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RESUMO

A vitrificacdo de tecido ovariano ¢ uma alternativa para preservar a fertilidade de
pacientes humanas que sofrem de cancer e que estdo em risco de faléncia ovariana
prematura. No entanto, existe sempre a necessidade de aprimorar o protocolo existente
de vitrificagcdo desse material bioldgico. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar se a
adicdo de polimeros sintéticos na solugcdo de vitrificagdo afetou a morfologia e
desenvolvimento folicular, niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a expressao
de proteinas relacionadas a proliferagao celular (Ki-67), presenga de canais de agua
(Aquaporina-3 ou AQP3) e apoptose (Caspase-3 ativada) no tecido ovariano da espécie
caprina, conhecida por ser um excelente modelo translacional para o ser humano. Para
1ss0, ovarios caprinos foram obtidos de abatedouros locais e transportados ao laboratério
dentro de uma hora. Uma vez no laboratério, o cortex ovariano de cada par ovariano foi
cortado em pequenos fragmentos (n = 12; 1 x 1 x 0,5 mm) usando um Tissue Slicer®
(Thomas Scientific) em condi¢des estéreis. Somente aqueles com um nimero
consideravel de foliculos pré-antrais foram considerados e distribuidos aleatoriamente
entre os grupos. Dois fragmentos frescos foram fixados em 4 % de paraformaldeido
(PAF) por 2 horas a 37 °C e denominados Controle Fresco, enquanto outros dois foram
cultivados in vitro por 7 dias e denominados Controle Cultivado. Os fragmentos restantes
(n = 8) foram distribuidos em quatro diferentes condigdes de vitrificacdo (2
fragmentos/condi¢do): 1) Vitrificacdo com adicdo de sacarose;, 2) Vitrificagdo com
adi¢do de SuperCool X-1000 0,2%; 3) SuperCool Z-1000 0,4% ou 4) com PVP K-12
0,2%, totalizando quatro tratamentos experimentais. Todas as solucdes de vitrificagdo
incluiam o antioxidante catalase. O Controle Cultivado e os tratamentos vitrificados
foram destinados para o cultivo in vitro por 7 dias. Morfologicamente, o tratamento com
SuperCool X-1000 ndo mostrou diferencas significativas em relagdo ao Controle Fresco
e foi superior em relagdo aos demais. Quanto ao desenvolvimento folicular, todos os
fragmentos vitrificados e cultivados in vitro mantiveram a percentagem de foliculos em
desenvolvimento equivalente ao Controle Fresco, exceto no grupo vitrificado com
SuperCool Z-1000 que mostrou uma redugdo significativa na percentagem de
desenvolvimento folicular ap6s 7 dias de cultivo. No tocante a analise de proliferacao,
somente o Controle Fresco mostrou células da granulosa marcadas positivamente para
Ki-67. As marcacoes de AQP3 mais fortes foram encontradas no tratamento com

Supercool X-1000 em todas as categorias foliculares avaliadas exceto para o



compartimento oocitario nos foliculos secundarios. A respeito da analise da caspase-3
ativada, ndo foram achadas diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos. Os niveis de ROS foram iguais para todos os tratamentos cultivados. Em
conclusao, demonstrou-se que a vitrificagdo com o polimero sintético SuperCool X-1000
manteve a morfologia folicular semelhante a observada no tecido fresco, ou seja, foliculos
vitrificados com este polimero sintético podem resistir melhor o estresse sofrido durante
este processo. Assim mesmo, os resultados de ROS sugerem que a interagdo entre o
SuperCool X-1000 e o antioxidante catalase podem ajudar a reduzir o estresse oxidativo

que pode levar a injurias nos foliculos ovarianos.

Palavras-chave: Tecido ovariano. Polimeros sintéticos. Cultivo in vitro. SuperCool X-

1000.



ABSTRACT

Ovarian tissue vitrification is an alternative for fertility preservation in human female
cancer patients that are at risk of premature ovarian failure. However, there is always the
need for further improving the protocol used for vitrifying this biological material. Thus,
the aim of this study was to evaluate whether the addition of synthetic polymers to the
vitrification solution affected follicular morphology and development, reactive oxygen
species (ROS) levels and the expression of proteins related to cell proliferation (Ki-67),
water channels (Aquaporin-3 or AQP3) and apoptosis (activated Caspase-3) in ovarian
tissue of the caprine species, known to be excellent translational models for the human
being. Regarding the methodology, caprine ovaries were obtained from local abattoirs
and transported to the laboratory within one hour. Once there, the ovarian cortex from
each ovarian pair was cut into small fragments (n = 12; 1 x 1 x 0,5 mm) using a Tissue
Slicer® (Thomas Scientific) under sterile conditions. Only those fragments with a
considerable number of preantral follicles were considered and distributed randomly
between the groups. Two fresh fragments were fixed in 4 % paraformaldehyde (PFA) for
2 hours at 37 °C and named as Fresh Control, while other two were in vitro cultured for
7 days and named Cultured Control. The remaining fragments (n = 8) were distributed in
four different vitrification conditions (2 fragments/condition): 1) Vitrification with the
addition of sucrose; 2) Vitrification with the addition of SuperCool X-1000 0.2 %; 3)
SuperCool Z-1000 0.4 % or 4) PVP K-12 0.2 %, totaling four experimental treatments.
All vitrification solutions included the antioxidant catalase. Cultured Control and vitrified
treatments were destined for in vitro culture for 7 days. Morphologically, the treatment
with SuperCool X-1000 showed no significant difference with the Fresh Control group
and was superior to the other treatments. Regarding follicular development, all vitrified
and in vitro cultured fragments maintained the percentage of developing follicles similar
to the Fresh Control, except the one vitrified with SuperCool Z-1000 that showed a
significant reduction in the follicular development percentages after 7 days of culture.
Regarding the proliferation analysis, only the Fresh Control showed Ki-67-positive
granulosa cells. The strongest AQP3 labels were found in the SuperCool X-1000
treatment in all follicular categories evaluated except for the oocyte compartment of the
secondary follicles. Concerning the activated caspase-3 analysis, there were no
statistically significant differences between treatments. ROS levels were the same for all

the cultured treatments. In conclusion, we have demonstrated that the vitrification with



the synthetic polymer SuperCool X-1000 maintained the follicular morphology similar to
the observed in the fresh tissue, in other words, follicles vitrified with this synthetic
polymer could resist better the stress suffered during this process. Also, the ROS results
suggest that the interaction between SuperCool X-1000 and catalase could help reduce

the oxidative stress that can lead to injuries to the follicles.

Key-words: Ovarian tissue. Synthetic polymer. In vitro culture. SuperCool X-1000.
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1 INTRODUCAO

Nas tultimas décadas, a criotecnologia tem mostrado grande relevancia tanto na
medicina reprodutiva humana quanto na reproducao animal, através da criopreservacao
de embrides (MARCO-JIMENEZ et al., 2014); células germinativas masculinas (PIASSI
et al., 2009) e femininas (RODRIGUES et al., 2004a,b); bem como de tecido ovariano
(LADANYT et al., 2017); permitindo a retomada do desenvolvimento celular normal apos
0 armazenamento em nitrogénio liquido (-196 °C). Do ponto de vista clinico, quando as
técnicas de reproducdo assistida, a criopreservacdo permite o desenvolvimento de novas
estratégias para restaurar a fertilidade de mulheres submetidas a exposicdo aos
quimioterapicos, comumente empregados para o tratamento do cancer e que desejam ter
filhos ap6s a remissdao da doenga (JERUSS e WOODRUFF., 2009; AMORIM et al.,
2012; TELFER e ZELINSKI., 2013).

Dentre as estratégias disponiveis para assegurar a func¢do reprodutiva feminina,
destacam-se a utilizagdo de embrides € oocitos maduros, previamente criopreservados.
No entanto, ambas estratégias, dentre outros requisitos requerem tempo e higidez do
individuo para responder adequadamente a estimulagdo hormonal (LUCAS e HENSEL.,
2014). Desta forma, tanto a criopreservagao de embrides como de o6citos maduros ndo ¢
recomendada para mulheres que sofrem de cancer ou outras desordens, pois em muitos
casos, necessitam iniciar seu tratamento de maneira imediata. Nestes casos, a
criopreservacao do tecido ovariano representa uma alternativa promissora pois além de
ndo necessitar de estimulacao hormonal e uso do sémen (AMORIM et al., 2011), permite
preservar um grande nimero de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais € mantém a
integridade estrutural e funcional do ovario.

Até o presente momento, na espécie humana, mais de 80 nascimentos a partir do
tecido ovariano criopreservado j& foram relatados na literatura por diferentes
pesquisadores (LADANYT et al., 2017). Apesar da grande maioria dos estudos terem
utilizado o processo de congelacdo lenta, alguns autores ja demonstraram que a
vitrificagdo também pode ser empregada com sucesso, provando que o nascimento de
individuos saudaveis também ¢ possivel utilizando tecido ovariano vitrificado (SUZUKI
et al., 2015). A vitrificacdo ¢ capaz de evitar a formacdo do gelo intracelular devido a
utilizacdo de altas concentracdes de agentes crioprotetores (ACPs) intracelulares,
associadas a uma taxa de resfriamento ultra-rapida para aumentar a viscosidade da

solucdo de vitrificagdo e, promover a passagem da 4gua do estado liquido para um estado
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vitreo amorfo (FAHY et al., 1984, 2004; AMORIM et al., 2012). No entanto, esses
requerimentos podem levar a crioinjurias celulares devido a toxicidade e estresse
osmotico (AMORIM et al., 2011; LUZ et al., 2011). Visando reduzir as crioinjurias,
agucares como a sacarose (SANTOS et al., 2006; TANPRADIT et al., 2015) e a trealose
(RUIZ et al., 2013), tém sido utilizados como ACPs extracelulares na solucdo de
vitrificagdo, associados aos ACPs intracelulares (AL-AGHBARI ¢ MENINO, 2002;
HASHIMOTO et al., 2010). Os agticares modificam o gradiente osmdtico, promovem a
desidratacao celular através da saida da 4gua e com isso inibem a formagdo de cristais
intracelulares (SANTOS et al., 2006; ZHANG et al., 2009). Porém, devido a rapida
exposic¢ao (5 minutos) do material bioldgico ao aglicar presente na solugdo de vitrificagdo
e a alta velocidade de resfriamento (>15,000°C/min) acreditamos que o uso de agucares
ainda nao seja suficientemente capaz de evitar a formagao de pequenos cristais de gelo
intracelular, indicando a necessidade de otimizagao do protocolo de vitrificagao.
Polimeros naturais como as proteinas e glicoproteinas anticongelantes (GPAC)
sdo encontrados em peixes polares e insetos de clima muito frio e oferecem a estes
individuos, tolerancia e sobrevivéncia a congelacio (HARDING et al., 2003). Essas
proteinas agem comprimindo o ponto de congelamento por um processo conhecido como
histerese térmica e estdo disponiveis na natureza em quantidades muito pequenas.
Felizmente, gracas aos esfor¢os de Fahy et al., foram criados andlogos sintéticos para
essas glicoproteinas anticongelamento (WOWK et al, 2000). O copolimero de alcool
polivinilico ou SuperCool X-1000, a polivinilpirrolidona (PVP), e o copolimero de
poliglicerol ou SuperCool Z-1000 sdo exemplos de polimeros sintéticos que mimetizam
a acdo das GPAC. Esses polimeros tém sido empregados como componentes
extracelulares na solucao de vitrificagdo, mostrando resultados promissores em varios
sistemas (BADRZADEH et al., 2010; HASHIMOTO et al., 2010; TING et al., 2012,
2013; MARCO-JIMENEZ et al., 2014). Os polimeros sintéticos também permitem
reduzir a concentragdo dos ACPs intracelulares necessarios para a vitrificacdo,
aumentando a estabilidade do estado amorfo das solucdes de vitrificacao e evitando a
ocorréncia de recristalizagdao do gelo ou devitrificacdo que ¢ a formagao de gelo durante
o processo de aquecimento (WOWK et al., 2000; GIBSON et al., 2009; MAKAREVICH
et al., 2010; CONGDON et al., 2013; DELLER ef al., 2013; MITCHELL et al., 2015).
Portanto, acreditamos que esses componentes sejam uma alternativa promissora para

melhorar os resultados da vitrificacdo de tecido ovariano.
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Considerando a importancia da criopreservagdo do tecido ovariano para a
preservagdo da fertilidade feminina, a revisdo de literatura a seguir aborda a importancia
da criopreservagdo no contexto da tecnologia de reproducdo assistida, ressaltando o
processo de vitrificacdo, bem como os polimeros sintéticos como adjuvantes da solugao

de vitrificagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CRIOPRESERVACAO NA REPRODUCAO ASSISTIDA

A criopreservacdo ¢ uma técnica que utiliza temperaturas ultrabaixas para
preservar células e tecidos vivos estruturalmente intactos (PEGG, 2007). As baixas
temperaturas levam a uma redu¢do do metabolismo celular, permitindo que as células ou
os tecidos sejam conservados por periodos indeterminados, garantindo a retomada do
desenvolvimento celular normal apds aquecimento (CASTRO et al., 2011). Na condigdo
de frio extremo, isto ¢, a partir de -80°C, o transporte de substancias através da membrana
(difusdo celular) ¢ considerado insignificante; consequentemente, as reagdes metabodlicas
impulsionadas pela energia térmica ocorrem muito lentamente ou sdo completamente
paralisadas (FAUSTINO et al., 2011). Isso ¢ de grande importancia quando se deseja
criopreservar um orgao inteiro ou pequenas partes deste como € o caso da criopreservagao
de ovarios de mulheres que se submetem a tratamentos quimioterapicos para a cura do
cancer ou outras desordens.

Anualmente, mais de 35.000 mulheres com idades entre 15 e 39 anos sdo
diagnosticadas com cancer (COCCIA et al., 2014). Os avangos nas terapias e cuidados
de suporte permitem a sobrevivéncia da maioria delas, porém, podem sofrer com a
menopausa prematura ou tornarem-se inférteis (LEVINE et al., 2015). Assim, a
criopreservacao associada as técnicas de reproducao assistida tem uma grande relevancia
clinica, uma vez que permite o desenvolvimento de novas estratégias para restaurar a
fertilidade em criangas e adolescentes que estdo em risco de faléncia ovariana prematura
ou de mulheres com cancer que desejam ter filhos apos a cura da doenca (JERUSS e
WOODRUFF., 2009; AMORIM et al., 2012; TELFER e ZELINSKI., 2013). Além disso,
do ponto de vista da reprodug@o animal, a criopreservagdo também tem grande destaque
pela sua utilidade no estabelecimento e manutencao de bancos de germoplasma com a
finalidade de salvaguardar gendtipos valiosos e/ou em risco de extingdo (CARVALHO
etal., 2011; LUNARDI et al., 2012; TORRES et al., 2012). Desta forma, varios estudos
tem demonstrado o desenvolvimento progressivo de técnicas de criopreservagao que sao
aplicaveis a diferentes fontes biologicas (MERYMAN et al., 2007), como sera visto a

seguir.
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2.1.1. Tipos de material bioldgico criopreservado para manter a funcao reprodutiva

A criopreservagdo de embrioes € a abordagem mais utilizada nos procedimentos
que visam a preservagao da fertilidade da fémea nas tltimas décadas (CORTVRINDT et
al, 1996; MANDELBAUM et al., 1998; GUPTA et al., 2008). No entanto, apresenta o
inconveniente da necessidade da estimulagdo hormonal das mulheres ou fémeas, bem
como o uso do sémen para a produ¢ao dos embrides (FIGUEIREDO et al., 2008).
Portanto, a criopreservagao de embrides nao pode ser realizada em qualquer momento ou
estagio reprodutivo da fémea, sobretudo naquelas mulheres jovens reprodutivamente,
imaturas por ndo responderem ao tratamento hormonal. Além disso, questdes éticas e
religiosas podem dificultar a utilizacdo e estocagem desse tipo de material bioldgico
(KAPP., 2006).

Uma alternativa que poderia minimizar as questdes acima citadas ¢ a
criopreservagdo de oocitos maturos (JAIN e PAULSON., 2006). Essa abordagem tem
sido bastante utilizada por mulheres adultas que por vérios motivos, profissionais ou
pessoais, adiaram a sua maternidade e estdo preocupadas com o declinio da fertilidade
relacionado com o avanco da idade (LEVINE ef al., 2015). Diferentemente da
criopreservacao de embrides, a criopreservagdo dos o6citos ndo necessita da participagdo
do material biologico germinativo masculino (ARGYLE et al., 2016). No entanto, da
mesma forma que a criopreservagao de embrides, essa técnica precisa de uma estimulacao
hormonal, exigindo que o individuo seja sexualmente maturo. No caso de mulheres
acometidas pelo cancer essa também ndo ¢ uma possibilidade viavel, pois pode ser
contraindicada devido & biologia do tumor (GONZALEZ et al., 2011) ou devido ao risco
do aparecimento da sindrome de hiperestimulacdo ovariana, que pode representar um
perigo para a saude da paciente, além de atrasar a terapia contra o cancer (MAHAJAN.,
2015).

Finalmente, uma alternativa que tem recebido destaque ¢ a criopreservagdo do
tecido ovariano, pois comparada com a criopreservacao de embrides e oocitos, ndo requer
nenhum tratamento hormonal (RODRIGUEZ-WALLBERG et al., 2016) que retarde o
inicio do tratamento anticancer, pode ser realizada em qualquer fase da vida reprodutiva
do individuo, ¢ a tUnica alternativa para a preservacdo da fertilidade de meninas
prepuberes que estdo em risco de faléncia ovariana prematura devida a terapia contra o

cancer (LADANYI et al., 2017) e pode salvar ndo apenas a fertilidade e fun¢ao gonadal
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(LAMBERTINI et al., 2015), bem como proteger a mulher de consequéncias indesejaveis
de natureza psicoldgica.

Essa técnica tem como finalidade a preservacao dos foliculos pré-antrais, os quais
estdo localizados no cortex ovariano e representam a reserva principal de gametas
femininos. No caso das pacientes em que o cancer leva a metéstase, existe o risco de
reintroducdo de células cancerosas através do transplante de tecido previamente
criopreservado (AUBARD et al., 2001). Com a finalidade de evitar esse risco, o
xenotransplante (transplante de tecidos ou orgdos entre diferentes espécies) de tecido
ovariano criopreservado foi demonstrado como uma boa escolha (DITTRICH et al.,
2015). Outra alternativa ¢é, ap6s o armazenamento, estes foliculos pré-antrais podem ser
cultivados in vitro, um procedimento que ndo sé serve como ferramenta essencial para
avaliar o processo de criopreservacao (DONNEZ et al., 2006; FAUSTINO et al., 2011;
ROSENDAHL et al. 2011, LUNARDI et al., 2013), mas também suporta o crescimento
e o desenvolvimento folicular (ARAUJO et al., 2014). Aqueles foliculos pré-antrais
provenientes do tecido ovariano criopreservado com subsequente maturagao e fertilizacao
in vitro (WANG et al., 2011) podem ser utilizados com sucesso evitando a reintrodugao
de células cancerosas (LUNARDI et al., 2013). Um resumo das principais vantagens e
desvantagens das op¢des disponiveis para a preservacao da fertilidade feminina pode ser

encontrado no quadro abaixo.

Quadro 1 - Vantagens e desvantagens da criopreservac¢ao de diferentes materiais

biologicos para a preservacio da fertilidade feminina.

Material Vantagens Desvantagens

Embrides Amplamente testado clinicamente Precisa de células
germinativas masculinas e de
estimulagdo hormonal, além
do atraso no tratamento.

Odcitos Nao precisa de células germinativas Precisa de estimulagao
masculinas hormonal e pode atrasar no
tratamento.
Tecido Nao precisa da maturidade sexual, Existe o potencial de
ovariano células germinativas masculinas e reintroduzir células
estimulagdo hormonal. Nao ha atraso cancerosas.

no tratamento.
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Embrides: Rienzi et al., 2017; obcitos: Argyle et al., 2016; tecido ovariano: Ladanyi et
al.,2017.

Fonte: Elaborada pelo autor

2.1.2. Métodos de criopreservacio

A criopreservagdo de tecido ovariano pode ser realizada por dois métodos, isto &,
a congelacdo lenta e a vitrificagdo. Independentemente do método utilizado, a
criopreservacao baseia-se em cinco etapas fundamentais: 1) exposi¢do aos ACPs, com a
finalidade de permitir a difusdo desses agentes nos compartimentos celulares; 2)
resfriamento com redugdo da temperatura de forma gradual (congelagdo lenta) ou subita
(vitrificagdo), na qual a amostra passa da temperatura ambiente para a temperatura
criogénica; 3) armazenamento ou estocagem, permitindo a preservagdo do material em
temperatura ultrabaixa por periodos indefinidos; 4) descongelacdo ou aquecimento, etapa
na qual ocorre o resgate do material criopreservado e retomada do metabolismo celular;
e 5) dilui¢do ou remog¢do dos ACPs, a fim de evitar, na presenca de temperatura
fisioldgica ou ambiente, a producdo de metabolitos secundarios, o que intensificaria a
acdo toxica destes aditivos (RODRIGUES., 2003). Na Figura 1, pode-se observar uma

comparacdo entre os dois métodos de criopreservacao, a congelacdo lenta e a vitrificacao.

Figura 1 - Congelacao lenta versus vitrificacdo. A maior concentracio de agentes
crioprotetores (azul) junto com o resfriamento ultra-rapida permitem a
vitrificacio evitar a formacao de cristais de gelo (branco) em comparacio com a
congelacao lenta. A congelacio lenta tem um menor espaco intracelular coberto

pelos ACPs acrescentando o espaco coberto pelos cristais de gelo



23

Fonte: Adaptado de Wowk et al., 2007

2.1.2.1 Congelacgao lenta

A congelagdo lenta ¢ caracterizada pela exposi¢ao das células ou tecidos a baixas
concentragdes do ACP (~1,5 mol/l), por um periodo que pode variar de 20 a 60 minutos.
Nesse método, o material é resfriado lentamente a uma velocidade de 2°C/min até -4 a -
9°C, mantendo-se nesta temperatura por um curto periodo (10 a 15 min) para a
estabilizacdo térmica e realizagdo do seeding, o qual previne o super-resfriamento e a
extrema desidratacdo celular. Em seguida, a amostra continua sendo resfriada lentamente
a uma velocidade de 0,3°C/min. Uma vez que a desidratagdo celular ¢ suficientemente
atingida (entre -30 a -80°C), o material ¢ estocado em nitrogénio liquido (-196°C)
(RODRIGUES., 2003).

Durante o processo de baixa da temperatura, num momento dado da etapa de
resfriamento, massas de gelo contendo dgua pura e cristalina irdo se formar. O aumento
da forca osmotica causa o efluxo de d4gua para minimizar a possibilidade de formacao de
gelo intracelular. Uma consequéncia ¢ que os solutos intracelulares também concentram-
se relatando a importancia da permeabilidade dos agentes crioprotetores utilizados
(FULLER et al., 2004).

Ja foram relatados na literatura véarios trabalhos apresentando resultados

satisfatorios que utilizam a congelacao lenta como método de criopreservacgao de tecido
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ovariano em diferentes espécies como, murinos (WANG et al., 2009); primatas humanos
(CALLEJO et al.,, 2013; REVELLI et al., 2013; DONNEZ e DOLMANS., 2014) e ndo
humanos (BORMAN et al., 2003; LEE et al., 2004), caprinos (RODRIGUES et al., 2004
a, b; FIGUEIREDO et al., 2011; CHOI et al., 2015); ovinos (SALLE et al, 2003;
MILENKOVIC et al., 2011; SAMARTZI et al., 2015); suinos (BORGES et al., 2009) e
bovinos (CASTRO et al., 2014). Além disso, na espécie humana, desde o inicio do ano
2000, varios estudos tém reportado o nascimento de individuos saudaveis apos o
transplante de tecido ovariano previamente congelado (DONNEZ et al., 2004; MEIROW
e LEVRON., 2005; SUZUKI et al., 2015).

Apesar desse método ser amplamente difundido, a formacgao de cristais de gelo
intracelulares, que pode ocorrer durante a realizagdo desse processo, representa um
grande desafio a ser vencido, tendo em vista que esse fenomeno ¢ um dos principais
responsaveis por danos celulares irreversiveis durante a criopreservagdo (CARVALHO
etal.,2011). Além disso, a sua aplicacdo em programas de reproducdo assistida apresenta
um custo relativamente alto devido & necessidade de equipamentos sofisticados. Por
tanto, acreditamos ser necessario explorar outras alternativas de criopreservagdo, como

por exemplo, o método de vitrificagao.

2.1.2.2. Vitrificagao

A vitrificagdo refere-se a um processo fisico, no qual ocorre a passagem de uma
solucdo liquida para formar um estado vitreo similar ao vidro (FULLER et al., 2004). Isso
ocorre ndo pela formagao de gelo, mas pela elevagdo extrema da viscosidade durante o
processo de resfriamento (FAHY et al., 1984). Enquanto ocorre o congelamento a
temperaturas ultrabaixas, dgua em estado liquido atingird uma temperatura de transi¢ao
vitrea na qual ocorrera a mudanga da fase liquida para a fase solida. No estado vitreo, a
solucdo ainda ¢ tecnicamente um liquido, mas estd muito fria para fluir. Certamente,
durante o congelamento as temperaturas mais baixas, as moléculas estardo na mesma
desorganizagdo quanto estariam no estado liquido, porém as propriedades fisicas deste
“liquido” sdo comparaveis as de um solido. Portanto, as moléculas sao mantidas no
mesmo padrao ao longo do processo. O “liquido solido” obtido ¢ definido como um vidro
(BROCKBANK et al., 2003). Para atingir este objetivo, altas concentragdes de ACPs sdo
utilizadas de modo a aumentar a viscosidade da solugdo. Apos a formacao do estado

vitreo, o material bioldgico criopreservado neste ambiente, deve ser armazenado em
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nitrogénio liquido at¢ o momento do aquecimento, o qual deve ser realizado de forma
rapida a temperatura ambiente no intuito de evitar a formagao de cristais de gelo (RALL
et al., 1985).

Frente a congelacdo lenta, a vitrificagdo tem como principais vantagens a nao
utilizacdo de aparelhos especializados diminuindo os custos e a reducao do tempo de
processamento. Além disso, apresenta menos danos durante o resfriamento, visto que as
amostras passam rapidamente pelos intervalos mais criticos de temperatura, ou seja, 15°C
e - 5°C (WOWK et al., 2000). Essas caracteristicas t€ém tornado a vitrificagdo uma
alternativa bastante promissora para a criopreservacao de tecido ovariano, o que resultou
em estudos sobre a vitrificacao de ovario humano (GANDOLFI et al., 2006; KEROS et
al., 2009 AMORIM et al., 2011; GLUJOVSKY et al., 2014, SANFILIPPO et al., 2015;
LADANYI et al., 2017), bem como em outras espécies (bovino: ZHOU et al., 2014;
murino: ORYAN et al., 2014; ZHANG et al., 2009; caprino: CARVALHO et al., 2014;
primata: AMORIM et al., 2013; TING et al., 2012, 2013; ovino: LUNARDI et al., 2015).
Destaque-se que ja existem registros de nascimentos, provenientes de tecidos vitrificados,
seguidos do transplante em murinos (WANG et al., 2009), ovinos (BORDES et al., 2005)
e seres humanos (SUZUKI et al., 2015).

Desde a primeira descri¢ao do processo de vitrificagdo feita por Luyet em 1940,
diversas técnicas e protocolos tém sido formulados visando a obtencdo de uma solucdo
de vitrificacao ideal ou que garanta a manutenc¢do da estrutura normal e funcional do
ovario o mais semelhante possivel ao tecido ovariano nao vitrificado. Para isso, varias
técnicas de vitrificagdo tém sido desenvolvidas, as quais estdo didaticamente, divididas
em trés grupos: 1) as que tém contato direto com o nitrogénio liquido (N2) (vitrificagdo
em palheta aberta estendida — OPS); 2) as que tém contato com o vapor de N> (vitrificagao
em superficie solida - SSV) e 3) as que ndo tém contato com o N (uso de sistemas
fechados como o OTC, Ovarian Tissue Cryosystem, entre outros). Esta ultima previne
uma possivel contaminacdo das amostras pelo contato com microrganismos resistentes as
temperaturas criogénicas do N> (BIELANSKI ez al., 2000, 2003).

Seguindo essa logica, estudos da equipe do Laboratorio de Manipulagdo de
Oocitos e Foliculos Pré-Antrais (LAMOFOPA) resultaram na variacdo da técnica de
vitrificagdo em superficie solida, que esta classificada dentro das técnicas que tém contato
com o Nz Essa nova técnica utiliza um dispositivo denominado Ovarian Tissue
Cryosystem (OTC). Esse dispositivo ¢ uma estrutura cilindrica composta por trés

estruturas: uma base, um inserto ¢ uma tampa; que juntos formam um dispositivo
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totalmente fechado, evitando contato do tecido com o N durante a vitrificacdo e
melhorando a troca de calor. Além disso, o OTC permite a vitrificacdo de varios
fragmentos a0 mesmo tempo, bem como a realiza¢do de todas as etapas do processo em
um mesmo dispositivo (CARVALHO et al., 2013). BANDEIRA et al. (2015) comparou
a vitrificagdo utilizando este dispositivo OTC com outro método de vitrificacdo ja
estabelecido, vitrificagdo em superficie solida. Eles obtiveram resultados semelhantes
apos cultivo in vitro por 7 dias, no tocante a morfologia folicular (35%) utilizando o
protocolo de vitrificagdo com o OTC quando comparado com o método de vitrificacao de
superficie solida convencional (22%) utilizado por Lornage et al. (2006), porém
estatisticamente diferentes do controle fresco (53%).

Apesar da vitrificagdo ser um método que apresenta vantagens comparado com a
congelagdo lenta, também enfrenta desafios e altos riscos de toxicidade referentes a

necessidade de utilizagdo de altas concentragdes de ACPs (AMORIM et al., 2011).

2.1.3. Agentes crioprotetores

Os ACPs sao classificados como substancias organicas e t€ém a fungao de proteger a célula
ou tecido contra desidratagcdo e danos causados pela reducdo extrema da temperatura
assim como durante o aquecimento (SANTOS et al., 2008). Dependendo da sua
capacidade de penetracao celular, os ACPs podem ser classificados como intracelulares
ou extracelulares (MAKAREVICH et al., 2010) e agem por diferentes mecanismos. Na
Figura 2 podem ser observadas as diferencas no mecanismo de agdo dos ACPs
intracelulares e extracelulares.

Os ACPs intracelulares ou penetrantes sao solventes organicos de baixo peso
molecular que possuem a capacidade de penetrar na membrana celular por meio de
difusdo passiva (CASTRO et al., 2011). Apods a penetragdo, podem permanecer na
membrana e no citoplasma, uma vez que, semelhante aos agentes extracelulares, atuam
na desidratacao celular por meio do seu efeito osmotico, criando um meio hipertonico
que induz a saida de agua das células (CASTRO et al., 2011). Contudo, a eficiéncia destes
ACPs pode variar em funcao da estrutura (célula ou tecido) a ser criopreservada, bem
como da espécie utilizada e do método de criopreservacdo empregado. O mecanismo de
acao geral dos ACPs intracelulares ¢ baseado na substituicdo parcialmente da agua no
interior da célula ligando-se ao hidrogénio das moléculas de agua intracelular,

aumentando a viscosidade da solucdo de congelacdo, consequentemente, reduzindo o
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ponto de congelacdo da mesma. Além disso, os ACPs também agem prevenindo a
exposicdo do material a altas concentracdes de eletrélitos, através da ligagdo aos proprios
eletrolitos (FULLER et al., 2004). Para a criopreservacdo do tecido ovariano em
diferentes espécies utiliza-se mais comumente o dimetilsulfoxido (DMSO), propanediol
(PROH) ou etilenoglicol (EG), uma vez que estes ACPs possuem alta solubilidade, rapida
penetrabilidade e levam a menores danos osmoticos (AMORIM et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2004; ZHANG et al., 2010).

Os crioprotetores extracelulares ou ndo penetrantes sao moléculas com grande
peso molecular que ndo conseguem atravessar a membrana plasmatica. Dentre eles
podemos citar os agucares como a sacarose, a rafinose, a trealose, entre outros. Esses
agentes agem principalmente pelo aumento da osmolaridade do espago extracelular, que
resulta no efluxo de dgua intracelular e, consequentemente, reduzindo a possibilidade de
formacdo de cristais de gelo intracelulares (CHIAN e QUINN, 2010). Adicionalmente
esses crioprotetores protegem a membrana celular por intermédio da sua ligacdo as
cabecas dos grupos fosfolipidicos membranarios (ANCHORDOGUY et al., 1987).
Alguns ACPs extracelulares como a sacarose ¢ a trealose sao inclusos nos protocolos de
aquecimento porque agem como um tampao osmatico contra o estresse causado durante
a adicdo e remog¢ao dos ACPs intracelulares. A sacarose ¢ utilizada com frequéncia nos
protocolos de vitrificagdo de tecido ovariano em diferentes espécies, tanto durante a
vitrificagdo como durante o aquecimento, apresentando resultados satisfatérios
(RODRIGUES et al., 2004a,b; SANTOS et al., 2006; ZHANG et al.,2009; CARVALHO
etal., 2013;2014; BANDEIRA et al., 2015; TANPRADIT et al., 2015; IMENEZ et al.,
2016). Atualmente, em nosso laboratério temos utilizado uma solu¢do de vitrificagao
(SV) para o tecido ovariano na qual ¢ adicionada a sacarose como ACP extracelular.
Utilizando esse agucar na SV, a percentagem de foliculos pré-antrais morfologicamente
normais apos a vitrificacdo tem variado de 55% (CARVALHO et al., 2014) a 58%
(CARVALHO et al., 2013), sendo de apenas 36% ap0s o cultivo in vitro do tecido. O fato
de obter um percentual abaixo de 60% ap6s os procedimentos de vitrificagdo seguida ou
nao de cultivo in vitro ¢ um indicativo da necessidade de aperfeigcoar os protocolos de
vitrificagdo e cultivo in vitro. Nesse sentido, o uso de macromoléculas como polimeros
sintéticos, vem sendo incluidos como aditivos ou ACPs extracelulares, sendo uma

alternativa vidvel para atingir esse objetivo.
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Figura 2 - Representacao esquematica do mecanismo de acio dos ACPs. Os ACPs
intracelulares agem principalmente no interior da célula, substituindo a agua
intracelular e promovendo a desidratacio, enquanto os ACPs extracelulares

aumentam a osmolaridade do espaco extracelular, promovendo a saida de agua do

espaco intracelular

Agente crioprotetor intracelular

Desidratacao

o Soluto

ente crioprotetor extracelular

Desidratacéo

Fonte: Adaptado de CHIAN e QUINN., 2010

2.1.4. Polimeros sintéticos

Com o intuito de superar os desafios anteriormente descritos, outros ACPs
extracelulares, conhecidos como polimeros sintéticos, tém sido utilizados, atualmente
(KEROS et al., 2009; HASHIMOTO et al., 2010; TING et al., 2012, 2013; MARCO-
JIMENEZ et al., 2014). Esses polimeros sdo analogos sintéticos das glicoproteinas
anticongelantes (AFGPs) encontradas em peixes e insetos que habitam em baixas
temperaturas (TING et al., 2012). As AFGPs agem principalmente pela depressdao do
ponto de congelamento mediante um processo conhecido como histerese térmica que
deixa o ponto de fusdo de equilibrio inalterado (DELLER et al., 2013). Como pode ser
observado na Figura 3, a reducdo do ponto de congelagdo até aproximadamente -40 °C,
elimina a nucleacao ou formacao de cristais de gelo. Isso € possivel principalmente pela

inativacdo dos nucleadores heterogéneos que sdao os principais responsaveis pela
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formacao de gelo durante os estagios iniciais do processo de vitrificagdo (WOWK et al.,

2000).

Figura 3 - Nuclea¢cao homogénea e heterogénea durante o processo de
resfriamento. Observa-se que a partir dos -40 °C o tinico responsavel pela

formacao do gelo é a 4gua pura devido a nucleacio homogénea

Fonte: Adaptado de Wowk et al., 2000

Durante a fase de nucleacdo homogénea, ou seja, a partir dos -40 °C, o tinico
responsavel pela formacdo do gelo seria a presenga de 4gua, que ¢ continuamente
substituida pelos ACPs intracelulares, passando por canais proteicos transmembrana
denominados aquaporinas e evitando assim a formag¢ao de gelo intracelular. Na Figura 4
podemos observar o fluxo de agua e fluidos através da membrana celular (DENKER et
al., 1988) auxiliado pelas aquaporinas. Existem mais de 10 tipos de AQP, em diferentes
orgaos e espécies, mas sdo as aquagliceroporinas, como a AQP3, as que apresentam um
poro de diferente tamanho e maior permeabilidade a dgua, glicerol, uréia e outros solutos
como os ACPs, pelo qual a presenca delas representa um importante achado no material

criopreservado (SALES et al., 2013).
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Figura 4 - Representaciao esquematica dos mecanismos de crioprotecao. 1,2 . A¢ao
das proteinas anticongelantes nos cristais de gelo eliminando a nucleacao
heterogénea. 3. Acdo das aquaporinas na saida de agua intracelular e 4. Acio dos
ACPs intracelulares removendo a agua intracelular e eliminando a formacao de

cristais de gelo.

Fonte: Adaptado de https://goo.gl/ZEx6Jx

Apbs o processo de vitrificacdo e durante o aquecimento acontece um fendomeno
denominado “devitrificagdo”, que consiste na formagdo de cristais de gelo a partir dos
pontos de nucleacao gerados durante o processo de vitrificagio (WOWK e FAHY, 2007).
Os polimeros sintéticos combatem esse problema pela sua afinidade aos eixos “a” e “c”,
nos quais os cristais de gelo sdo formados e consequentemente eliminando sua geracao

(ZACHARIASSEN e KRISTIANSEN., 2000), como mostrado na Figura 5.
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Figura S - Zonas de crescimento de gelo, eixos principais onde os polimeros

sintéticos e AFGPs sao adsorvidos

eixos-A

eixo-C ~ —

AFGPs ou
polimeros
sintéticos
adsorvidos

Fonte: Adaptado de ZACHARIASSEN e KRISTIANSEN., 2000

Zonas de
crescimento de gelo

Atualmente existem varios polimeros sintéticos incluindo um copolimero do
alcool polivinilico (PVA) e acetato denominado SuperCool X-1000, um copolimero de
poliglicerol denominado SuperCool Z-1000 e a polivinilpirrolidona (PVP K-12) (FAHY
et al., 2004). Trabalhos tém relatado resultados positivos com a adicdo desses
componentes nos protocolos de vitrificagdo de embrides (CABRITA et al., 2006;
BADRZADEH et al., 2010; MARCO-JIMENEZ et al., 2014) e oécitos (ZHOU et al.,
2010; MARCO-JIMENEZ et al., 2012; CURCIO et al., 2014) em diferentes espécies. A
adi¢cdo do SuperCool X-1000, em baixas concentracdes (0.0001%) pode reduzir a
quantidade necessaria de ACPs intracelulares em 3%, que embora seja um baixo
percentual, os beneficios relacionados a da redugao da toxicidade sao notaveis (WOWK
et al., 2005). O SuperCool Z-1000 ¢ um bloqueador de gelo especifico para inativar os
agentes nucleadores heterogéneos e que pode ser utilizado junto ao SuperCool X-1000
(WOWK et al., 2002). A polivinilpirrolidona (PVP K-12) ¢ uma macromolécula que vem
sendo utilizada com sucesso em protocolos de desenvolvimento de oocitos em bovinos
(HIRAO et al., 2004) e suinos (HASHIMOTO et al., 2007). No total, essas propriedades
dos polimeros sintéticos, ja levaram a preservacdo da foliculogénese em trabalhos de
criopreservacao de tecido ovariano de primatas. HASHIMOTO et al. (2010) mostraram
que apos a vitrificagdo de tecido ovariano de macaco-cinomolgo utilizando polimeros
sintéticos, a morfologia dos foliculos pré-antrais foi conservada quando comparado aos

tratamentos sem polimeros sintéticos. Por outro lado, TING et al. (2012, 2013),
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conseguiram que foliculos secundarios fossem capazes de crescer e produzir esteroides,
além de proteger a sua morfologia in vitro. Apesar dos resultados promissores descritos
na literatura, ainda ndo existem relatos acerca da utilizagdo de polimeros sintéticos nos

protocolos de vitrificagdao de tecido ovariano caprino.

2.2 AVALIACAO DO PROCESSO DE CRIOPRESERVACAO DO TECIDO
OVARIANO

Os parametros de andlise escolhidos para avaliar a qualidade apds a
vitrificagdo/aquecimento dependem da estrutura criopreservada, sendo aqueles que se
baseiam na preservagdo da morfologia e da viabilidade folicular os mais recorrentes
(FAUSTINO et al., 2011).

A histologia classica, considerada de baixo custo e facil execucdo, tem sido
largamente utilizada para anélise da morfologia folicular por ser um método quantitativo,
no qual um grande nimero de foliculos pode ser avaliado. Esta técnica permite identificar
sinais caracteristicos de atresia folicular, como a picnose nuclear, danos citoplasmaticos,
desorganizacgdo das células da granulosa e danos na membrana basal (LUNARDI et al.,
2012).

Técnicas como imunohistoquimica sdo utilizadas para avaliar a presenga de
algumas proteinas nos foliculos e as células do estroma ovariano apos criopreservacao. O
antigeno Ki-67 ¢ um antigeno nuclear expressado em todas as fases do ciclo celular exceto
a fase GO, portanto os niveis de Ki-67 refletem a atividade de divisdo celular (HADAR et
al., 2005). Apesar de que o estado e localizacdo da proteina Ki-67 durante o ciclo celular
nao ¢ homogénea, isso nao tem afetado substancialmente a sua habilidade para identificar
a populacdo de células em proliferacio em comparagdo com outros marcadores de
proliferacdo (URRUTICOECHEA et al., 2005).

Ainda com relagdo ao aspecto funcional da célula, também ¢ importante a
deteccao por imunohistoquimica dos canais de 4gua como a AQP3 presente na membrana
plasmatica. Portanto, considerando que essa proteina € responsavel nado somente pelo
fluxo de agua, bem como de solutos como os ACPs através da membrana celular, a
imunodeteccdo dessa proteina representa um importante achado no material
criopreservado (SALES et al., 2013).

Paralelamente as analises de normalidade da estrutura morfoldgica e funcional do

foliculo (ativacao folicular e proliferacao de células da granulosa), ¢ importante também
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avaliar as perdas foliculares resultantes do processo de apoptose, conhecida também
como morte celular programada. Sob o aspecto bioquimico, a apoptose ¢ caracterizada
pela fragmentacdo da fita de DNA a cada 180 a 200 pares de base, enquanto que,
morfologicamente ¢ caracterizada pela condensacao da cromatina (picnose celular), perda
de volume celular e formagdo de corpos celulares condensados. Essas estruturas sao
conhecidas como corpos apoptoticos. Para realizar a avaliagao da apoptose pode-se langar
mao da imunodetec¢do da Caspase-3 ativada (FAUSTINO et al., 2011). Essa caspase-3
¢ uma das principais enzimas executores da apoptose, sendo responsavel, parcial ou
totalmente, pela clivagem proteolitica de muitas proteinas-chave, como a enzima nuclear
poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), que sdo clivadas em muitos sistemas diferentes
durante a apoptose (COHEN., 1997).

Dentre os possiveis danos que a criopreservacdo pode acarretar, o estresse
oxidativo ¢ apontado geralmente como o responsavel por consideraveis perdas foliculares
(AGARWAL et al., 2005). As espécies reativas de oxigénio (ROS) em grandes
quantidades sdo as principais responsaveis pela presenca desse fendmeno, provocando
direta ou indiretamente, danos as proteinas, lipidios e DNA do material biologico
criopreservado (FAUSTINO et al., 2011). Desta forma, o estresse oxidativo ¢ um fator
importante a ser avaliado. O método espectrofluorimétrico (LOETCHUTINAT et al.,
2005), utilizando o ensaio de diacetato de 2 ', 7'-diidrodiclorofluoresceina (DCFH-DA) ja
tem sido utilizado para avaliar os niveis de ROS no tecido ovariano de caprinos
(CARVALHO et al., 2014) com uma excelente aceitagao.

Finalmente, o cultivo in vitro também ¢ uma ferramenta importante para avaliar a
eficiéncia da criopreservagdo, uma vez que lesdes foliculares ndo detectadas apds a
descongelagdo ou aquecimento podem evoluir e serem manifestadas apos um periodo de
incubacdo. Na literatura, tem sido observado que quanto maior o periodo de cultivo, maior
¢ a diferenca entre o percentual de foliculos vidveis oriundos de tecido apenas
criopreservado (65%) e criopreservado seguido de cultivo in vitro (36,5%), como se pode

observar na espécie ovina (LUNARDI et al., 2012).

3 JUSTIFICATIVA

Atualmente, o cancer em alguns casos tem se tornado uma doenca curavel,

apresentando uma expectativa de 10.3 milhdes de mulheres sobreviventes até¢ 2026

(American Cancer Society, 2016). Mais de 80% das mulheres jovens sobreviverdo a essa
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doenca devido a tratamentos mais avangados ¢ mais agressivos (LADANYT et al., 2017).
Entretanto, essas terapias sdo gonadotoxicas e comprometem a saide a longo-prazo e a
fun¢do reprodutiva, caracterizada pela falha ovariana prematura e posterior infertilidade
(LEVINE et al., 2015). Portanto, visando preservar a fertilidade feminina, varios
especialistas (SANFILIPPO et al., 2015; LADANYT et al., 2017) tem indicado para as
pacientes a criopreservacao de tecido ovariano para posterior transplante ap6ds a remissao
da doenga. A criopreservacao de tecido ovariano tem sido considerada uma estratégia
promissora, pois € a unica opg¢ao viavel para criancas e mulheres jovens. Recentemente,
foi reportado na literatura o nascimento de 2 individuos provenientes de 2 mulheres com
historia de faléncia ovariana e que foram submetidas a vitrificacdo de tecido ovariano
seguida de transplante (SUZUKI et al.,2015).

Embora a congelagao ainda seja o métodos de escolha por diversos investigadores,
a vitrificacdo ¢ um método promissor para a criopreservacdo de ovario, pois apresenta
uma menor chance de formacao de cristais de gelo, o qual € a principal causa de danos
durante o processo de criopreservacdo. No entanto, varios estudos ainda t€ém mostrado a
necessidade de aperfeicoar o protocolo visando a obten¢do de melhores resultados, como
por exemplo, um maior percentual de sobrevivéncia e desenvolvimento folicular apds o
transplante ou mesmo apos o cultivo in vitro (TING et al., 2013). Com base nisso, alguns
pesquisadores tém proposto a adi¢cdo de polimeros sintéticos nas solugdes de vitrificacao.

Dentre os polimeros sintéticos, pode-se mencionar o PVA ou SuperCool X-1000,
o copolimero de poliglicerol ou SuperCool Z-1000 e a polivinilpirrolidona (PVP K-12),
os quais foram desenvolvidos por FAHY et al. (2004). A utilizagdo de polimeros
sintéticos em conjunto com os ACPs intracelulares no processo de vitrificagdo promove
a reducdo da formagao de gelo e a inibi¢ao da recristalizag¢ao celular levando a melhoras
na preservagao morfologica e funcional dos foliculos pré-antrais como ja foi demonstrado
em primatas (HASHIMOTO et al., 2010; TING et al., 2012, 2013). Desta forma, neste
trabalho, esses polimeros serdo empregados na solucdo de vitrificagdo de tecido ovariano
caprino.

A espécie caprina foi escolhida por ser um excelente modelo translacional para a
espécie humana. O ovario, os foliculos ovarianos, bem como o processo de foliculogénese
¢ similar entre ambas as espécies. Portanto, considerando essas caracteristicas comuns
entre os ovarios da mulher e da cabra, bem como as questdes éticas que envolvem a
experimentacao na espécie humana, acreditamos que as informagdes obtidas com ovarios

de cabras, poderao ser extrapoladas para o ovario humano. Além disso, a espécie caprina
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¢ de grande relevancia econdmica e social como fonte proteica para varias regides do

pais, especialmente no Nordeste do Brasil.

4 HIPOTESES CIENTIFICAS

O protocolo atual de vitrificagdo de tecido ovariano de cabras pode ser
aperfeicoado pela adi¢do dos polimeros sintéticos (Super Cool X-1000, SuperCool Z-
1000 e PVP K-12) na solugdo de criopreservagao.

5 OBJETIVOS

5.1 GERAL

Avaliar o efeito dos polimeros sintéticos (Super Cool X-1000, SuperCool Z-1000

e PVP K-12) como ACPs extracelulares na vitrificagdo de tecido ovariano caprino.

5.2 ESPECIFICOS

e Avaliar a morfologia e o desenvolvimento folicular apds a vitrificagcdo do tecido
ovariano (Histologia cléssica);

e Avaliar a proliferacdo celular (Ki-67), apoptose (Caspase-3) e a presenca de
canais de agua (aquaporina-3) (Imunohistoquimica);

e Mensurar os niveis de ROS no meio de cultivo in vitro (Fluorescéncia).
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Abstract

Ovarian tissue vitrification is an alternative for fertility preservation in human female
cancer patients that are at risk of premature ovarian failure. However, there is always the
need for further improving the protocol used for vitrifying this biological material. Thus,
the aim of this study was to evaluate whether the addition of synthetic polymers to the
vitrification solution affected follicular morphology and development, reactive oxygen
species (ROS) levels and the expression of proteins related to cell proliferation (Ki-67),
water channels (Aquaporin-3 or AQP3) and apoptosis (activated Caspase-3) in ovarian
tissue of the caprine species, which are known to be excellent translational models for the
human being. Regarding the methodology, caprine ovaries were obtained from local
abattoirs and transported to the laboratory within one hour. Once there, they were stripped
of the surrounding fat and fibrous tissue and the ovarian cortex from each ovarian pair
was cut into small fragments (n = 12; 1 x 1 x 0,5 mm) using a Tissue Slicer® (Thomas
Scientific) under sterile conditions. Only those fragments with a considerable number of
preantral follicles were considered and distributed randomly between the groups. Two
fresh fragments were fixed in 4 % paraformaldehyde (PFA) for 2 hours at 37 °C and
named as Fresh Control, while other two were in vitro cultured for 7 days and considered
as Cultured Control. The remaining fragments (n = 8) were distributed in four different
vitrification conditions (2 fragments/condition): 1) Vitrification with the addition of
sucrose; 2) Vitrification with the addition of SuperCool X-1000 0.2 %; 3) SuperCool Z-
1000 0.4 % or 4) PVP K-12 0.2 %, totaling four experimental treatments. All vitrification
solutions included the antioxidant catalase. Cultured Control and vitrified treatments were
destined for in vitro culture for 7 days. Morphologically, the treatment with SuperCool
X-1000 showed no significant difference with the Fresh Control group and was superior
to the other treatments. Regarding follicular development, all vitrified and in vitro
cultured fragments maintained the percentage of developing follicles similar to the Fresh
Control, except the one vitrified with SuperCool Z-1000 that showed a significant
reduction in the follicular development percentages after 7 days of culture. Regarding the
proliferation analysis, only the Fresh Control showed Ki-67-positive granulosa cells
while they were absent in the other treatments. The strongest AQP3 labels were found in
the SuperCool X-1000 treatment in all follicular categories evaluated except for the
oocyte compartment of the secondary follicles. Concerning the activated caspase-3

analysis, there were no statistically significant differences between treatments. ROS
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levels were the same for all the cultured treatments. In conclusion, we have demonstrated
that the vitrification with the synthetic polymer SuperCool X-1000 maintained the
follicular morphology similar to the observed in the fresh tissue, in other words, follicles
vitrified with this synthetic polymer could resist better the stress suffered during this
process. Also, the ROS results suggest that the interaction between SuperCool X-1000

and catalase could help reduce the oxidative stress that can lead to injuries to the follicles.

Keywords: ovarian tissue, synthetic polymer, in vitro culture, SuperCool X-1000.

1. Introduction

The cryopreservation of ovarian tissue has received clinical relevance due to its utility in
the developing of new strategies to restore the fertility in women who are at risk of
premature ovarian failure (Suzuki et al., 2015; Ladanyi et al., 2017). The storage at ultra-
freeze temperatures allows the preservation of a small ovarian fragment that contains a
large number of oocytes included in preantral follicles that could potentially help to
restore the ovarian function when intended (Isachenko et al., 2007). After this storage,
the preantral follicles on ovarian tissue could be in vitro cultured, a procedure that not
only serves as an essential tool to evaluate the cryopreservation process (Donnez et al.,
2006; Faustino et al., 2011; Rosendahl et al., 2011; Lunardi et al., 2013) but also supports
the follicular growth and development (Araujo et al., 2014).

Regarding the cryopreservation procedure, although many studies report slow freezing as
the method of choice, the vitrification technique could be an excellent option due to its
capacity of avoiding the formation of intracellular ice crystals by the conversion of a
system from a fluid to an amorphous vitreous state by increasing the solution viscosity
during cooling (Fahy et al., 1984, 2004; Amorim et al., 2012). However, this process
requires the use of ultra-rapid freezing rates that could lead to an osmotic stress in the

ovarian tissue (Amorim et al., 2011). In addition, it demands the use of high
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concentrations of permeating cryoprotectant agents (CPAs), substances that enter the cell
through water channel proteins, known as aquaporins, and act by removing the
intracellular water to prevent ice crystal formation (Sales et al., 2013), such as the AQP3.
Despite the toxicity risk associated with the use of high concentrations of permeating
ACPs remains as the greatest obstacle (Best, 2015), their use is extremely necessary in
the cryopreservation procedures. To minimize the injuries, some non-permeating CPAs
(sugars) are being used in numerous cryopreservation protocols in a variety of ovarian
tissues across a wide range of species (Hovatta et al., 1996; Santos et al., 2006; Zhang et
al., 2009; Carvalho et al., 2011; Tanpradit et al., 2015; Jimenez et al., 2016).

The idea behind the use of sugars (glucose, sucrose, trehalose, etc.) as additives in the
cryopreservation protocols with the intention of reducing the cryoinjuries came from the
fact that some of these substances are naturally used by various species of plants and
animals as a mechanism of protection from extreme cold climates (Crowe and Crowe.,
2000). It is important to note that several sugars provide different levels of protection
during cryopreservation and this can vary depending on media composition and cooling
conditions. These differences may depend, in part, on the differential effects of specific
sugars on raising the glass transition temperature of vitrification solutions (Kuleshova et
al., 1999). In our laboratory, there is already a proven protocol for the vitrification of
caprine ovarian tissue in which both permeating and non-permeating cryoprotectant
agents are used in the vitrification solution. Using this protocol, the percentage of
morphologically normal preantral follicles obtained after caprine ovarian tissue
vitrification ranged from 55 % (Carvalho et al., 2014) to 58 % (Carvalho et al., 2013),
with a result of 36 % after in vitro culture in the latter. To our understanding, these results

could be improved through a protocol adjustment. That’s why, the use of macromolecules
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such as synthetic polymers, which have been included as additives as well as non-
permeating CPAs, could be a viable alternative to achieve this goal.

Several investigators have reported that the freezing resistance of some Antarctic fishes
is due to the presence of specific antifreeze proteins that bind to heterogeneous nucleators
in order to avoid nascent ice crystals formation (DeVries and Wohlschlag, 1969, Knight
et al., 1984; Kristiansen et al., 2005). Antifreeze proteins tend to increase viscosity of the
cryoprotectant solution and also form interactions through hydrogen bonding with water
thereby decreasing the propensity for ice crystal formation (Fuller, 2004). Since this
discovery, many synthetic analogs like the copolymer of polyvinyl alcohol (SuperCool
X-1000), polyglycerol polymer (SuperCool Z-1000) and polyvinylpyrrolidone (PVP K-
12) have been produced with lower costs and proposed as additives to the vitrification
solutions (Wowk et al., 2005; Amorim et al., 2011; Marco-Jiménez et al., 2014a,b). The
association of synthetic polymers to vitrification solutions allows working with low
concentration of permeating CPAs and consequently attenuates the chemical toxicity
(Wowk et al., 2000). Additionally, by further depressing the freezing point using a process
known as thermal hysteresis, they avoid the occurrence of ice recrystallization during the
warming process (Wowk et al., 2000; Gibson et al., 2009; Congdon et al., 2013; Mitchell
et al., 2015). Altogether, these properties have already led to some relevant results in the
cryopreservation of ovarian tissue from primates (Hashimoto et al., 2010; Ting et al.,
2011, 2013) and leporids (Marco-Jiménez et al., 2014). However, there are no reports of
the use of synthetic polymers in the vitrification protocol of caprine ovarian tissue, which
might represent an opening for the improvement of our vitrification protocol through the
combination of already used permeating CPAs.

Therefore, concerning all the information above the aim of this study was to assess the

effect of the addition of synthetic polymers (SuperCool X-1000, SuperCool Z-1000 e
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PVP K-12) in the vitrification protocol of caprine ovarian tissue. After vitrification, the
ovarian tissue was in vitro cultured for 7 days to analyze the morphology and
development of preantral follicles, Additionally, reactive oxygen species (ROS) levels,

apoptosis and immunolocalization of AQP3 were evaluated.

2. Materials and methods

This experiment was performed under the approval of the Ethics Committee for Animal
Use of the State University of Ceard, registered as 2269277/2016. The permeating
(ethylene glycol and dimethyl sulfoxide) and non-permeating CPAs (sucrose) were
obtained from Dinamica (Dinamica Quimica Contemporanea, Diadema, SP, Brazil). The
synthetic polymers (SuperCool X-1000, SuperCool Z-1000 and PVP K-12) were received
as a donation from 21st Century Medicine (21CM, Fontana, CA, USA) and the other

chemicals were obtained from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.1 Collection and transport of ovaries

Ovaries (n = 10) were collected from five adult non-pregnant cross-bred goats (Capra
hircus) at a local slaughterhouse. Immediately postmortem, the ovaries were washed once
in 70 % ethanol for 10 s and then washed twice in HEPES-buffered minimum essential
medium (MEM-HEPES) supplemented with 100 pg/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin. Then, the ovaries were transported to the laboratory in MEM-HEPES at 20

°C within 1 hour after collection (Carvalho et al., 2014).
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2.2 Experimental design and vitrification/warming procedures

Ovaries were stripped of the surrounding fat and fibrous tissue and the ovarian
cortex from each ovarian pair was cut into small fragments (n=12; 1 x 1 x 0,5 mm) using
a Tissue Slicer® (Thomas Scientific) under sterile conditions. The ovarian fragments
were immediately evaluated under a stereoscope and an image software (Olympus, Japan)
to select only those with a considerable number of preantral follicles. Two fresh fragments
were fixed in 4 % paraformaldehyde (PFA) for 2 hours and named as Fresh Control (FC),
while two others were in vitro cultured for 7 days and considered Cultured Control (CC).
The remaining fragments (n = 8) were distributed in four different vitrification conditions
(2 fragments/condition): /) Vitrification with the addition of sucrose (SUC); 2)
Vitrification with the addition of SuperCool X-1000 0.2 % (X-1000); 3) SuperCool Z-
1000 0.4 % (Z-1000) or 4) with PVP K-12 0.2 % (PVP), totaling four experimental
treatments. The concentrations chose for the present experiment were according to

previous reports in the literature (Ting et al., 2012; 2013).

The whole vitrification procedure was performed using the Ovarian Tissue
Cryosystem (OTC) device according to Carvalho et al. (2013). Briefly, the fragments
were exposed to two vitrification solutions (VS). The VS1 consisted of MEM
supplemented with 10 mg/mL bovine serum albumin (BSA), 20 IU/ml catalase, 10 %
ethylene glycol (EG) and 10 % dimethyl sulfoxide (DMSO). The VS2 had a similar
composition but with higher concentration of permeating CPAs (20 % EG and 20 %
DMSO). Both solutions (VS1 and VS2) were supplemented with 0,25 M sucrose; 0.2 %
X-1000; 0.4 % Z-1000 or 0.2 % PVP. Initially the ovarian fragments were exposed to
VSI1 for 4 minutes followed by an exposition to VS2 for 1 min. The vitrification solution
was then removed and the OTC containing the ovarian tissue was closed and immediately

immersed vertically into liquid nitrogen (-196° C).
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After 1 week, the OTCs containing the vitrified ovarian fragments were warmed
in air at room temperature (RT ~25 °C) for 1 min, followed by immersion in a water bath
(37 °C) for 30 s. After this, the CPAs were removed using a three-step exposure to
washing solutions (5 min each). These washing solutions (WS) were composed of: WS1
(MEM + 3 mg/mL BSA + 0.5 M sucrose); WS2 (MEM + 3 mg/mL BSA + 0.25 M

sucrose) and WS3 (MEM + 3 mg/mL BSA). The three WS did not contain antioxidants.

2.3 In vitro culture

Fresh fragments from Cultured Control and vitrified/warmed fragments from the
vitrification treatments were cultured in 500 pl of culture medium, for 7 days, at 39 °C in
a humidified incubator with 5 % COa.. 5 fragments were considered for each well due to
the use of the Tissue Slicer®, that left really thin fragments. The culture medium consisted
of base medium a-MEM (pH 7.2-7.4), supplemented with ITS (10 pg/mL insulin, 5.5
png/mL transferrin; 0.5 ng/mL selenium), glutamine (2 mM), hypoxanthine (2 mM) and
BSA (1.25 mg/mL). In addition, following previous findings from our laboratory (Matos
et al., 2007; Martins et al., 2008), growth differentiation factor-9 (GDF-9; 200 ng/mL-1)
and follicle stimulating hormone (FSH; 50 ng/mL) were added. Full medium

replacements were performed every two days.

2.4 Evaluation of follicular morphology

Ovarian fragments (Fresh Control, Cultured Control or vitrification treatments)
were fixed in 4 % PFA in phosphate-buffered saline (PBS) for 2 h at 37 °C, dehydrated
in a graded series of ethanol, clarified with xylene, embedded in paraffin wax and cut 7

um thin slices using a conventional microtome. The prepared slides were then stained
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with Periodic Acid Schiff (PAS)-hematoxylin. For morphological evaluation, the slides
were coded and examined under a light microscope (Nikon, Japan) with a magnification
of 400X. Follicles were classified as previously defined (Silva et al., 2004) according to
their morphology and developmental stage. The developmental stages considered were
primordial: single layer of granulosa cells flattened around the oocyte; intermediate or
transition: one layer of flattened with few cuboidal granulosa cells; primary: a full layer
of cuboidal granulosa cells; and secondary, two or more layers of cuboidal granulosa cells
around the oocyte. These follicles were classified morphologically as normal or
degenerated according to the absence or presence of the following characteristics:
pyknotic bodies, cytoplasmic shrinkage and disorganization of granulosa cells,

respectively (Rodgers et al., 2010).

2.5 Reactive oxygen species (ROS) analysis in medium culture

The ROS levels were determined by a spectrofluorimetric method, using 2°,7’-
dihydrodichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) assay. A sample aliquot (50 uL) was
incubated with 5 pL of DCFH-DA (1 mM). The oxidation of DCFH-DA to fluorescent
dichlorofluorescein was measured for the detection of ROS. The DCF fluorescence
intensity emission was recorded at 520 nm (with 480 nm excitation) 2 h after the addition

of DCFH-DA to the medium (Loetchutinat et al., 2005).

2.6 Immunohistochemical analysis

Based on the results from follicular morphology, Ki-67, AQP3 and activated
Caspase-3 assays were performed to determine follicular proliferation, presence of water

channels and apoptosis, respectively. Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB (ABC)
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Detection IHC kit (ab64264) (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) was used according to
manufacturer’s instructions. Tissue samples from fresh control, vitrified group and
cultured group were fixed with 4 % paraformaldehyde in PBS (pH 7.2) and subsequently
dehydrated and embedded in paraffin wax. Tissue sections (5 um) mounted on Superfrost
Plus slides (Knittel Glass, Bielefeld, NW, Germany) were deparaffinized and rehydrated
in a graded ethanol series. Antigen retrieval was performed by incubating tissue sections
in 0.01 M sodium citrate buffer (pH 6.0) for 5 min at 96 °C. To block endogenous
peroxidase the slides were incubated with the manufacturer’s solution for 10 minutes and
then washed with PBS for 5 minutes. After this, the slides were incubated during 1 hour
for non-specific blocking (25 ml PBS + 0.00125 g BSA + 75 ul Triton X). Then, the
slides were incubated for 1 hour either with rabbit polyclonal anti-Ki67 (1:1000 dilution
— ab15580), anti-activated Caspase 3 (1:1000 dilution) or anti-AQP3 (1:1000 dilution)
followed by incubation with the biotinylated goat anti-polyvalent secondary antibody.
Next, the slides were washed, allowed to react with 3,3'-diaminobenzidine in chromogen
solution (DAB) in DAB substrate and finally, the sections were counterstained with
hematoxylin. Negative controls were performed by not using the primary antibody.
Spleen, healthy and intoxicated kidney tissue sections were used as positive controls for
Ki-67, AQP3 and activated Caspase-3, respectively. About the analysis, follicles with at
least one Ki-67-stained granulosa cell were considered to have initiated proliferation and
coined as Ki-67-positive. Regarding the AQP3, the intensity of each protein positive
labeling whether in the oocyte or granulosa cells of each preantral was graded as + (weak),
++ (moderate) or strong (+++). Finally, the activated caspase-3 analysis was performed
in order to detect is presence as a positive labeling in the cytoplasm of the follicles and

graded as positive or negative stained.
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2.7 Statistical analysis

Statistical analyses were carried out using the Sigma Plot 11.0 software (Systat
Software Inc, San Jose, California, USA). Data that were not normally distributed
(Shapiro-Wilk test) were submitted to logarithmic transformation. The percentage of
morphologically normal and growing preantral follicles among treatments and days of
culture were compared by Fisher's exact or chi-square tests. The Mann-Whitney test was
performed to analyze the levels of reactive oxygen species among treatments and days of
culture. Spearman correlation test was used to assess the association between normal
preantral follicles and reactive oxygen species. Data were presented as mean (+ standard
error of the mean) and percentage, unless otherwise indicated. Statistical significance was
defined as p < 0.05 and probability values > 0.05 and < 0.1 indicated that a difference

approached significance.

3. Results

3.1 Evaluation of morphology, development and proliferation of preantral follicles

To evaluate follicular morphology, at least 152 follicles per treatment were analyzed,
totalizing 1952 preantral follicles. The morphologically normal preantral follicles found
in this study had normal oocytes and well organized surrounding granulosa cells. On the
other hand, the degenerated follicles presented oocytes with cytoplasm retraction, nucleus
pyknosis and disorganized granulosa cells (Figure 1A,B,D,E).

On Figure 2 we can see that compared to fresh control, the percentage of morphologically
normal preantral follicles decreased significantly in all treatments, except for the ovarian

tissue vitrified with SuperCool X-1000 followed by in vitro culture for 7 days (p > 0.05).
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In addition to maintaining the percentage of normal follicles similar to fresh control after
in vitro culture, the ovarian tissue previously vitrified with SuperCool X-1000 was
superior (p < 0.05) to the other treatments. It is important to note that the percentage of
normal follicles in the vitrified ovarian tissue (in all treatments) followed by in vitro

culture was superior (p < 0.05) than the one observed in the cultured control.

Figure 1. Microscopy images of morphological evaluation after acid-periodic Schiff
staining. Morphologically normal preantral follicles present in Fresh Control (A) and
SuperCool X-1000 (B) treatment. Morphologically degenerate preantral follicles found
in SuperCool Z-1000 (D) and PVP-K12 (E) treatments. Note the white arrows showing
ooplasm shrinkage in D and granulosa cells disorganization in E. Secondary follicle found
in the Fresh Control group that shows Ki-67-positive granulosa cells (orange arrows) (C).

Regular hematoxylin counter-stained granulosa cells and follicular nucleus, present in the
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rest of treatments, showing negativity to Ki-67 staining (F). O: oocyte; Nu: oocyte

nucleus; Gc: granulosa cells (400X).

VITRIFIED VITRIFIED/CULTURED

Figure 2. Percentages of morphologically normal preantral follicles on fresh or vitrified
ovarian fragments before and after in vitro culture for 7 days.

A-B Between vitrified/cultured treatments (p < 0.05)

* Differ from fresh control (p < 0.05)

+ Differ from cultured control (p < 0.05)

a,b Indicates difference (p< 0.05) between the non-cultured treatments and their

cultured counterparts.

Regarding to follicular development, all vitrified and in vitro cultured fragments
maintained the percentage of developing follicles similar to the fresh control, except the
one vitrified with Z-1000 that showed a significant reduction in the follicular
development percentages after 7 days of culture. Furthermore, it was observed that the
percentage of developing follicles present in the vitrified tissue reduced significantly after

in vitro culture compared to the non-vitrified tissue. In addition, the sucrose addition
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showed no difference in comparison with the other vitrified/cultured treatments (X-1000,

7Z-1000 and PVP K-12), as we can see on Figure 3.

VITRIFIED VITRIFIED/CULTURED

Figure 3. Percentages of developing follicles in fresh control, vitrified only and after
vitrification followed by in vitro culture for 7 days.

A-B Between vitrified/cultured treatments (P < 0.05)

* Differ from fresh control (p < 0.05)

+ Differ from cultured control (p < 0.05)

a,b Indicates difference (p < 0.05) between the non-cultured treatments and their

cultured counterparts.

Also, after the immunohistochemical assay in search for Ki-67-positive granulosa cells,
only the Fresh Control (Figure 1C) showed granulosa cells positive to that protein. No
other treatment showed positive staining to the Ki-67 protein as shown in Figure 1F,

regular preantral follicles counter-stained with hematoxylin.
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3.3 Immunohistochemical evaluation of presence of water channels (AQP3) and

apoptosis (activated caspase-3)

Regarding AQP3 detection, in the Fresh Control, only follicles in the transition category
between primordial and primary were found and they showed weak labeling in the oocyte
compartment and absent in the granulosa cells. Moderate to strong labels were found in
all the follicular categories in the Cultured Control treatment. In the Sucrose treatment,
moderate labels were found in the oocyte of primordial follicles and in the oocyte and
granulosa cells of transition follicles. SuperCool X-1000 was the treatment with the
strongest labels in all the follicular categories evaluated except for the oocyte of the
secondary follicles which showed moderate labeling (Figure 4E-F). Regarding the
follicular apoptosis assessment, after immunohistochemical detection of activated
caspase-3 in the cellular cytoplasm, positive staining was found in all the treatments
(Figure 4A-D). However, there were no statistically significant differences between the

treatments.
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Figure 4. Immunolocalization of activated caspase-3 (A-D) on caprine ovarian preantral
follicles from different treatments, Fresh Control (A); Cultured Control (B); Sucrose (C)
and SuperCool X-1000 (D). Immunolocalization of aquaporin 3 (E-H) on caprine ovarian
preantral follicles from different treatments, Fresh Control (E); Cultured Control (F);

Sucrose (G) and SuperCool X-1000 (H).

3.4 ROS levels

In this study, the medium obtained from the in vitro culture was used to measure the
ROS levels. As seen in Figure 5 there were no significant differences between vitrified

and fresh fragments in vitro cultured for 7 days.

CcC SUC X-1000 Z-1000 PVP

Figure 5. Mean percentage (+ standard error of the mean) of reactive oxygen species
(relative fluorescence units) produced by caprine ovarian tissue fragments after vitrified

and in vitro cultured for 7 days.
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4. Discussion

Although the use of synthetic polymers has already been proved in the vitrification
of ovarian tissue (Hashimoto et al., 2010, Ting et al., 2012, 2013), this is the first report
in which these macromolecules (SuperCool X-1000, SuperCool Z-1000 and PVP K-12)
are used as ice-blockers in the vitrification of caprine ovarian tissue. Previous vitrification
protocols have included these ice-blockers with success in animal models like bovine
(Zhou et al., 2010), equine (Curcio et al., 2014), piscine (Cabrita et al., 2006), leporids
(Marco-Jiménez et al., 2014), murine (Badrzadeh et al., 2010), porcine (Marco-Jiménez
et al., 2012) and primate (Hashimoto et al., 2010, Ting et al., 2012, 2013).

In this study, ovarian fragments that were vitrified with the addition of the synthetic
polymer SuperCool X-1000 followed by in vitro culture for 7 days showed no difference
in follicular morphology compared with the fresh control and were superior to the other
treatments. SuperCool X-1000 (a copolymer of polyvinyl alcohol) is known to be a highly
effective ice-inhibiting agent (Wowk et al., 2000). Under normal conditions, ice crystal
grow along six axes (a-axes) arranged symmetrically in one plane. Macromolecules such
as SuperCool X-1000 appear to block ice growth along these axes preventing the
formation of ice crystals (Zachariassen et al., 2000). This property is the same by which
the natural antifreeze proteins effectively block rapid ice crystal growth (Olijve et al.,
2016). Additionally, SuperCool X-1000 at really low concentrations (0.001%) can help
to reduce the concentration of permeating cryoprotectants needed to vitrify, which can
help to reduce the toxicity (Wowk et al., 2000). On the other hand, the use of SuperCool
Z-1000 or PVP K-12 didn’t show satisfactory results, suggesting that it might not be ideal
to test them alone. Previous results indicate that we might obtain better results if we
associate SuperCool Z-1000 with Super Cool X-1000 due to its combined action in the

inhibition of heterogeneous ice nucleators (Wowk et al., 2002). The PVP K-12 synthetic
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polymer, according to a previous research, is known to work better when is associated
with ethylene glycol rather than DMSO (Hashimoto et al., 2010). Additionally, it has also
been suggested that the exposure time to the synthetic polymers should be adjusted for a
future experiment since according to other authors an exposure for 3 minutes gives the
best results and avoids a possible toxicity risk (Ting et al., 2012) in comparison with the
5 minutes exposure in our current experiment.

The vitrification process, regardless of the treatment used (sucrose, X-1000, Z-1000 and
PVP K-12), affected the follicle morphology. In addition, after vitrification and in vitro
culture for 7 days, all treatments showed a percentage of morphologically normal follicles
superior than their vitrified counterparts. The immediate analysis after
vitrification/warming could not be representing the real status of the tissue because in
order to restart the metabolism of the cells an incubation period is needed (Hovatta et al.,
1996). Additionally, based on previous investigations, ovarian tissue cells being subjected
to stressful conditions like the vitrification procedure require a higher energy intake which
could be provided by the in vitro culture medium (Gosden et al., 2000; Castro et al., 2014).
Regarding to follicular development, no treatment could promote this process in
comparison with the fresh control. Besides that, after vitrification and in vitro culture for
7 days all treatments with synthetic polymers suffered a significant reduction in the
follicular development in comparison with their non-cultured counterparts. A possible
explanation for the decrease in follicle development would be that secondary follicles are
more sensitive to degenerative events than primordial follicles (Silva et al., 2002), which
suggests that the vitrification with synthetic polymers followed by in vitro culture for 7
days might have affected mainly the developing follicle population. The primordial
follicles containing an immature oocyte represent almost all of the ovarian follicle

population (approximately 95%). They are more tolerant to the cryoinjuries inherent to
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the cryopreservation process because the contained oocyte has a low metabolism, as well
as absence of the spindle in the metaphase, zona pellucida and cortical granules. The small
size of the primordial follicle also greatly favors penetration of the cryoprotective agent
(OKTAY et al., 1997). Thus, it could be hypothesized that the synthetic polymers better
preserved the pre-antral follicles at the early stages (primordial and transition) in order to
secure their future development since they are more resistant.

Concerning the Ki-67 staining in the preantral follicles, only the Fresh Control group
showed signs of Ki-67-positive granulosa cells. Ki-67 is expressed in all cell cycle phases,
except in the resting cell (GO phase) and compared to other proliferation markers such as
PCNA, it is a superior indicator of true post thaw viability since it is labeled only if nuclear
DNA is functioning at the time the stain is incorporated (Nubani et al., 1998). The rest of
treatments didn’t show any sign of Ki-67 positivity; thus, it can only assumed that their
main population consisted of quiescent follicles. These results, in conjunction with the
preservation of follicular morphology and lack of follicular development, could be an
indicative of the risks associated with the vitrification process, which through the
exposure to freezing/thawing procedures, could be affecting the follicular capacity to
develop and proliferate, something that has been mentioned already in the literature
(Oktem et al., 2011). Another possibility is that this pool of quiescent follicles constitutes
the group of follicles that are ready to further develop and mature when needed but need
more time and specific culture requirements to further do so (Dath et al., 2010).
Regarding the AQP3 labeling in the preantral follicles, the strongest labels were found in
the SuperCool X-1000 treatment in all follicular categories evaluated except for the
oocyte compartment of the secondary follicles. In comparison, cultured control treatment
showed only moderate to strong labels in the primordial and transition follicular

population. AQP3 water channels are known as aquaglyceroporins, this is an aquaporin
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with a bigger pore size that is permeable to water, urea and other solutes, playing an
important role in transporting permeating ACPs such as ethylene glycol, propylene
glycol, glycerol, and others (Sales et al., 2013). The presence of the strong AQP3 labeling
in the earliest follicular categories in the SuperCool X-1000 treatment, in comparison
with other treatments, could be in relation with its morphology results which showed a
higher follicular morphology preservation in comparison with other treatments. Thus,
they could be playing an important role during the exposure and removal of CPAs in the
vitrification and warming steps (Sales et al., 2016).

Concerning the apoptosis assessment analysis, all treatments showed signs of activated
caspase-3 staining in some of the follicles evaluated. Caspase-3 is part of the group of
effector caspases and is activated in the apoptotic cell via the extrinsic (death receptors)
and intrinsic pathways (mitochondrial pathway). Once the DNA fragmentation cascade
is active, a positive feedback response ensures that the cell will inevitably enter into
apoptosis (Cohen, 1997). Regardless of the presence of cryoprotectant agents and
antioxidative additives the results obtained are in accordance with previous studies; in
which the freezing and thawing induced certain levels of apoptosis in oocytes and ovarian
stroma cells (Fauque et al., 2007).

The ROS levels were not significantly different in any treated group. ROS come from the
aerobic metabolism and can diffuse and pass through cell membranes producing multiple
effects like mitochondrial alterations, ATP depletion and apoptosis. The results found in
this study may be explained by the presence of the antioxidant catalase in the vitrification
solution, responsible for the hydrolysis of H>O» into water and oxygen, removing this
important initiator of chain reactions that can lead to formation of other ROS. A study

from our laboratory obtained similar results, in which the catalase reduced the detrimental
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effects of vitrification and its presence in the vitrification solution helped to obtain similar
ROS levels with the fresh control (Carvalho et al., 2014).

In conclusion, we have demonstrated that the vitrification with the synthetic
polymer SuperCool X-1000 maintained the follicular morphology similar to the observed
in the fresh tissue, in other words, follicles vitrified with this synthetic polymer could
resist better the stress suffered during this process. Also, the ROS results suggest that the
interaction between SuperCool X-1000 and catalase could help reduce the injuries to the

follicles.
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7 CONCLUSOES

O polimero sintético SuperCool X-1000 manteve a morfologia folicular
semelhante a observada no tecido fresco. Isso significa que foliculos vitrificados na
presenca deste polimero sintético resistem melhor ao estresse sofrido durante o processo

de vitrificagao.
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8 PERSPECTIVAS

O melhoramento dos protocolos de vitrificagdo de tecido ovariano visando a sua
utilizagdo na clinica médica com a inten¢ao de restaurar a fertilidade das mulheres precisa
de resultados que garantam a preservagdo da morfologia folicular e oocitdria além de
obter boas taxas de desenvolvimento folicular. Nos acreditamos que a utilizagao de um
ambiente in vivo como o xenotransplante (a diferenca do in vitro utilizado no presente
trabalho) possa melhorar essas taxas de desenvolvimento. Além disso, seria interessante

fazer um analise hormonal para avaliar a funcionalidade desses foliculos pré-antrais.
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