
step before freezing consists in permeate the ovarian tissue with a cryoprotectant agent.
Considering that the ovary is a complex tissue, an optimal perfusion can be indicative of a
successful freezing procedure. To verify the diffusion of a cryoprotectant into the tissue, some
sophisticated procedures have been used, e.g. radioactive tracers (2) and proton nuclear
magnetic resonance analysis (3). A simple and inexpensive method named High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) has been used successfully to evaluate perfusion of DMSO
into liver fragments (4), and has the advantage to be performed rapidly and routinely in any
laboratory. To evaluate the HPLC method in ovarian tissue, we have decided use an excellent
animal model for human, the goat (5). In the present study, ovarian tissue from goats were
submitted to DMSO exposure and submitted to HPLC analysis and cryopreservation. Our aim
was to determine the DMSO ovarian tissue levels and its relation with the follicular viability
after exposure and cryopreservation.

Two experiments were performed by using ovaries from eight adult mixed breed
goats. For each experiment four ovarian pairs were used, which means that each of the
experimental conditions were repeated four times. Ovarian pairs were obtained at a local
slaughterhouse, washed in 70% alcohol, twice in HEPES-buffered MEM (Sigma, St. Louis,
MO, USA) (Holding Medium - HM), supplemented with 0.1% (v/v) penicillin/streptomycin
(Gibco, Paisley, UK) and then were transported to the laboratory in thermo flasks at 20°C
within 1 hour. In a first experiment, from each ovarian pair, 25 cortical fragments (3x3x1
mm) were removed and placed in the HM. One fragment was immediately fixed (control) in
paraformaldehyde 4% for routine histological and apoptotic (TUNEL) studies, and early-stage

follicles were classified as normal or atretic (6). The remaining 24 fragments were divided as
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follow: (i) 12 fragments were exposed, at 20°C, for 10, 20, 30 or 40 min to 1.0, 1.5 or 2.0 M
(140.4, 210.6 or 280.8 mg, respectively) of DMSO (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) in 1,8 ml of
HM added by 10% FBS (HM"). For cryoprotectant removal, fragments were washed 3 times
(5 min each) in HM™ and fixed for routine histological and TUNEL analysis; (ii) the other 12
fragments were exposed to DMSO as described above, and immediately submitted to HPLC
analysis to evaluate DMSO perfusion into the ovarian fragments. To use this method for
ovarian tissue, we have adapted a procedure previously described for liver (4). In a second
experiment, 7 cortical fragments (3x3x1 mm) were randomly removed from each pair of
ovaries and placed in HM. For viability analysis, one fragment was immediately submitted to
follicular isolation (control) and early-stage follicles were classified as viable (not stained) or
non-viable (stained) by using trypan blue dye (7). The remaining 6 fragments were exposed to
DMSO as described in the first experiment, excluding the exposure times of 30 and 40 min,
and submitted to a conventional cryopreservation procedure previously tested by our group
(8), where after samples were thawed and DMSO was washed out from the ovarian tissue
according to the procedure described in the first experiment. To assess viability, early-stage
follicles were isolated from the tissue, followed by trypan blue staining as quality control in
ovarian cryopreservation procedures (9). Mean percentages of morphologically normal (exp
1) and viable (exp 2) early-stage follicles in the different treatments were compared using
Dunnet test. All data were submitted to ANOVA and compared by using t Test, and Pearson
correlation was performed. Values were considered statistically significant when P<0.05.

In the first experiment, a total of 1560 early-stage follicles were examined for their
morphology and the mean percentages of normal follicles were calculated (Fig 1A). Follicular
exposure to DMSO did not significantly reduced (P>0.05) the percentage of normal early-

stage follicles when compared to untreated (control) follicles or among the treatments, except
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for exposure to 2.0 M DMSO for 30 and 40 min that significantly reduced the percentage of
normal follicles when compared to control. To determine DMSO perfusion into the ovarian
tissue, HPLC analysis has been performed (Fig. 1B). Except for 1.5 M DMSO exposure for
40 min and 2.0 M DMSO exposure for 30 min, tissue levels were not significantly affected by
increase in time and concentration. This was confirmed by the low correlation between
follicular morphology and cryoprotectant concentration and time of exposure (r*=-0,36). The
mean minimum (0.63 mg) and maximum (1.63 mg) DMSO tissue levels were observed after
ovarian tissue exposure to 1.0 M DMSO for 10 min and 2.0 M DMSO for 30 min,
respectively. The second experiment followed the results obtained in the experiment 1, and a
total of 840 early-stage follicles were examined for their viability by using trypan blue
staining. The mean percentages of viable follicles were calculated (Fig 1C). Cryopreservation
of ovarian tissue after exposure to 1.0 and 1.5 M DMSO for 10 min did not significantly
reduced (P>0.05) the percentage of viable early-stage follicles when compared to control.
After TUNEL, it was not observed high percentages of apoptotic follicles in any treatment.
Follicular morphology was not negatively affected when ovarian tissue was exposed to
1.0 and 1.5 M DMSO until 40 min, or to 2.0M DMSO for 10 and 20 min. However, follicular
survival after cryopreservation was similar to control values when exposure to 1.0 or 1.5 M
DMSO was performed for a maximum period of 10 min. Previous experiments had
demonstrated that ovarian tissue of large mammals, e.g. caprine and human, can be efficiently
cryopreserved in low concentrations of DMSO, such as approximately 1.0 M (10,11) and 1.5
M (3,8). In the studies using goat ovarian tissue, exposure to DMSO has been carried out at
20°C (8,10) as in our present study, but for a longer period (20 min). Differently, exposure in
the previously cited human studies (3,11) has been performed for 30 min, but at a lower

temperature (4°C). Although the reported success, only the study from Newton and co-
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workers (3) had evaluated the permeation rate of the cryoprotectant, as well as in the present
study we have obtained viability rates similar to those observed in fresh tissue (control). To
assess permeation of cryoprotectant into the ovarian tissue using a simple, inexpensive and
rapid procedure, we have performed HPLC analysis. We have showed that a minimum
amount of DMSO into the ovarian tissue (0.63 mg) associated with an short and optimal
exposure time (10 min), was sufficient to protect the early-stage follicles against chilling
injuries. Thus, the toxic effect of the cryoprotectant can be reduced without compromise the
freezing success as confirmed by viability analysis and absence of apoptotic cells, which was
confirmed by TUNEL. The current study demonstrates the possibility to successfully
cryopreserve ovarian tissue after exposure to 1.0 or 1.5 M DMSO for 10 min. Based on this,
further studies evaluating other cryoprotectants as well as reducing the cryoprotectant
concentration on the freezing medium, will help to develop efficient procedures for isolated
early-stage follicles before clinical application.
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Legend
Figure 1. Percentages (Mean + SD) of morphologically normal early-stage follicles after
exposure to DMSO (A), of the DMSO perfusion (mg) into the ovarian tissue after exposure
(B), and of viable follicles after cryopreservation (C).

* Differs significantly from control

a,b Differs significantly among incubation times (10, 20, 30 and 40 min)
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7 CONCLUSOES GERAIS

A exposi¢ao do tecido ovariano ao DMSO nas concentragdes de 1,0 Me 1,5 M

por 10 minutos ndo reduz a percentagem de FOPA morfologicamente normais;

Uma melhor eficiéncia na criopreserva¢dao de FOPA caprino inclusos no tecido
ovariano foi obtida utilizando curto periodo de exposicdo e baixas

concentragdes de DMSO (1,0 M ou 1,5 M).

A exposicdo a0 DMSO ndo constituiu fator predisponente a atresia por

apoptose em FOPA caprinos.
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8 PERSPECTIVAS

e O protocolo de criopreservacdo descrito no presente trabalho poderd ser
rotineiramente utilizado, visando a preservagdao de FOPA caprinos inclusos em
tecido ovariano oriundo de animais de alto valor genético, visando a
constitui¢ao de banco de germoplasma animal. Entretanto, testes mais precisos
como a microscopia eletronica de transmissdo e o cultivo in vitro poderdo ser
utilizados visando uma melhor avaliacdo da eficiéncia dos protocolos de

exposi¢ao/congelacao.

¢ Estudos avaliando outros crioprotetores poderdo auxiliar no estabelecimento de
um protocolo ideal para a criopreservacdo de FOPA em vdrias espécies,

inclusive a humana, haja vista a utilizacio desta técnica na aplicacao clinica.
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ANEXO A - MATERIAL E METODOS

ANEXO AA - Origem e preparacdo do tecido ovariano

Foram utilizados ovdrios (n=8) de cabras adultas, sem raga definida, oriundos de
abatedouro local. Uma vez coletados, os ovdrios foram removidos do tecido adjacente e
lavados uma vez em &lcool 70% e duas vezes em meio essencial minimo (MEM) (Sigma)
suplementado com HEPES (Sigma), constituindo o MEM". Em seguida, foram colocados em
tubos contendo 20 mL de MEM™ acrescido de 200ul de penicilina e 200ul de estreptomicina e

transportados, dentro de uma hora, ao laboratério a 20°C em recipiente térmico com dgua.

ANEXO AB - Exposi¢do e perfusio do tecido ovariano utilizando DMSO

No laboratorio, os pares ovarianos provenientes de cada animal foram divididos em 25
fragmentos de aproximadamente 3x3x1 mm, sendo um fragmento (controle) imediatamente
fixado em 4% paraformaldeido em PBS por 12 horas a temperatura ambiente e destinado a
andlise histoldgica e teste de TUNEL. Os 24 fragmentos restantes foram entdo expostos ao
DMSO (Vetec, Rio de Janeiro — Brasil) nas concentragdes de 1,0 M, 1,5 M ou 2,0 M nos
tempos de 10, 20, 30 ou 40 minutos (dois fragmentos para cada tratamento) (Figura 2). Para
exposi¢do, os fragmentos foram colocados em microtubos contendo 1,8 mL de solucdo
composta por MEM" suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) e DMSO, nas
concentracdes de 1,0M, 1,5 M ou 2,0 M, sendo mantidos a 20°C por 10, 20, 30 ou 40 min.
Ap6s o termino de cada periodo de exposi¢do, um fragmento foi submetido a trés lavagens de
cinco minutos cada, em MEM" para remocdo do crioprotetor e entdo fixados conforme
descrito acima para o controle, os quais foram, posteriormente, utilizados para histologia
classica (HC) e TUNEL. O fragmento restante, oriundo de cada tratamento, foi destinado ao
protocolo da andlise por CLAE, modificado de Carpenter e Dawson (1990). Para tanto,
fragmentos ovarianos foram levemente enxutos em papel toalha apds exposi¢do ao DMSO,
pesados em balanca de precisdo e colocados em tubos de 50 mL em uma solu¢ido de metanol
10% (1:100). Apos seis horas, o fragmento foi retirado e a solugdo foi refrigerada até sua

analise.
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ANEXO AC - Processamento e andlise histolégica do tecido ovariano

O tecido ovariano, tanto do controle como dos tratamentos destinados a HC apds a
fixacdo, foram desidratados, diafanizados e inclusos em parafina. Seccdes seriadas de 7 um
de espessura foram obtidas e entio montadas em laminas e coradas com Acido Periédico de
Schiff (PAS) — Hematoxilina. Todas as sec¢des foram examinadas utilizando um microscépio
optico (Leica) no aumento de 400 x, e um nimero minimo de 120 FOPA, ou seja, odcitos
circundados por uma ou mais camadas de células da granulosa que ndo apresentavam
cavidade antral, foram avaliados em cada tratamento. No tocante ao aspecto morfoldgico, a
classificacdo dos FOPA foi baseada na integridade do odcito, das células da granulosa e da
membrana basal, sendo os foliculos classificados como morfologicamente normais (foliculos
contendo odcito e células da granulosa intactas), ou degenerados (foliculos apresentando
retracdo citoplasmdtica e/ou nicleo do odcito picndtico, bem como desorganizacdo das
células da granulosa e destacamento da membrana basal). Apenas os foliculos que
apresentavam o nucleo do odcito visivel foram analisados, a fim de evitar a contagem do

mesmo foliculo em seccdes diferentes.

ANEXO AD - Anilise por HPLC

As andlises foram realizadas empregando-se aparelho de cromatografia liquida Gilson
321 equipado com detector ultravioleta UV/Vis-152 Gilson e programa controlador unipoint
3.0. Utilizou-se pré-coluna Hichrom-5 C18-10C acoplada a coluna Hichrom-5 C18 (250 x 4,6
mm, 5 um, “end capped’), injetor manual Rheodine® com volume de 20 pL (“loop”), fluxo
de 1 mL.min™ e detec¢dio em 214 nm. Empregou-se como fase mével a mistura dgua/metanol
(9:1). Todas as amostras foram filtradas antes da inje¢c@o utilizando-se membranas de ndilon
de 0,45 pm (13 mm, MFS). O tempo de retencdo obtido para o DMSO nas condi¢oes
descritas foi de 3,4 min.

Para a obtencdo da curva de calibracdo, as solugdes padrdes de dimetilsulfoxido (0,0;
0,00305; 0,01218; 0,04875; 0,19500 e 0,78000 mg/mL) foram preparadas a partir de uma

solugdo estoque de 1,56 mg/mL por dilui¢do serial em fase movel. Todas as solugdes padroes
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foram analisadas em triplicata. A andlise de varidncia dos dados (ANOVA) obtidos para a
curva de calibragdo resultou na Equacao 1 da curva de regressiao (onde C = concentracio e A
= drea do sinal). A resposta da curva padrdo produzida foi linear com coeficiente de

correlagdo R>= 0,99985.
C =-0,0020534 + 1,41045x107. A Equacao 1

Através dos valores obtidos para a curva de calibragdo foi possivel calcular o limite de
deteccao (LD) de 0,012 mg/mL e o limite de quantificacdo (LQ) de 0,03647 mg/mL para o
DMSO nas condi¢Oes analiticas disponiveis.

Para a obtencdo dos niveis teciduais, a concentragio obtida através da equagdo 1 foi

multiplicada pelo volume de metanol 10% utilizado na extragdo do DMSO do fragmento.

ANEXO AE - Deteccdo da apoptose: Teste de TUNEL (terminal deoxynucleotidil tranferase-

mediated deoxyuridine triphosphate biotin nick end-labeling)

Para detec¢do do processo de apoptose,0os fragmentos apds exposicio e
criopreservacdo foram fixados e inclusos em parafina, conforme descrito anteriormente para
HC. Em seguida, os fragmentos foram seccionados seriadamente a espessura de 5 pm e
montados em laminas, diafinizados, reidratados e lavados 2 vezes em PBS, com intervalo de 3
minutos para cada banho. Posteriormente, as laminas foram incubadas por uma hora em
camara Uumida a uma temperatura de 37°C, com a solu¢cdo marcadora (In situ cell death
detection kit - POD, Alemanha). Ao término do tempo de incubac¢do, as laminas foram
novamente lavadas em PBS, e colocadas em camara tmida a 37°C por 30 minutos com
Converter-POD. Passado este periodo, foi realizada uma lavagem em PBS seguida por
incubacdo com DAB por 5 minutos a temperatura ambiente. Por fim, os fragmentos foram
corados com hematoxilina e as ldminas foram examinadas utilizando um microscépio 6ptico

(Leica) no aumento de 400x.

ANEXO AF - Congelagao/descongelacdo
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Para a congelacdo, foram utilizados sete fragmentos ovarianos de 3x3x1. Um
fragmento, escolhido aleatoriamente, foi imediatamente destinado ao isolamento mecanico
folicular por tissue chopper e andlise da viabilidade (controle fresco) conforme descrito
posteriormente. Os demais fragmentos foram colocados em macrotubos (2,0 mL) e expostos a
20°C ao DMSO nas concentragdes de 1,0 M, 1,5 M e 2,0 M por 10 e 20 minutos, baseado nos
melhores resultados obtidos apds exposicdo. Apds o periodo de exposi¢do, os macrotubos
contendo os fragmentos foram transferidos para um freezer programavel biolégico (Freeze
control, Cryobiologic Pty. Ltd., Warverley, Austrdlia) a 20° C. Os fragmentos foram
resfriados a uma taxa de 2° C por minuto até — 7° C e a formacao de cristal de gelo (seeding)
foi induzida manualmente por meio do toque dos macrotubos com um forceps pré-resfriado
em nitrogénio liquido (N,L). As amostras permaneceram nesta temperatura (-7°C) por 15
minutos e, entdo, foram resfriados a uma taxa de 0.3° C/ min até — 40°C e em seguida a uma
taxa de 10° C /minuto até — 70° C. Posteriormente, os macrotubos foram mergulhados
diretamente em N,L (-196°C) e estocados por uma semana antes da descongelagcdo. Para a
descongelacdo, os macrotubos foram retirados do N,L e, expostos a temperatura ambiente por
I minuto sendo, em seguida, imersos em banho-maria a 37 °C até sua completa
descongelacdo. O crioprotetor foi, entdo, removido através de 3 lavagens de 5 minutos cada,
em MEM" suplementado com 10% SFB a temperatura ambiente. Finalmente, os fragmentos

ovarianos foram destinados ao isolamento mecanico e analise da viabilidade.

ANEXO AG - Isolamento e analise da viabilidade

Os FOPA foram isolados de acordo com Lucci et al. (1999). Resumidamente, o tecido
ovariano foi cortado em pequenos fragmentos utilizando o tissue chopper (The Mickle
Laboratory Engineering Co., Gomshal, Surrey, UK) ajustado para sec¢des seriadas de 75 pm.
Os fragmentos ovarianos foram colocados em MEM" acrescido de 10% SFB e dissociados
mecanicamente com pipetas Pasteur. A suspensdo obtida foi filtrada sucessivamente em
malhas de 500 e 100 um e uma aliquota de 100 puL contendo os FOPA frescos (ndo
congelados - controle), bem como aqueles utilizados no processo de criopreservacio foi
adicionada a 5 pl de solucdo azul de trypan 0,4%. Apés um minuto, a aliquota contendo os

foliculos isolados foi analisada sob um microscopio invertido e um total de 840 foliculos foi
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avaliado (120 por tratamento), e classificados como vidveis (ndo corados) ou ndo vidveis

(corados).

ANEXO AH - Analise estatistica

Apdés ANOV A a comparagdo das percentagens de foliculos morfologicamente normais
em relacdo ao controle foi realizada utilizando o teste de Dunnett. Para a anélise do efeito da
concentracdo e do tempo de exposi¢do, foi realizado teste . A correlagdo entre os FOPA
normais e quantidade de DMSO encontrada no fragmento ovariano foi verificada pelo teste de

Pearson. Os valores foram considerados significativos quando P < 0,05.



