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RESUMO 
 
 Este estudo teve como objetivo desenvolver um método eficiente de criopreservação 
(congelação lenta e vitrificação) de folículos pré-antrais ovinos. Quando folículos pré-antrais 
in situ
 e isolados foram criopreservados no método de congelação lenta apenas na presença de 
crioprotetores intracelulares, os melhores resultados foram obtidos na presença de 
dimetilsulfóxido (DMSO) 1,5 M (
in situ
) e DMSO ou etilenoglicol (EG) 1,5 ou 3,0 M 
(isolados). No entanto, após cultivo 
in vitro,
 somente os folículos preservados inclusos no 
tecido ovariano foram aptos a ativar e crescer 
in vitro
. Com o intuito de otimizar os protocolos 
de criopreservação para folículos pré-antrais ovinos, foram utilizados os métodos mais 
acurados de análise, adição de crioprotetor extracelular (sacarose), adicionado a estudos 
também de vitrificação. Devido aos resultados não promissores com folículos isolados, o 
estudo prosseguiu com tecido ovariano e observou-se uma alta taxa de viabilidade e atividade 
enzimática no citoplasma após congelação lenta na presença de DMSO ou EG 1,0 M 
adicionados de sacarose 0,5 M e após vitrificação utilizando o método de superfície-sólida na 
presença de DMSO ou EG 4,0 M adicionados de sacarose 0,5 M. Além disso, após detecção 
da qualidade folicular pos congelação/descongelação, o tecido ovariano foi cultivado por um 
curto período (24 h) e foi possível detectar a expressão de fatores diretamente relacionados à 
atividade funcional de tais folículos: GDF-9, BMP-15, KL e c-Kit. Apesar da eficiência dos 
dois métodos de criopreservação, folículos ovarianos vitrificados não apresentaram a mesma 
qualidade que os criopreservados pelo método clássico após cultivo 
in vitro
 do tecido 
ovariano por 24 h. 
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ABSTRACT 
 
 This study aimed to develop an efficient method of cryopreservation (slow cooling and 
vitrification) of sheep preantral follicles. When in situ or isolated preantral follicles were 
cryopreserved using slow cooling in presence of intracellular cryoprotectants only, the best 
results were obtained in presence of 1.5 M DMSO (in situ) and 1.5 or 3.0 M DMSO or EG 
(isolated). However, after in vitro culture, only follicles preserved enclosed in ovarian tissue 
were able to be activated and grow. To optimize the cryopreservation protocols for sheep 
preantral follicles, it was performed the use of more accurated methods of analysis, addition 
of an extracellular cryoprotectant (sucrose) , adding also vitrification studies. Due to the low 
results using isolated follicles, this study was continued using ovarian tissue and it was 
observed high viability and cytoplasmic activity rates after slow cooling in presence of 1.0 M 
DMSO or EG added by 0.5 M sucrose, as well as after vitrification using the solid-surface 
method in presence of 4.0 M DMSO or EG added by 0.5 M sucrose. Furthermore, after 
detection of the follicular quality pos freezing/thawing, the ovarian tissue was short-term 
cultured (24 h) and it was possible observe the expression of factors directly erlated to 
functional activity in these follicles: GDF-9, BMP-15, KL e c-Kit. Although both methods 
were efficient, vitrified ovarian preantral follicles did not present the same quality as the slow 
cooling ones after in vitro culture of ovarian tissue for 24 h.
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1. Introdução 
 
Dezenas de milhares de folículos pré-antrais (FOPA) podem ser recuperados de um 
único ovário ovino. Esta seria uma fonte potencialmente rica de material genético para a 
reprodução animal se os oócitos pudessem ser preservados e crescidos 
in vitro
. No entanto, 
além das técnicas eficientes de cultivo 
in vitro 
de FOPA ainda encontrarem-se em 
desenvolvimento, torna-se necessário o desenvolvimento de protocolos para a preservação 
desses gametas, uma vez que a manipulação imediata de um grande número de FOPA torna-
se inexequível. Desta forma, a criopreservação de gametas femininos torna-se importante na 
formação de um banco de reservas genéticas enquanto o cultivo in vitro destes folículos ainda 
não torna-se uma atividade prática. 
 
Existem diversos métodos para avaliar o sucesso da criopreservação. Diversos 
pesquisadores têm utilizado análise histológica (Paynter et al. 1999; Gook et al. 2001; 
Amorim et al. 2003a,b; Lucci et al. 2004; Rodrigues et al. 2004a,b), microscopia eletrônica de 
transmissão (Lucci et al. 2004; Rodrigues et al. 2004a,b) e azul de trypan (Jewgenow and 
Goritz 1995). No entanto, muitas questões referentes à criopreservação de folículos pré-
antrais precisam ser elucidadas, principalmente sobre o efeito deste procedimento sobre a 
viabilidade folicular (uso de marcadores fluorescentes para núcleo e citoplasma), capacidade 
de desenvolverem-se in vitro e expressão de fatores de crescimento pós 
congelação/descongelação e cultivo. 
 
Para uma melhor compreensão deste trabalho, a revisão de literatura apresenta uma 
descrição geral sobre os folículos ovarianos pré-antrais, importância, princípios básicos da 
criopreservação e os principais avanços da criopreservação de oócitos mamíferos. Para 
finalizar, será apresentada também a contribuição desta tese sob a forma de um artigo de 
revisão e ainda seis artigos científicos referentes à criopreservação de folículos pré-antrais 
ovinos. 
 
 
 
 





[image: alt] 
17 

2. Revisão de Literatura 
 
2.1 Ovário mamífero 
 
 Nos mamíferos, o ovário é a gônada feminina responsável pela diferenciação e 
ovulação de um oócito maturo para fecundação, garantindo a propagação das espécies (Figura 
1). Além disso, o ovário é um órgão endócrino que produz esteróides responsáveis pelo 
desenvolvimento das características sexuais secundárias femininas e colabora para a gestação. 
O ovário ovino tem aspecto ovóide e tamanho aproximado de 3 x 2 x 1.5 cm. A camada 
externa que recobre o ovário consiste no epitélio germinativo (Figura 1). Imediatamente 
abaixo do epitélio germinativo existe uma camada de tecido conectivo denso conhecido por 
túnica albugínea. Os folículos ovarianos, em conjunção com os fibroblastos circundantes, 
colágeno e fibras elásticas, formam o córtex ovariano localizado logo abaixo da túnica 
albugínea. A medula ovariana contém vasos sanguíneos, linfáticos e os nervos terminais 
(D’ANGELO & FATTINI, 1998). 
 
 
 
 
Figura 1. Diagrama de um ovário mamifero. 
Fonte: Arquivos de Anatomia da Escola de Medicina da Universidade Central da Venezuela
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2.2 Folículo Ovariano: definição, função, classificação e caracterização 
 
O folículo ovariano é uma estrutura altamente organizada constituída essencialmente 
pelo oócito circundado por células foliculares e demarcado por uma membrana basal (EPPIG, 
1991; HIRSHFIELD, 1991, FORTUNE, 1994) que os separa do estroma ovariano. O folículo 
é considerado uma unidade morfológica e funcional do ovário mamífero, cuja função é 
proporcionar um ambiente ideal para o crescimento e maturação do oócito (GORDON, 1994, 
CORTVRINDT & SMITZ, 2001), bem como produzir hormônios como o estrógeno, e 
peptídeos como inibina A e B, ativina e folistatina (ADASHI, 1994). De acordo com a 
ausência ou presença de antro, os folículos ovarianos são classificados como: a) 
folículos pré-
antrais
, os quais não possuem antro ou cavidade antral e, b) 
folículos antrais
, que possuem a 
cavidade antral no seu interior, repleta de líquido folicular (FIGUEIREDO, 1995). 
 
Os folículos pré-antrais representam mais de 90% da população folicular do ovário 
(SAUMANDE, 1981) e são classificados em unilaminares (primordiais e primários) e 
multilaminares (secundários), de acordo com o estádio de desenvolvimento. Os folículos 
primordiais encontram-se em estádio de quiescência (CORTVRINDT & SMITZ, 2001), são 
os primeiros a serem formados no ovário, considerados reservatórios de gametas femininos 
(QU et al., 2000a) e consistem de um oócito primário circundado por uma única camada de 
células da pré-granulosa de forma pavimentosa (LIU 
et al.
 2000). Os folículos primários são 
constituídos de um oócito em crescimento circundado por uma camada de células da 
granulosa de formato cúbico, não possuem células tecais diferenciadas e apresentam uma 
zona pelúcida em formação. Os folículos secundários são caracterizados por um oócito 
inteiramente circundado por uma zona pelúcida e a presença de pelo menos duas camadas de 
células da granulosa de forma cúbica (CORTVRINDT & SMITZ, 2001). Ao contrário dos 
folículos primordiais, os primários e secundários são considerados folículos em estádio inicial 
de crescimento. 
 
A categoria de folículos antrais compreende os folículos terciários (dominantes e 
subordinados) e de De Graaf ou pré-ovulatórios. Estes folículos são constituídos por um 
oócito, corona radiata e células do cumulus, circundado pela zona pelúcida, células 
foliculares, uma cavidade contendo líquido folicular, uma membrana basal e duas camadas de 
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células tecais. Os folículos pré-ovulatórios apresentam um oócito secundário e todos os 
componentes presentes nos folículos terciários e representam o estádio final do 
desenvolvimento folicular (FIGUEIREDO, 1995). Os folículos ovarianos estão 
esquematicamente mostrados na Figura 2. 
 
Vale salientar, que do total de folículos presentes no ovário, estima-se que 90% a 95% 
sejam constituídos por folículos pré-antrais (ERICKSON, 1986) representando uma fonte 
significativa de material genético a ser aproveitado. 
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Figura 2. Representação esquemática dos folículos ovarianos. 1. Oócito; 2. Células da Pré-granulosa; 3. Células da Granulosa; 4. Células da teca e 5. Cavidade antral. 
Fonte: Arquivos de Anatomia da Escola de Medicina da Universidade Central da Venezuela 
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2.3 População folicular pré-antral 
 
No ovário mamífero, a população folicular é estabelecida ainda na vida fetal (primatas 
e ruminantes – BETTERIDGE et al., 1989) ou em um curto período de tempo após o 
nascimento (roedores – HIRSHFIELD, 1991). Enretanto, em trabalhos recentes, foram 
sugeridos mecanismos envolvidos na formação de novas células germinativas e folículos na 
mulher (BUKOVSKY et al., 2004), camundonga (JOHNSON et al., 2004) adultas. O número 
total de folículos pré-antrais por ovário varia entre espécies, sendo de aproximadamente 1.500 
na camundonga (SHAW et al., 2000b); 33.000 na ovelha (AMORIM et al., 2000a); 35.000 na 
cabra (LUCCI et al., 1999b) e aproximadamente 2.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986). 
Ao longo da vida reprodutiva da fêmea, ocorre uma redução ordenada, geralmente 
exponencial, no número de folículos pré-antrais (SHAW et al., 2000b). Essa redução é devido 
a dois fenômenos que ocorrem naturalmente no ovário: (i) a ovulação e (ii) a atresia ou morte 
folicular. Somente uma pequena parte (0,1%) dos folículos primordiais chega ao estádio de 
ovulação (NUTTINCK et al., 1993), pois a sua grande maioria (99,9%) torna-se atrésica 
durante as fases de crescimento e maturação (CARROLL et al., 1990; OTALA et al., 2002). 
 
 
2.4 Importância da preservação de folículos pré-antrais de animais domésticos 
 
Tendo em vista a grande perda de folículos pré-antrais, que ocorre naturalmente in 
vivo e a necessidade do desenvolvimento de métodos eficientes de cultivo desses foliculos 
in 
vitro
, a preservação do tecido ovariano ou dos folículos pré-antrais isolados tem sido uma 
alternativa para preservar os gametas femininos da espécie humana (PICTON & GOSDEN, 
2000), bem como de várias espécies mamíferas domésticas (felinos: JEWGENOW et al., 
1998; bovinos: LUCCI et al., 2004; ovinos: CASPACCHIETTI et al., 2004; caprinos: 
RODRIGUES et al., 2004). Devido à crescente busca de evitar a precoce infertlidade 
feminina, causada por problemas reprodutivos ou tratamentos quimio e/ou radioterápicos, 
pesquisadores vêm estudando a criopreservação do tecido ovariano para posterior re-
implantação nas mulheres após tratamento contra doenças malignas. Além disso, a 
criopreservação de FOPA é uma alternativa para superar problemas religiosos ou éticos 
concernentes à congelação de embriões. Com relação às pesquisas voltadas para animais 
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domésticos e/ou em via de extinção, tem-se como objetivo preservar e posteriormente 
multiplicar tais animais. Além disso, algumas espécies (ovina e caprina) podem servir de 
modelo experimental para aplicação na espécie humana. Além de sua importância na 
formação de bancos de germoplasma animal, os milhares de folículos pré-antrais, oriundos de 
um mesmo animal, quando preservados podem ser destinados à pesquisas para o crescimento, 
maturação e fecundação 
in vitro
, clonagem, transgenia, bem como estudos referentes aos 
efeitos físicos e químicos durante o processo de congelação. A preservação pode ser obtida 
com a utilização de técnicas eficientes de criopreservação, mantendo a sobrevivência e 
viabilidade celular por períodos indeterminados. 
 
 
2.5 Criopreservação de gametas femininos  
 
2.5.1 Breve Histórico  
 
 Desde a introdução do glicerol como um agente crioprotetor permeável (POLGE et al., 
1949), e a subsequente descoberta e utilização do dimetilsulfóxido (DMSO) por LOVELOCK 
& BISHOP (1959), estudos relacionados à criopreservação de folículos pré-antrais vêm sendo 
realizados (PARKES & SMITH, 1953; GREEN et al., 1956; DEANESLY, 1957). Contudo, 
esses trabalhos iniciais foram empíricos, sendo a  primeira base teórica para a criopreservação 
de células, proposta apenas em 1965 por MAZUR e aplicada em oócitos murinos duas 
décadas depois pelo mesmo autor (MAZUR et al., 1984). Vários trabalhos foram realizados 
utilizando o glicerol como agente crioprotetor (ACP) de gametas femininos (oócitos) inclusos 
no tecido ovariano de ratas (PARKES & SMITH, 1953; GREEN et al., 1956; DEANESLY, 
1957) e camundongas (PARROTT, 1960). Apesar da eficiência do glicerol, os pesquisadores 
mostraram também que a congelação e descongelação de ovários causava a destruição de 
mais de 90% dos oócitos (PARKES & SMITH, 1953; GREEN et al., 1956). Por outro lado, 
um grande número de oócitos oriundos de folículos primordiais sobreviveu e tornou-se 
maturo após transplante para fêmeas ovariectomizadas (DEANESLY, 1957). Historicamente, 
devido ao seu baixo efeito tóxico, o glicerol tem sido extensivamente utilizado como ACP 
para a congelação de sêmen de animais e humanos. Entretanto, o seu uso para a preservação 
de tecido tem sido limitado devido à sua pobre capacidade de penetração (NEWTON et al., 
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1996). Atualmente, vários outros ACPs como o dimetilsulfóxido (DMSO – CARROLL et al., 
1990a, CANDY et al., 1994), propanodiol (PROH – KUBOTA et al., 1998, HOVATTA et 
al., 1996) ou o etilenoglicol (EG – OKTAY et al., 1997) têm sido vastamente utilizados para a 
criopreservação de oócitos ou tecido ovariano por já terem apresentado resultados 
promissores através de um melhor conhecimento acerca do processo de criopreservação, 
agentes crioprotetores e constituição celular. Nos últimos 20 anos, os protocolos de 
criopreservação de embriões e espermatozóides vêm sendo otimizados até tornarem-se um 
processo de rotina nos laboratórios de reprodução em todo o mundo. No entanto, quanto aos 
gametas femininos, essa técnica ainda continua sendo executada com limitado sucesso.
 
 
2.5.2 Princípios Básicos 
 
A criopreservação compreende a conservação de material biológico a temperaturas 
ultrabaixas, geralmente em nitrogênio líquido a –196 °C, ou em sua fase de vapor a –150 °C.  
Os únicos estados físicos existentes abaixo de aproximadamente –130 °C são o estado 
cristalino ou o estado vítreo e, em ambos, a viscosidade é muito elevada, a difusão é 
considerada insignificante (dependendo do tempo de armazenamento), a energia cinética 
molecular é muito baixa e reações metabólicas impulsionadas por energia térmica ocorrerão 
muito lentamente ou serão paralisadas completamente (KARTHA, 1985). Portanto, à 
temperatura do nitrogênio líquido, a viabilidade durante o armazenamento pode ser estendida 
por muitos anos e alta estabilidade genética pode ser mantida (STUSHNOFF & 
SEUFFERHELD, 1995). A capacidade do material biológico de sobreviver ao processo de 
criopreservação depende de sua tolerância aos agentes crioprotetores, desidratação e 
velocidade de redução da temperatura. Desta forma, antes de desenvolver um protocolo 
eficiente de criopreservação, faz-se necessário conhecer todos os mecanismos envolvidos em 
cada etapa da congelação cellular.
 
 
2.5.3
 
Etapas 
 
O processo de criopreservação envolve basicamente as seguintes etapas: (1) adição de 
agentes crioprotetores (período de equilíbrio/exposição); (2) resfriamento e indução da 
formação de gelo e congelação; (3) estocagem em nitrogênio líquido; (4) descongelação e (5) 
remoção ou diluição do ACP (FAHNING & GARCIA, 1992).  





 
24 

O primeiro requisito para se iniciar um processo de congelação consiste em permear o 
tecido ou celulas isoladas com um componente (conhecido por agente crioprotetor - ACP) 
capaz de moderar o efeito normalmente letal causado pelo gelo e/ou choque osmótico 
(período de equilíbrio/exposição). A exposição de células isoladas aos ACPs pode ser 
relativamente rápida (segundos), diferente da difusão em um tecido que contém vários tipos 
celulares, sendo necessária uma exposição mais prolongada (de até 30 minutos) para que 
concentrações adequadas possam atingir o centro do tecido (NEWTON et al., 1998). 
Consequentemente, é importante balancear o tempo de equilíbrio, concentração do ACP e 
temperatura. Para controlar a entrada e remoção dos ACPs capazes de penetrar nas células 
(ACP permeáveis), são uilizados geralmente açúcares (ACPs não permeáveis), como a 
sacarose (SALEHNIA et al., 2002) e a trealose (WRIGHT et al., 2004). 
 
À medida que a temperatura decresce e aproxima-se de 0 °C, a célula e seu meio 
externo inicialmente atingem um estado de super-resfriamento e posteriormente ocorre a 
formação de gelo no meio extracelular. Os eventos físicos subsequentes irão depender da 
velocidade de congelação. Se a congelação ocorre lentamente, a célula supercongelada perde 
água porque a pressão de vapor da água na célula excede aquela do exterior celular 
congelado, e com a progressiva redução da temperatura a água se difunde do interior das 
células para a solução extracelular e é convertida em gelo na superfície das células (SANTOS, 
1999). Como resultado, a concentração da solução celular aumenta e a célula pode sofrer 
choque osmótico. Este fenômeno é chamado de desidratação induzida por congelação. 
Quando o potencial hídrico das células parcialmente desidratadas iguala-se aquele do gelo 
extracelular, um equilíbrio é estabelecido e uma desidratação adicional não ocorrerá contanto 
que a temperature permaneça constante. Por outro lado, se a célula for congelada muito 
rapidamente, a desidratação por congelação não ocorre, as células se tornam cada vez mais 
super-resfriadas e eventualmente a solução intracelular, que contém alto teor de água livre, 
congela-se, formando cristais de gelo que causam injúria mecânica às células (STEPONKUS 
& WEBB, 1992).
 
Com a finalidade de reduzir a formação dos cristais de gelo intracelulares 
durante a fase de resfriamento, deve-se induzir a formação extracelular de gelo (
seeding
), o 
qual previne o superesfriamento e inicia o processo de desidratação (OKTAY et al
.
 2001). O 
seeding
 pode ser realizado manualmente, tocando a parede dos recipientes que contêm o 
material a ser congelado, utilizando um objeto de metal resfriado a –196 °C (FABBRI et al
.
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2000). Além disso, a desidratação celular continua durante o processo de resfriamento até a 
temperatura de – 30 °C. Neste ponto, a concentração de crioprotetor intracelular é alta o 
bastante para que a água intracelular remanescente sofra vitrificação, impedindo a formação 
de gelo intracelular (STACHECKI & COHEN, 2004). 
 
Terminado o processo de congelação, de acordo com o protocolo realizado, o material 
pode ser armazenado em nitrogênio líquido ou no vapor de nitrogênio, sendo o primeiro o 
mais comumente utilizado. Estudos prévios sobre a influência do tempo de estocagem, 
mostraram que os processos de congelação e descongelação, e não o tempo de estocagem, 
exercem os principais efeitos sobre as células (WANG et al., 1998; KLEEBERGER et al., 
1999; SMITH et al., 2001). 
 
Um outro momento crítico do processo de criopreservação consiste na descongelação. 
Durante esta fase, o reaquecimento do material congelado pode levar a injúrias celulares por 
dois motivos. No primeiro, como discutido anteriormente, parte da água intracelular pode ser 
vitrificada durante a congelação; durante a descongelação, a água liberada no estado líquido 
pela descongelação pode congelar-se novamente antes que a temperatura ambiente seja 
atingida formando os cristais de gelo e levando à ruptura celular. No segundo, microcristais 
de gelo que se formaram durante o congelamento têm a oportunidade de crescer, devido ao 
aumento da temperatura, formando cristais grandes, os quais então causam rompimento e 
morte das células. Desta forma, geralmente recomenda-se uma descongelação rápida 
independente do processo de congelação utilizado. Utilizando a faixa de temperatura entre 35 
e 40 °C, a descongelação é rápida o bastante para evitar a fusão de micro-cristais formados na 
congelação ou a formação de novos cristais pela água liberada pela descongelação (SANTOS, 
1999). Além disso, o gelo extracelular derrete e penetra na membrana celular em um estado 
líquido para reidratar a célula (FRIEDLER 
et al.
 1988). 
 
Finalmente, após a descongelação, é necessario realizar imediatamente a remoção do 
crioprotetor. Esta remoção pode ser realizada através de um ou vários banhos (geralmente 3) 
sucessivos, do material criopreservado que normalmente tem duracao de 5 a 15 minutos. Para 
tanto, o meio utilizado para os banhos consiste geralmente no mesmo meio base utilizado na 
congelação, porém sem adição de crioprotetores permeáveis ou em concentrações 
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decrescentes. Outra possibilidade consiste na adição de crioprotetores não permeaveis para 
permitir uma reidratação celular em uma velocidade controlada.
 MANDELBAUM et al. 
(1988), demonstrou o efeito benéfico da sacarose (crioprotetor não permeavel) durante a 
remoção de um crioprotetor permeável, por agir como um tampão osmótico.
 
 
2.5.4 Agentes crioprotetores 
 
Agentes crioprotetores são solventes orgânicos utilizados sozinhos ou em associação 
que agem protegendo a célula durante o período de estocagem em baixas temperaturas 
(GUYADER-JOLY, 1998). Tais agentes podem ser classificados em permeáveis 
(intracelulares) ou impermeáveis (extracelulares). 
 
Crioprotetores permeáveis possuem baixo peso molecular e a capacidade de substituir 
a água intracelular. Como exemplos, podem ser citados o glicerol (GLI), etilenoglicol (EG), 
dimetilsulfoxido (DMSO) e propanodiol (PROH). Em um protocolo típico de 
criopreservação, o tecido a ser preservado é primeiramente exposto a crioprotetores para 
reduzir os danos celulares causados pela desidratação ou formação de gelo intracelular 
durante o subsequente processo de congelação (DEVIREDDY & BISCHOF, 2003). Quando 
crioprotetores são adicioandos ao tecido, devido à diferença de concentração entre o espaço 
vascular e o intracelular, a água intracelular (solvente) sai da célula e, concomitantemente os 
crioprotetores permeáveis (soluto) entram na célula interagindo com a membrana celular, 
estabilizando as proteínas intracelulares e reduzindo o ponto de congelação. 
 
Crioprotetoers impermeáveis, entre eles açúcares como sacarose e polímeros como 
hidroxietil, agem suplementando o meio de criopreservação e otimizando o efeito dos 
crioprotetores permeáveis. Utilizada com frequência, a sacarose age como um tampão 
osmótico contra o estresse causado durante a adição e remoção do crioprotetor intracelular 
(MANDELBAUM et al., 1988). A sacarose pode ser utilizada com sucesso como crioprotetor 
extracelular para folículos pré-antrais murinos, especialmente quando combinada com EG 
(SALEHNIA, 2002). Para folículos humanos, uma mistura de sacarose com DMSO pareceu 
ser o melhor crioprotetor (HOVATTA et al., 1996). Ainda com relação a oócitos humanos, 
BIANCHI et al. (2005) observaram uma alta taxa de sobrevivencia (83%), quando sacarose a 
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0,3 M foi adicionada ao propanodiol (PROH) 1,5 M. Além disso, CHEN et al. (2004) 
utilizaram o mesmo crioprotetor intracelular adicionado de sacarose 0,1 M e observaram 75% 
de taxa de sobrevivência. FABRI et al. (2001) mostraram a importância de adicionar uma 
maior (0,5 M) concentração de sacarose no meio de criopreservação para proteger oócitos 
humanos durante a congelação. Devido à impermeabilidade das membranas celulares 
mamíferas aos açúcares, alguns autores têm injetado trealose em oócitos para aumentar a 
tolerância celular às baixas temperaturas. EROGLU et al. (2002) foram os primeiros a 
descrever a introdução de trealose em oócitos humanos por microinjeção. Neste trabalho, foi 
utilizada trealose intracelular na concentração de 0,15 M e foi obtida 60% de taxa de 
sobrevivência. 
 
 
2.5.5 Formação de gelo intracelular e choque osmótico (efeito solução) 
 
Apesar da importância do processo de criopreservação, existem dois fatores que 
podem levar à morte celular durante a congelação/descongelação: a formação de gelo 
intracelular e o choque osmótico. Esses efeitos negativos podem ser reduzidos ou evitados 
com a utilização de agentes crioprotetores, que permitem preservar células vivas a 
temperaturas extremamente baixas (De La VEGA & WILDE, 1991), bem como modificando 
o processo de criopreservação (a ser discutido a seguir). De acordo com STACHECKI & 
COHEN (2004), os efeitos do gelo intracelular e do choque osmótico são fatores letais se as 
células não são tratadas apropriadamente.  
 
A formação de gelo intracelular é considerada um dos fatores mais importantes 
quando se deseja realizar um eficiente protocolo de criopreservação. Na congelação clássica 
(lenta), essa formação pode ser evitada através de um resfriamento celular lento, permitindo a 
desidratação celular, sendo a água intracelular remanescente mantida em um potencial de 
equilíbrio com a solução extracelular e o gelo formado (MAZUR et al., 2005). Existem duas 
hipóteses para a formação de gelo intracelular. A primeira, postulada por MULDREW & 
MCGANN (1990; 1994), sugere que o gelo intracelular seja formado como consequência de 
danos ou defeitos na membrana plasmática, que permitiriam a passagem do gelo extracelular 
através da membrana (teoria do fluxo osmótico). Ou seja, com o super resfriamento celular 
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durante a congelação, a força de efluxo da água para o meio extracelular atingiria um valor 
crítico e, consequentemente, causaria danos à membrana, permitindo a entrada do gelo 
extracelular para o meio intracelular. Uma outra hipótese, é a de que o gelo extracelular em 
contato (direto ou indireto) com a membrana plasmática causa a formação de gelo 
intracelular, causando injúria ao conteudo cellular, existindo duas versões para essa segunda 
hipótese. Na primeira, TONER et al. (1990; 1991) sugerem que o gelo extracelular causa 
uma mudança conformacional na membrana, que se transforma em um nucleador heterogêneo 
dos conteúdos celulares (contato direto). Na segunda, postulada por MAZUR (2004), o gelo 
extracelular cresce através de poros pré-existentes na membrana, e esse contato direto leva a 
formação de gelo intracelular. 
 
Uma outra causa de morte celular consiste no efeito solução, que envolve uma 
alteração no citoplasma como resultado da desidratação, aumento na concentração de soluto, 
alterações de pH, e precipitação de solutos (MAZUR et al., 1984). Por muito postulou-se que 
a morte celular poderia ser causada pelo aumento da concentração de soluto fora da célula 
devido ao resfriamento e congelação da água extracelular (LOVELOCK, 1953). Contudo, 
recentes estudos têm reportado uma alta tolerância celular ao estresse osmótico. AGCA et al. 
(2000) expuseram oócitos bovinos a crescentes concentrações de cloreto de sódio para elevar 
a osmolaridade a concentrações supra-vitais (até 4800 mOsm) e observaram que ate 2400 
mOsm, os oócitos foram capazes posteriormente de ser fecundados e blastocistos foram 
obtidos. Outros pesquisadores expuseram oócitos humanos e murinos a concentrações 
variáveis de crioprotetoers ou açúcares sem resfriar e observaram considerável tolerância 
celular às condições osmóticas impostas (ODA et al., 1992; MCWILLIAMS et al., 1995; 
HOTAMISLIGIL et al., 1996). Quando Toner et al. (1993)  resfriaram  zigotos murinos  a 
– 40 
o
C em moderadas a altas concentrações de NaCl (300-2400 mOsm) na ausência de 
crioprotetor, todos os embriões degeneraram. Um resultado contrário foi obtido quando 
utilizou-se um outro sal (cloreto de colina) e a maioria das células apresentavam-se intactas, 
mesmo na ausência de crioprotetores. Com esses estudos, pode-se concluir que os danos 
celulares devido ao choque osmótico são devidos ao tipo de agente utilizado e não à 
capacidade da célula gerenciar o choque osmótico.
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2.5.6 Métodos de criopreservação  
 
A criopreservação pode ser realizada por dois métodos básicos: 1) Congelação 
convencional ou lenta; e
 
2) Vitrificação. 
 
A congelação lenta, onde a redução da temperatura ocorre de modo gradual, é 
usualmente realizada na presença de baixas concentrações de agentes crioprotetores (
∼
1,5 
mol/l - PAYNTER 
et al.
 2000), tendo um período de equilíbrio que pode variar de 5 a 60 
minutos (CANDY 
et al.
, 1997). Nesse metodo, o material é resfriado lentamente a uma 
velocidade de 2 ºC/min até – 4 a – 9 ºC, mantendo-se nesta temperatura por um curto período 
(10 a 15 min) para a estabilização térmica e realização do 
seeding.
 Em seguida, a amostra 
continua sendo resfriada lentamente a uma velocidade de 0,3 ºC/min. Uma vez que a 
desidratação celular é suficientemente atingida (entre – 30 a – 80 ºC), o material é resfriado 
rapidamente sem formação letal de gelo intracelular. Após este resfriamento rápido, o 
material é estocado em nitrogênio líquido (- 196 °C). 
 
A vitrificação, formação de estado vítreo, foi idealizada por LUYET em 1860, com 
repetição de dados e publicação apenas em 1937. Depois de quase 50 anos, RALL & FAHY 
descreveram a vitrificação como uma alternativa potencial ao processo de congelação lenta 
(RALL & FAHY, 1985). Ao contrário da congelação lenta, a vitrificação envolve a exposição 
do material biológico a altas concentrações de agentes crioprotetores (geralmente entre 4 e 6 
mol/L) por um curto período de tempo, geralmente à temperatura ambiente, seguido de um 
resfriamento ultra-rápido em nitrogênio líquido, não sendo necessária a utilização de 
equipamentos sofisticados e de alto custo. De acordo com STACHECKI & COHEN (2004), a 
vitrificação possui dois aspectos básicos a serem levados em consideração. O primeiro 
consiste no fato de que as altas concentrações de crioprotetores utilizadas na exposição 
aumentam os efeitos tóxicos e, em segundo lugar, apesar desse efeito durante o período de 
equilíbrio, a vitrificação, por ser uma congelação altamente rápida, aumenta as taxas de 
sobrevivência. 
 
 
 
 





 
30 

2.5.7 Criopreservação de folículos pré-antrais 
 
 
Os folículos pré-antrais podem ser criopreservados basicamente de duas formas, ou 
seja, inclusos no tecido ovariano (
in situ
) ou na sua forma isolada. 
 
2.5.7.1
 
Criopreservação de folículos pré-antrais in situ 
 
Recentemente, devido aos avanços nos protocolos, a criopreservação de tecido 
ovariano tem atraído o interesse de clínicos e pesquisadores da área médica e veterinária. O 
tecido ovariano criopreservado pode ser utilizado para auto- e xeno-transplante, ou mesmo 
cultivo in vitro dos folículos pré-antrais (GUNASENA & CRITSER, 1997; OKTAY et al., 
1998; SNOW et al., 2002). Os estudos iniciais de criopreservação de tecido ovariano foram 
iniciados em ratas com a utilização do glicerol como crioprotetor, resultando em uma baixa 
taxa de sobrevivência (DEANESLY, 1954). Com a descoberta de crioprotetores mais 
eficientes, como o dimetilsulfóxido e etilenoglicol, o tecido ovariano de várias espécies 
mamíferas pôde ser criopreservado com sucesso, transplantado em camundongas 
imunodeficientes, e observada a retomada do ciclo estral, bem como desenvolvimento 
folicular (AGCA, 2000). Camundongas possuem ovários pouco fibrosos e relativamente 
pequenos, sua criopreservação e consequente transplante têm sido obtidos com sucesso. No 
entanto, ovários de mamíferos tais como humanos, bovinos, ovinos, dentre outros de tamanho 
maior e mais espessos, ainda não possuem protocolos eficientes de criopreservação e 
retomada da função do órgão. 
 
2.5.7.2 Criopreservação de folículos pré-antrais isolados 
 
Apesar dos resultados promissores com a criopreservação de FOPA 
in situ 
(COX et 
al., 1996 – murinos; OKTAY et al., 1998 – humanos; RODRIGUES et al., 2003 – caprinos; 
SALLE et al., 1998; 1999 - ovinos), os trabalhos relacionados à criopreservação de folículos 
pré-antrais isolados ainda são escassos (AMORIM et al., 2003a,b). Além disso, o tecido do 
estroma ovariano é muito rico em células, as quais estão juntamente posicionadas. Portanto, a 
formação de gelo no espaço intercelular pode danificar facilmente as células e quebrar a 
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comunicação intercelular necessária para a integridade do tecido (SUGIMOTO et al
.
, 1996). 
Uma alternativa possível seria a congelação de folículos pré-antrais isolados. 
 
 
2.6 Métodos de análise de folículos pré-antrais criopreservados 
 
Estudos morfológicos apenas para avaliar o processo de congelação/descongelação 
não consiste em um confiável indicador de congelabilidade. Tem sido mostrado em vários 
estudos (SCHOTANUS et al., 1997; VAN DEN HURK et al., 1998; MARTINEZ-MADRID 
et al., 2004) que a análise morfológica nem sempre está correlacionada com a viabilidade e 
capacidade de desenvolvimento dos folículos e, como sabido, a criopreservação  
frequentemente induz a ruptura da membrana celular, perda da atividade mitocondrial e danos 
no citoesqueleto. Estudos histológicos podem ser utilizados para identificar sinais de atresia, 
tais como picnose nuclear, danos citoplasmáticos, destacamento das células da granulosa do 
oócito e irregularidade da membrana basal (JORIO et al., 1991; HULSHOF et al., 1995; 
DEMIRCI et al., 2002). Já estudos de integridade de membrana utilizando o corante vital azul 
de trypan (JEWGENOW et al., 1998), também são utilizados em análises rápidas para 
detectar integridade da membrana plasmática. Contudo, células morfologicamente intactas 
podem não permanecer viáveis (VAN DEN HURK et al., 1998) ou funcionais. Em relação à 
viabilidade, provas de fluorescência utilizando calceina-AM e etídio homodímero têm sido 
utilizadas para acessar a viabilidade celular, uma vez que a calceína-AM é clivada por 
enzimas esterase em células vivas, deixando um produto fluorescente de clivagem na célula 
(DE CLERCK et al., 1994), enquanto o etídio homodímero é utilizado para acessar a 
integridade da membrana plasmática ligando-se ao DNA de celulas não viaveis, ou seja, 
permeáveis ao componente de alto peso molecular (POOLE et al., 1993). Um outro fator a ser 
considerado consiste na capacidade de folículos pré-antrais serem criopreservados, cultivados 
e apresentarem funcionalidade celular. Neste aspecto, o cultivo in vitro consiste em mais um 
método de análise, e a funcionalidade pode ser avaliada através da expressão de fatores de 
crescimento e substâncias normalmente presentes em folículos pré-antrais funcionais.
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3. Justificativa 
 
Os estudos referentes à criopreservação de oócitos inclusos em folículos pré-antrais 
ovinos, apesar de realizados por vários grupos de pesquisa, ainda não utilizaram métodos mais 
acurados de detecção da viabilidade e funcionalidade desses folículos pós criopreservação. 
Além disso, os protocolos atuais de isolamento folicular permitem a recuperação de milhares 
de oócitos inclusos em folículos pré-antrais (bovinos – FIGUEIREDO et al., 1993; felinos – 
JEWGENOW & STOLTE, 1996; caprinos – LUCCI et al., 1999a,b; ovinos – AMORIM, et 
al., 2000a,b). Neste contexto, a aplicabilidade da criopreservação na biotécnica de 
Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Pré-antrais (MOIFOPA) tem uma importância 
capital. A MOIFOPA no seu sentido amplo tem como meta final a produção 
in vitro 
de um 
grande número de oócitos aptos à fecundação. Para isso, a eficiência máxima requerida 
durante o cultivo folicular (crescimento e maturação) 
in vitro 
depende da viabilidade dos 
folículos pré-antrais em todas as etapas que o precedem, ou seja, o isolamento, resfriamento 
e/ou congelação. Entretanto, sabe-se que a manipulação de um grande número de folículos 
pré-antrais no mesmo dia em que são isolados, antes do cultivo, sem afetar a sua viabilidade, é 
dificilmente alcançável. Por esta razão, torna-se fundamental o desenvolvimento de 
protocolos de criopreservação que permitiriam a congelação de folículos pré-antrais. Desta 
forma, tornaria-se possível a utilização máxima dos milhares de folículos pré-antrais obtidos a 
partir de um único ovário criopreservado para posterior uso no cultivo de forma fracionada, à 
medida que se deseje ou seja necessário. 
 
Embora em ovinos vários protocolos já tenham sido testados para a criopreservação de 
folículos pré-antrais, as taxas de sobrevivência folicular são muito variáveis. Na maioria dos 
estudos, a análise folicular ficou restrita à morfologia dos folículos pré-antrais sem considerar 
a integridade nuclear e a funcionalidade do oócito e células da granulosa. Neste trabalho 
avaliou-se, além da morfologia e integridade de membrana, a ultraestrutura, nucleo oocitário e 
das células da granulosa, atividade enzimática no citoplasma, bem como expressão de 
proteínas presentes em folículos pré-antrais funcionais.
 
 
Em função da importância econômica e social que os ovinos representam para o 
Brasil, bem como a similaridade estrutural dos ovários ovinos e humanos, estes animais 
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seriam a escolha por excelência para o desenvolvimento da técnica de criopreservação de 
oócitos inclusos em folículos pré-antrais. Uma outra importante aplicabilidade prática futura 
deste trabalho seria a formação de um banco de germoplasma animal (BGA), ou seja, de 
oócitos inclusos em folículos pré-antrais, o que beneficiaria raças notadamente de grande 
produtividade, ou até mesmo aquelas em risco de extinção como a raça Morada Nova, 
variedade branca, nativa do nordeste brasileiro. 
 
O presente trabalho busca oferecer uma importante contribuição científica para a 
criobiologia, uma vez que descreve a susceptibilidade de folículos pré-antrais a diferentes 
crioprotetores, o efeito da criopreservação (congelação lenta e vitrificação) sobre a 
viabilidade, funcionalidade e características ultra-estruturais dos folículos criopreservados. 
Além disso, fornece também informações importantes sobre o comportamento de folículos 
congelados/descongelados durante o cultivo in vitro.
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4. Hipóteses Científicas 
 
 
Diante do exposto, formularam-se as seguintes hipóteses: 
 
1) Folículos pré-antrais ovinos podem ser criopreservados in situ e isolados mantendo sua 
morfologia, ultraestrutura e membrana celular. 
 
2) Folículos pré-antrais ovinos previamente criopreservados in situ ou isolados podem manter 
sua funcionalidade, ser ativados e crescer durante cultivo in vitro. 
 
3)  A adição de um crioprotetor extracelular pode auxiliar na definição de um método de 
criopreservação eficiente tanto para congelação lenta como para vitrificação de folículos 
pré-antrais ovinos. 
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5. Objetivos 
 
Geral:
 
 
Desenvolver um protocolo eficiente de criopreservação de folículos pré-antrais ovinos. 
 
Específicos:
 
 
Avaliar a morfologia e ultraestrutura de folículos pré-antrais inclusos em tecido ovariano 
(in situ) após exposição e/ou criopreservação na presença de dimetilsulfóxido (DMSO), 
propanodiol (PROH), etilenoglicol (EG) e  glicerol (GLI) em  duas diferentes 
concentrações (1,5 M e 3,0 M); 
 
Avaliar a integridade de membrana de folículos pré-antrais isolados expostos e/ou 
criopreservados na presença de DMSO, PROH, EG e GLI (1,5 M e 3,0 M); 
 
Avaliar a integridade de membrana de folículos pré-antrais ovinos, in situ e isolados, 
previamente expostos e/ou criopreservados utilizando DMSO ou EG, ambos na concentração 
de 1,5 M, e subsequentemente cultivados in vitro por 5 dias; 
 
Avaliar a viabilidade de folículos pré-antrais ovinos in situ, após congelação lenta na 
presença de EG e/ou DMSO (1,0 e 1,5 M) adicionados ou não de sacarose; 
 
Avaliar a viabilidade de folículos pré-antrais ovinos in situ, após vitrificação na presença de 
EG e/ou DMSO (4,0 M) adicionados ou não de sacarose; 
 
Avaliar a expressão de substâncias (GDF-9, BMP-15 e KL/c-Kit) em folículos pré-antrais 
ovinos in stu criopreservados (congelação lenta e vitrificação) e cultivados in vitro. 
 
 A seguir, será mostrada a contribuição deste trabalho na forma de seis capítulos 
referentes a seis artigos científicos, sendo dois já publicados em periódicos internacionais e 
quatro submetidos também a periódicos internacionais. 
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6. Capítulo 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
Análise histológica e ultraestrutural de folículos pré-antrais 
ovinos criopreservados in situ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Animal Reproduction Science, 2005, in press 
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Resumo 
 
O objetivo deste estudo foi verificar as características morfológicas e ultraestruturais 
de folículos pré-antrais ovinos após exposição e/ou criopreservação do tecido ovariano 
utilizando o glicerol (GLI), etilenoglicol (EG), propanodiol (PROH) ou dimetilsulfóxido 
(DMSO) afim de determinar um método ótimo de estocagem de tecido ovariano ovino. Cada 
par ovariano de cinco ovelhas sem raça definida (SRD) foi dividido em 17 fragmentos. Um 
fragmento (controle) foi imediatamente fixado para estudos de histologia e ultraestrutura e os 
fragmentos remanescentes (tratamentos) foram aleatoriamente distribuidos em criotubos, 
equilibrados a 20 
C/20 min em 1.8 mL de Meio Essencial Minimo (MEM) contendo um dos 
seguintes crioprotetores: GLI, EG, PROH ou DMSO a 1,5 ou 3,0 M. Após o período de 
equilíbrio (exposição aos crioprotetores), os fragmentos foram fixados para estudos 
morfológicos para determinar o grau de toxicidade (teste de toxicidade) ou 
congelados/descongelados e fixados para avaliar o efeito da criopreservação sobre os folículos 
pré-antrais. A análise histológica mostrou que, comparado aos fragmentos do controle, todos 
os crioprotetores, em ambas concentrações, reduziram significativamente a percentagem de 
folículos pré-antrais normais nos fragmentos ovarianos antes do processo de criopreservação. 
O PROH 3,0 M exerceu um efeito tóxico maior (P < 0,05) que o apresentado pelos demais 
crioprotetores. Após congelação/descongelação, as maiores (P <  0,05) percentagens de 
folículos histologicamente normais foram observadas em fragmentos ovarianos 
criopreservados em EG (1,5 e 3,0 M) ou DMSO (1,5 M) quando comparados aos demais 
crioprotetores. Contudo, a microscopia eletrônica de transmissão (MET) mostrou que somente 
os folículos pré-antrais criopreservados em DMSO a 1,5 M apresentavam uma ultraestrutura 
normal. Os dados sugerem que folículos pré-antrais ovinos podem ser criopreservados in situ 
com maior eficiência em DMSO 1,5 M. 
 
Palavras chave: Folículos pré-antrais; ovinos; teste de toxicidade; criopreservação; in situ 
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Abstract 
 
The aim of this study was to verify the histological and ultrastructural characteristics 
of sheep preantral follicles after exposure of ovarian tissue to cryopreservation in glycerol 
(GLY), ethylene glycol (EG), propanediol (PROH) or dimethyl sulfoxide (DMSO) in order to 
determine the optimum method to store sheep ovarian tissue for later experimental or clinical 
use. Each ovarian pair from five mixed-breed ewes was divided into 17 fragments. One 
(control) fragment was immediately fixed for routine histological and ultrastructural studies 
and  the remaining (test) fragments were randomly distributed in cryotubes, equilibrated at 
20 
o
C/20 min in 1.8 mL of minimal essential medium (MEM) containing 1.5 or 3.0 M GLY, 
EG, PROH or DMSO and then either fixed for morphological studies to determine their 
possible toxic effect or frozen/thawed and then fixed to test the effect of cryopreservation on 
preantral follicles. Histological analysis showed that, compared to control fragments, all 
cryoprotectants at both concentrations significantly reduced the percentage of normal 
preantral follicles in ovarian fragments prior to or after cryopreservation. PROH 3.0 M 
appeared to exert a more toxic effect (
P 
< 0.05) than the other cryoprotectants in 
noncryopreserved tissues. After freezing/thawing, the highest (
P 
< 0.05) percentages of 
lightmicroscopical normal preantral follicles were observed in ovarian fragments 
cryopreserved in EG (1.5 and 3.0 M) or DMSO (1.5 M). However, transmission electronic 
microscopical (TEM) examination showed that only the DMSO - cryopreserved preantral 
follicles had normal ultrastructure. The data suggest that sheep preantral follicles should be 
cryopreserved with 1.5M DMSO for later clinical or experimental application. 
 
Keywords: 
Preantral follicles; Ovine; Toxicity test; Cryopreservation 
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1. Introduction 
 
Successful cryopreservation is a cellular dehydration process that prevents or reduces 
the damage caused by ice crystal formation (Shawet al., 2000). To this end a cellular 
permeating cryoprotectant is used to protect the cells during their storage at low temperatures. 
Cryopreservation of embryos, ovarian tissue and gametes is a promising technique/approach 
to preserve the fertility of mammalian species, including endangered species and young 
cancer patients. It offers the advantage of storing large numbers of follicles that could be 
subsequently transplanted or cultured 
in vitro
 to obtain mature oocytes. Recently, various 
scientists (Cox et al., 1996: mouse; Oktay et al., 1998: woman; Amorim et al., 2003a,b: sheep; 
Rodrigues et al., 2004a,b: goat; Lucci et al., 2004: cow) have shown that it is possible to 
cryopreserve immature oocytes enclosed in preantral follicles. After cryopreservation, isolated 
preantral follicles are capable to grow in vitro (Candy et al., 1995: mouse; Hovatta et al., 
1996: human; Cecconi et al., 2004: sheep). Cryopreservation of ovarian tissue fragments have 
also led to the resumption of the reproductive cycle after transplantation (Harp et al., 1994: 
mouse; Candy et al., 1995: mouse; Baird et al., 1999 and Salle et al., 1999: sheep), while 
transplantation of mouse frozen/thawed ovarian tissue led to birth of viable animals (Carroll 
and Gosden, 1993; Gunasena et al., 1997a,b). In domestic animals, follicular viability in 
frozen/thawed ovarian tissue can be estimated through histological (Amorim et al., 2003a,b: 
sheep) and ultrastructural (Rodrigues et al., 2004a,b: goat; Lucci et al., 2004: cow) analysis. 
 
The main cryoprotectants that are used for embryos, oocytes and ovarian tissue are 
glycerol (GLY), dimethyl sulfoxide (DMSO), propanediol (PROH) and ethylene glycol (EG). 
In studies with sheep ovarian tissue, the effects of DMSO and EG have been studied (Amorim 
et al., 2003a,b; Cecconi et al., 2004). In Amorim’s studies, routine histology and trypan blue 
test were used to evaluate the quality of isolated primordial follicles after freezing and 
thawing. Cecconi et al. studied in vitro growth of multilaminar (secondary) follicles, using 
both histological and biochemical parameters (oestradiol determination and intercellular 
metabolic cooperativity).  
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The aim of this histological and ultrastructural study was to compare the effects of 
four cryoprotectants (GLY, DMSO, PROH and EG) in two concentrations (1.5 and 3.0 M), in 
order to identify the best one(s) to preserve sheep preantral follicles. 
 
2. Materials and methods 
 
2.1. Source and preparation of ovarian tissue 
 
Ovaries (
n 
= 10) from adult mixed breed sheep (
n 
= 5) were obtained at a local 
slaughterhouse. The ovaries were trimmed of adhering tissue, washed in 70% alcohol and 
then, twice in 0.9% saline solution. The ovaries were put into tubes containing 20 mL of 0.9% 
saline solution and transported to the laboratory within 1 h in a thermosflask filled with water 
at 20 
o
C. From each ovarian pair, a (control) fragment was dissected. The larger part of this 
fragment was fixed in Carnoy’s fluid for 12 h for routine histological studies. A smaller part 
of the control fragment was fixed in paraformaldehyde/glutaraldehyde solution 
(paraformaldehyde 2% and glutaraldehyde 2.5% in sodium cacodylate buffer 0.1 M, pH 7.2) 
for transmission electron microscopical (TEM) studies. Subsequently, each pair of ovaries 
was divided into 16 fragments of approximately 3×3×1mm and subjected to a toxicity test (
n 
= 8) or freezing/thawing (
n 
= 8) as described below. 
 
2.2. Toxicity test 
 
Toxicity tests were performed to study the effects of DMSO, PROH, GLY or EG at 
two concentrations (1.5 and 3.0 M) on follicles in ovarian tissue fragments. To this end, 
ovarian fragments (
n 
= 8) were exposed for 20 min at 20 
o
C (equilibration period) in 
cryotubes to 1.8mL of minimum essential medium (MEM) containing DMSO, PROH, GLY 
or EG at 1.5 or 3M. After the equilibration period, the cryoprotectants were immediately 
removed from the tissue according to the method described by Candy et al. (1997). Briefly, 
the fragments were rinsed three times for 5 min in MEM supplemented with 10% fetal bovine 
serum (MEM+) at room temperature. Finally, the ovarian fragments were fixed for 
histological and ultrastructural studies as described in the former paragraph. Each 
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cryoprotectant and each concentration was tested on an ovarian fragment of five different 
animals. 
 
2.3. Freezing and thawing procedures 
 
For freezing, ovarian fragments (
n 
= 8) were individually placed in 2.0 mL vials and 
equilibrated in 1.8 mL MEM
+
 with cryoprotectants (DMSO, PROH, GLY or EG) at the same 
concentrations and equilibration period as used in the toxicity test. After equilibration, the 
vials with the ovarian tissue were transferred to a computerized programmable freezer 
(Freeze Control, CryoLogic Pty  Ltd., Waverley, Australia)  at  20 
o
C.  The vials were 
cooled at 2 
o
C /min to 
7 
o
C and ice crystal formation (seeding) was induced manually by 
touching the vials with forceps pre-chilled in liquid nitrogen. The specimens were held at this 
temperature for 15 min, then cooled at 0.3 
o
C /min to  30 
o
C and thereafter at 0.15 
o
C /min 
to  33 
o
C. The vials were then plunged directly into liquid nitrogen ( 196 
o
C) and stored 
for up to 5 days before thawing.  
 
For thawing, the vials were taken from the liquid nitrogen, warmed at room 
temperature for approximately 1 min and immersed in a water bath at 37 
o
C until the ice 
melted. The cryoprotectantwas then removed as described above for the toxicity test; 
thereafter, the ovarian fragments were fixed for histological and ultrastructural examination. 
Five replicates, each derived from a different animal, were used for each concentration of 
cryoprotectant tested. 
 
2.3.1. Histological analysis 
 
After fixation in Carnoy’s fluid, ovarian fragments were dehydrated in ethanol, 
clarified with xylene and embedded in paraffin wax. Serial sections (7 
µ
m) of ovarian tissue 
were cut and every fifth section was mounted on glass slides and stained with periodic acid 
Schiff (PAS)-hematoxylin. All sections were examined using a light microscope (Leica) at 
magnifications 20 and 40X. Preantral follicles were defined as follicles with an oocyte 
surrounded either by one flattened and/or cuboidal layer or several layers of only cuboidal 
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granulosa cells. To avoid counting a follicle more than once, preantral follicles were counted 
only in the sections where their oocyte nucleus was observed. Follicular quality was evaluated 
based on the morphological integrity of the oocyte, the granulosa cells and the basement 
membrane. Preantral follicles were classified as (i) histologically/morphologically normal 
when they contain an intact oocyte and intact granulosa cells, (ii) degenerated grade 1 when 
their oocyte nucleus has become pycnotic, and (iii) degenerated grade 2 when the oocyte is 
shrunken and its nucleus pycnotic and, when possibly granulosa cells have detached from the 
basement membrane and have enlarged in volume. 
 
2.4. Ultrastructural analysis 
 
For better evaluation of the follicular morphology, ultrastructural studies were carried 
out on fragments of control ovaries and ovaries that were frozen/thawed in presence of 
DMSO or EG, the cryoprotectants which appeared the best in maintaining the histological 
image of follicles. For this, tissue fragments with a maximum dimension of 1mm3 were fixed 
in 2% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1Msodium cacodylate buffer (pH 7.2) 
for 3 h. After fixation and five washes, specimens were post-fixed in 1% osmium tetroxide, 
0.8% potassium ferricyanide and 5mM calcium chloride in 0.1M sodium cacodylate buffer for 
1 h. Subsequently, the samples were dehydrated through a gradient of acetone solutions (31–
100%) and the tissues were embedded in Spurr. Semi-thin sections (3 
µ
m) were stained with 
toluidine blue. The ultra-thin sections (60–70 nm) were constrasted with uranyl acetate and 
lead citrate, and examined under a Jeol JEM 100C transmission electron microscope. 
 
2.5. Statistical analysis 
 
All treatment data from 2972 preantral follicles were analysed using a factorial design 
(cryoprotectant effects: GLY×PROH×DMSO×EG, concentration: 1.5×3M, and test: 
toxicity×cryopreservation) in an ANOVA test. The data were transformed in (
x
+1)
3
. The 
means were compared by the Tukey test. The comparison of the percentage of 
morphologically normal preantral follicles in treatments in relation to the control was 
analyzed by a Chi-square test. Values were considered statistically significant when 
P 
< 0.05. 
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3. Results 
 
3.1. Percentage of normal preantral follicles after toxicity test and cryopreservation 
 
A total of 2972 preantral follicles were histologically examined, i.e. a minimum of 150 
follicles per treatment. When data of all treatments were combined, the percentage of normal 
preantral follicles was 77.6% in control ovarian fragments, 51.7% in fragments that 
underwent the toxicity test, and 43.6% in fragments that were cryopreserved, respectively.  
 
When compared to control fragments, the percentage of normal preantral follicles 
(77.6%) was significantly (
P 
< 0.05) reduced after exposure of ovarian tissue to 
cryopreservation in all cryoprotectants used and in both concentrations tested (Table 1). After 
the toxicity test, no significant (
P 
> 0.05) difference among the treatments was observed, 
when the cryoprotectants were used at 1.5 M. However, at a concentration of 3.0 M, PROH 
was significantly (
P 
< 0.05) more toxic than the three other cryoprotectants, since doubling 
the concentration of DMSO, EG and GLY did not led to a further significant (
P 
> 0.05) 
reduction of the percentage of normal preantral follicles. After freezing/thawing, the ovarian 
fragments cryopreserved in 1.5M DMSO and EG showed a significantly (
P 
< 0.05) higher 
percentage of normal preantral follicles, while those cryopreserved in 1.5M GLY had 
significantly (
P 
< 0.05) less normal follicles. In contrast to that of EG, increase of the 
concentration of DMSO, GLY and PROH to 3M resulted in a significant (
P 
< 0.05) reduction 
in the percentage of normal preantral follicles. When the percentages of normal preantral 
follicles in the toxicity test were compared with those found after cryopreservation, significant 
(
P 
< 0.05) lower values were found when tissues had been frozen/thawed in the presence of 
PROH or GLY at a concentration of 1.5 and 3M. 
 
3.2. Percentage of degenerated preantral follicles after toxicity test andcryopreservation 
 
Histological analysis of the ovarian tissue showed that normal (Fig. 1A) and 
degenerated follicles (Fig. 1B) were found both in control fragments and in fragments that had 
been used for toxicity test or cryopreservation. Two grades of degeneration were found: grade 
1 when the oocyte was damaged, and grade 2 when both oocyte and granulosa cells were 
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degenerated. Table 2 shows the percentages of grade 1 and grade 2 degenerated preantral 
follicles in control fragments and fragments from the toxicity test and cryopreservation, 
respectively. A significant (
P 
< 0.05) predominance of degenerated grade 1 follicles over 
those of grade 2 was observed in control fragments. Similar results were obtained in toxicity 
tests, using the lower concentration of PROH or both concentrations of GLY, EG or DMSO. 
Furthermore, after cryopreservation, significantly (
P 
< 0.05) higher values of degenerated 
grade 1 follicles was observed in all tests, except when 3.0M GLY or PROH were used as 
cryoprotectants. In toxicity tests, the significantly (
P 
< 0.05) highest percentage of 
degenerated grade 2 follicles was observed after exposure of fragments to 3.0M EG or PROH, 
while with 1.5M PROH, 3M GLY and DMSO also resulted in significantly (
P 
< 0.05) higher 
percentages of such follicles but yet significantly (
P 
< 0.05) lower than the former treatments. 
After cryopreservation, the significantly (
P 
< 0.05) highest percentages of grade 2 follicles 
were found after exposure to 3M GLY or 3M PROH. 
 
 
Fig. 1. Preantral follicles in ovarian tissue after histological analysis: (A) normal; (B) 
degenerated (400×). 
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Table 1. Normal preantral follicles (%) in ovarian fragments that were untreated (controls), in ovarian fragments that were treated with 
cryoprotectant but not frozen/thawed (toxicity test), and in ovarian fragments that were frozen/thawed in presence of cryoprotectant 
(cryopreservation) as determined by histological evaluation.  
 

Cryoprotectants 
 

 

 

 

Treatments 

GLY 
 

EG 

DMSO 

PROH 

Control 

1.5 M 

50.7*
aAC
 
(77/152) 

52*
aAC
 
(87/167) 
 

51.6*
aAC
 
(81/157) 

62.5*
aAC 
 
(115/184) 

 

 
Toxicity test 

3.0 M 

55.1*
aAC
 
(97/176) 

56.5*
aAC
 
(100/177) 
 

54.4*
aAC
 
(98/180) 

38.7*
bBC 
(69/178) 

77.6 
 (128/165) 

1.5 M 

24.5*
cAD
 
(49/198) 

59.6*
aAC
 
(106/178) 
 

67.6*
aAC
 
(127/188) 

44.9*
bAD 
(83/185) 

 

 
Cryopreservation 
 

3.0 M 

13.5*
dBD
 
(25/184) 

64.5*
aAC
 
(98/152) 

54.2*
bBC
 
(97/179) 

27.9*
cBD 
(48/172) 

 

 
Values within rows (a, b, c, d) are different (P<0.05); values within columns (A, B) within the same test (toxicity or cryopreservation) are 
different (P<0.05); values within columns (C, D) within concentrations (1.5 or 3.0 M) are different (P<0.05). 
* P < 0.05, significantly different from control. 
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Table 2. Degenerating 1 and 2 preantral follicles (%) in ovarian fragments that were untreated (controls), in ovarian fragments that were treated 
with cryoprotectant but not frozen/thawed (toxicity test), and in ovarian fragments that were frozen/thawed in presence of cryoprotectant 
(cryopreservation) as determined by histological evaluation.  
 

Cryoprotectants 
 

 

 

 

Treatments 

GLY 

EG 

DMSO 

PROH 

Control 

 

Deg 1         Deg 2 

Deg 1         Deg 2 

Deg 1         Deg 2 

Deg 1         Deg 2 

 

1.5 M 

45.8*
ac 
       3.5*
be
 

41.6*
 ac
       6.4*
 be
 

45.3*
 ad 
       3.1*
 be 

29.8*
 ad 
       7.7*
 be
 

 

Toxicity test 

3.0 M 

35.9*
 ac
       9.0*
 be
 

32.0*
 ac
     11.5*
 be
 

38.9*
 ac 
       6.7*
 be
 

34.7*
 ad 
     26.6*
 ae 

 25.1a       0.9b 

1.5 M 

51.6*
 ad
     23.9*
 bf
 

35.9*
 ac
       4.5*
 be
 

27.6
 ac
           4.8*
 be
 

43.5*
 ac 
     11.6*
 be
 

 

Cryopreservation 
 

3.0 M 

44.4*
 ac
     42.1*
 af
 

22.8
 ac
       12.7*
 be
 

38.5*
 ac
       7.3*
 be
 

24.9
 ac 
       47.2*
 bf
 

 

 
Values within rows (a, b, c, d) are different (P<0.05); values within columns (A, B) within the same test (toxicity or cryopreservation) are 
different (P<0.05); values within columns (C, D) within concentrations (1.5 or 3.0 M) are different (P<0.05). 
* P < 0.05, significantly different from control. 
 





[image: alt] 
 

48 

3.3. Ultrastructural analysis of the ovarian tissue 
 
Ultrastructural analysis was performed only for sheep preantral follicles that were 
considered as normal in semi-thin sections stained with toluidine blue. In 93% of normal 
preantral follicles in control ovarian fragments (Fig. 2) and in 90% of those frozen in 1.5M 
DMSO (Fig. 3), oocytes were observed that have a large, well-delimited nucleus pleiomorphic 
large mitochondria, with irregular cristae and continuous mitochondrial membranes, and 
elongated mitochondria with parallel cristae. These follicles furthermore exhibit highly variable 
numbers of vesicles spread throughout the ooplasm, a well-developed Golgi complex and both 
smooth and rough endoplasmic reticulum, either as isolated aggregations or as complex 
associations with mitochondria and vesicles. Granulosa cells around these oocytes had 
irregularly-shaped nuclei, with a high nucleus-to-cytoplasm ratio. When the ovarian tissue was 
frozen in EG at 1.5 and 3.0 M, preantral follicles seemed to be well preserved in semi-thin 
toluidine blue stained sections.  
 
s 
Fig. 2. Normal preantral follicle in control ovarian tissue. O: oocyte; N: nucleus; G: granulosa 
cell; m: mitochondria; v: vesicles; er: endoplasmic reticulum (4000×). 
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Fig. 3. Preantral follicle in ovarian tissue frozen in 1.5M DMSO. O: oocyte; N: nucleus; G: 
granulosa cell; m: mitochondria; v: vesicles (4000×). 
 
Ultrastructurally, however, 85% of these follicles appeared to have an extremely 
vacuolated oocyte (Fig. 4A and B). In some cases, fusion of these vacuoles had caused the 
presence of empty cytoplasmic areas. Occasionally, this alteration was associated with loss of 
granulosa cell content and, in some cases, with oocytenuclear shrinkage. Initial signs of damage 
to mitochondrial membranes and cristae wereadditionally observed in 80% of the oocytes. 
Furthermore, 90% of granulosa cells were slightly swollen, with a low density of organelles 
present in their cytoplasm. Some granulosa cells had disappeared, leaving a vacuolated space 
(Fig. 4C). The follicles contained a retracted oocyte and substantial irregularity of the follicular, 
oocyte and nuclear outlines. 
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Fig. 4. Preantral follicles in ovarian tissue frozen in EG. O: oocyte; N: nucleus; G: granulosa cell. 
(A) 1.5M EG: the oocyte is shrunken and extremely vacuolated. Granulosa cells present loss of 
cytoplasmic content (2000×); (B) 3M EG: a closer look of the oocyte vacuolization (5500×); (C) 
1.5M EG: observe that some granulosa cells had disappeared, leaving an empty space (asterisk) 
(2400×). 
 
 
4. Discussion 
 
The present paper describes a histological and ultrastructural study on toxicity testing and 
cryopreservation of sheep preantral follicles enclosed in ovarian tissue using GLY, DMSO, 
PROH and EG as cryoprotectans each at two concentrations, 1.5 and 3.0 M. Based on the 
lowered percentage of histologically normal preantral follicles in sheep ovarian fragments, the 
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toxicity test carried out in the present study demonstrated that, at both concentrations tested, 
GLY, DMSO, and EG, have a comparable damaging (chemical and osmotic) effect. Even with 
the protecting effect of the cryoprotectant provided, damage can sometimes occur due to osmotic 
stress or chemical toxicity, especially when cryoprotective agents are used at too high 
concentrations (Rodrigues et al., 2004b). The damaging effect on follicles appears more 
pronounced when 3.0M PROH is used. This confirms a previous finding of Lim et al. (1999), 
who showed an increased cytotoxic effect of this cryoprotectant on bovine follicles when used in 
concentrations above 1.5 M. In contrast to our findings, in studies with bovine preantral follicles, 
Lucci et al. (2004) reported EG to be the most toxic of cryoprotectants evaluated when compared 
to DMSO and PROH. In this latter study with EG 1.5 M, the percentage of morphologically 
normal follicles had reduced from 96.9% (control) to 49.2% (toxicity test) and the percentage 
was maintained without significative difference after cryopreservation (52.5%). Based on these 
results, the authors concluded that the observed follicular damage was rather by the 
cryoprotectant than the cryopreservation process itself. The most dramatic reduction in the 
percentage of histologically normal preantral follicles was observed after freezing of ovarian 
tissue fragments in PROH or GLY. The better results were obtained with EG 1.5 and 3.0M or 
DMSO 1.5 M, suggesting that these substances maintain the follicular integrity more efficiently 
after freezing/thawing than the two other cryoprotectants. These findings confirm those of 
Sommerfeld and Niemann (1999) that different rates of cellular survival after cryopreservation of 
bovine follicles can be attributed to a variation in the type and concentration of the 
cryoprotectants used. Previously, DMSO, EG and PROH have been successfully used to 
cryopreserve in vitro produced bovine embryos (Bracke and Niemann, 1995). GLY has been 
widely used for cryopreservation of bovine embryos, because of its low toxicity. It may, 
however, induce osmotic (Sze’ll and Shelton, 1986) and ultrastructural (Lucci et al., 2004) 
damage in tissues due to its slower permeation. The permeability of GLY is lower than that of 
PROH, DMSO, and EG (Mazur, 1984; Fuku et al., 1992). The low permeability of GLY could 
have caused the lower rate of normal preantral follicles in our sheep ovarian tissues. Also in 
human ovarian tissue, the permeation of GLY is slower and thus less efficient than PROH and 
DMSO, while EG exhibits the best permeating action (Hovatta, 2000). Histological studies 
facilitate the identification of the primary signs of follicular atresia, like nuclear pycnosis, 
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cytoplasmic damage, detachment of granulosa cells from the oocyte and irregularity of the 
basement membrane (Jorio et al., 1991; Hulshof et al., 1995; Demirci et al., 2002). The main 
degeneration feature observed in the current histological study was nuclear pycnosis in oocytes, 
i.e. follicular degeneration grade 1. This type of follicular degeneration was also described 
previously after cryopreservation of ovine (Demirci et al., 2002), bovine (Lucci et al., 2004), 
caprine (Rodrigues et al., 2004a,b), human (Hovatta et al., 1996) and non-human (Candy et al., 
1995) primate ovarian tissues. In vitro studies have shown that the vast majority of cultured 
preantral follicles of various species have a degenerating or degenerated oocyte, whereas their 
granulosa cells stay normal and continue to proliferate, which shows that the oocyte is more 
sensitive to degeneration than the granulosa cells (Erickson, 1986; Figueiredo et al., 1994; Braw-
Tal and Yossefi, 1997; Silva et al., 2001). In contrast, when the ovarian fragments were 
cryopreserved in 3.0M PROH, the most common type of degeneration was grade 2 where, in 
addition to oocyte degeneration, the granulosa cells are disorganized and enlarged in volume 
(osmotic shock). This type of degeneration occurred to a high degree in toxicity tests using 3M 
PROH or 3M EG. Studying the permeability of cryoprotectant agents in unfertilized eggs, Adams 
et al. (2003) observed that the temperature of 20 
o
C is adequate for PROH penetration and that a 
relative short exposure time is required to minimize toxic effects. Possibly, in our study the 
equilibrium period of 20 min was too long to keep follicles intact when 3.0M PROH was used. 
Although histological analysis had shown that after freezing and thawing procedures, the lowest 
percentages of degenerating sheep follicles were observed with EG or DMSO as cryoprotectants, 
TEM studies revealed that only preantral follicles cryopreserved with 1.5M DMSOappeared 
ultrastructurally normal. Paynter et al. (1999), also found that bovine oocytes cryopreserved in 
DMSO did not undergo ultrastructural cell damage. In our studies, control and 1.5MDMSO 
cryopreserved follicles contained smooth and rough endoplasmic reticulum aggregations, that are 
either or not in association with mitochondria or vesicles. Such endoplasmic reticulum formations 
are a common phenomenon commonly occur in fresh sheep preantral follicles (Fair et al., 1997) 
and other mammals (human: Hertig and Adams, 1967; murine species: Wassarman and 
Josefowicz, 1978; swine:Tassel and Kennedy, 1980; goat: Silva et al., 2001). Preantral follicles 
subjected to cryopreservation in EG showed decreased numbers of mitochondria and numerous 
vesicles in their oocyte that was extremely vacuolated. Similar results were obtained by Matos et 
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al. (2004) after cooling of sheep preantral follicles at 20 
o
C for about 24 h in TCM 199. Some 
authors have emphasized that normal sheep oocytes contain a larger number of vacuoles (Cran 
and Moor, 1980; Tassel and Kennedy, 1980), but in oocytes showing signs of degeneration, these 
vacuoles become more numerous (Tassel and Kennedy, 1980). The latter characteristic has 
generally been considered as an atretic sign in oocytes (Tassel and Kennedy, 1980; Van Den 
Hurk et al., 1998), granulosa cells (Hay et al., 1976) and cumulus cells (Assey et al., 1994), and 
may represent endoplasmic reticulum swelling. Alternatively, these vacuoles may represent 
altered mitochondria as observed in cryopreserved bovine oocytes by Fuku et al. (1995) and 
Lucci et al. (2004). Silva et al. (2001) reported that mitochondria with extensive swelling and 
disappearance of their cristae, as well as endoplasmic reticulum with increased volume, were the 
first signs of degeneration in goat preantral follicles. TEM studies with cryopreserved bovine 
(Hyttel et al., 1986; Fuku et al., 1995) and murine (Schalkoff et al., 1989) oocytes showed that 
the presence of numerous vesicles led to cellular rupture, possibly due to an increase of the 
cellular volume caused by osmotic shock (Asada et al., 2000). Thus, the damage to follicular cell 
organelles, as visualised at the ultrastructural level, could be the cause of failure in further 
development of apparently normal cells (Cocero et al., 2002).  
 
5. Conclusion 
 
DMSO is the most suited cryoprotectant in this freezing/thawing procedure, preserving 
sheep preantral follicles within ovarian tissue, because it may have permeated just quick enough 
to prevent osmotic shock, and may have lowenough chemical toxicity to avoid toxic changes 
during equilibration period. With further improvement of the cryopreservation protocol, it will be 
possible to preserve preantral follicles for a long period and to use them, after thawing, for in 
vitro growth, maturation and fertilization programs or transplantation studies. 
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7. Capítulo 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
Análise da viabilidade de folículos pré-antrais ovinos 
criopreservados isolados 
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Resumo  
 
Neste estudo avaliou-se folículos pré-antrais ovinos isolados após exposição e 
criopreservação na presença de glicerol (GLI), etilenoglicol (EG), propanodiol (PROH) ou 
dimetilsulfóxido (DMSO) nas concentrações de 1,5 e 3,0 M. Cada par ovariano de 5 ovelhas sem 
raça definida (SRD) foi coletado em abatedouro local e submetido ao isolamento folicular. Da 
suspensão folicular obtida, uma alíquota  foi imediatamente destinada à análise da viabilidade 
folicular com o auxílio do corante vital azul de trypan. O restante da suspensão foi dividida em 
16 alíquotas de 0,9 mL, suspensas (v/v) em MEM
+
 adicionado de EG, DMSO, GLI ou PROH a 
1,5 ou 3,0 M para teste de toxicidade (exposição dos folículos pré-antrais aos diferentes 
crioprotetores a 20 
o
C por 20 min) e criopreservação. Após o teste de toxicidade bem como 
congelação/descongelação, a viabilidade folicular foi analisada e os folículos considerados 
viáveis se não corados ou não viáveis, quando corados. A análise dos dados mostrou que após o 
teste de toxicidade e criopreservação, em todos os crioprotetores e em ambas as concentrações, a 
percentagem de FOPA viáveis foi significativamente reduzida quando comparada ao controle. No 
teste de toxicidade, quando os crioprotetores foram comparados entre si nas mesmas 
concentrações, foram observadas percentagens significativamente menores de FOPA viáveis no 
PROH 3,0 M (38,9%), apresentando-se, portanto, mais tóxico quando comparado aos demais 
crioprotetores. Após criopreservação, obteve-se percentagens significativamente maiores de 
folículos pré-antrais viáveis quando o EG e DMSO foram utilizados em ambas as concentrações 
quando comparados ao PROH e GLI. Em conclusão, FOPA ovinos isolados podem ser 
criopreservados com sucesso utilizando-se o DMSO e EG 1,5 M e 3,0 M. 
 
Palavras chave: folículos pré-antrais, ovinos, teste de toxicidade, criopreservação. 
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INTRODUÇÃO 
 
Dezenas de milhares de folículos pré-antrais (FOPA) podem ser recuperados de um único 
ovário ovino por meio de dissociação mecânica (Amorim et al., 1998). Esta seria uma fonte 
potencialmente rica de material genético para a reprodução animal se os oócitos pudessem ser 
preservados e crescidos 
in vitro
. No entanto, além da escassez de técnicas eficientes de cultivo 
in 
vitro 
de FOPA, torna-se necessário o desenvolvimento de protocolos para a preservação desses 
gametas uma vez que a manipulação imediata de um grande número de FOPA torna-se 
inexequível. A preservação de material biológico em nitrogênio líquido (- 196 °C) pode ser 
obtida por período indefinido (Mazur, 1984), sendo esta uma alternativa para preservar o material 
genético de animais de alto valor zootécnico ou em  extinção. A criopreservação de FOPA pode 
ser realizada 
in situ 
(Cox et al., 1996 – murinos; Oktay et al., 1998 – humanos; Rodrigues et al., 
2003 – caprinos; Salle et al., 1998; 1999 - ovinos) ou na sua forma isolada (Amorim, 2003 - 
ovinos). A criopreservação de fragmentos de tecido ovariano tem produzido resultados 
animadores, como por exemplo a restauração do ciclo reprodutivo após transplante (Harp et al., 
1994; Candy et al., 1995; Baird et al., 1999; Salle et al., 1999), bem como o nascimento de 
camundongos viáveis após cultivo de FOPA 
in vitro 
(Carrol & Gosden, 1993; Gunasena et al., 
1997a,b). No entanto, ainda não foi relatada a criopreservação de folículos pré-antrais ovinos 
isolados utilizando simultaneamente diferentes crioprotetores (Glicerol - GLI, Etilenoglicol - EG, 
Dimetilsulfósido - DMSO e Propanodiol - PROH) e concentrações (1,5 e 3,0 M). Além disso, 
ainda não é conhecido em que etapa do procedimento de criopreservação (período de equilíbrio 
e/ou congelação/descongelação) ocorrem as perdas foliculares. 
 
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de quatro criprotetores (GLI, DMSO, PROH e 
EG), em duas concentrações (1,5 e 3,0M), sobre a viabilidade de FOPA ovinos isolados após 
exposição e criopreservação, quantificando as perdas foliculares em ambas as etapas. 
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MATERIAL E MÉTODO 
 
Origem e transporte dos ovários 
Ovários (n=10) de 5 ovelhas sem raça definida (SRD) foram coletados em abatedouro 
local. Após a retirada dos tecidos circundantes e ligamentos, os ovários foram lavados em álcool 
70% e duas vezes em solução salina 0,9%. Em seguida, cada par ovariano foi transferido para 
tubos contendo solução salina 0,9% e transportado ao laboratório a 20 °C em 1 hora. 
 
Isolamento folicular 
No laboratório, os ovários foram submetidos ao isolamento folicular utilizando-se o 
procedimento mecânico descrito por Amorim et al. (2000). Este procedimento foi realizado com 
o auxílio de um “tissue chopper” (The Mickle Laboratory Engineering CO, Gomshal, Surrey, 
England) ajustado para a realização de cortes seriados a intervalos de 87.5 
µ
m. Os fragmentos 
foram então colocados em tubos Falcon contendo Meio Essencial Mínimo
+
 (MEM; Sigma M 
0268) adicionado de 10% de soro fetal bovino e suspensos 50 vezes com uma pipeta Pasteur de 
1600 
µ
m de diâmetro e 50 vezes com uma outra pipeta de 600 
µ
m de diâmetro. A suspensão foi 
filtrada sucessivamente em filtros de nylon de 500 e 100 
µ
m. 
 
Teste de toxicidade e Criopreservação/Descongelação 
A suspensão obtida contendo os folículos pré-antrais isolados foi dividida em 17 alíquotas 
de 0,9 mL cada. A primeira (T1 – controle) foi destinada para a análise da viabilidade folicular 
logo após o isolamento. Para isto, 5 
µ
L de azul de tripan 0,4% foram adicionados a cada 100 
µ
L 
da suspensão folicular. Após um minuto, a suspensão foi analisada e os folículos que 
apresentavam-se corados foram considerados não viáveis e, os não corados, viáveis. As 16 
alíquotas remanescentes foram suspensas (V/V) em MEM
+
 com EG, DMSO, GLI ou PROH a 1,5 
ou 3,0 M para teste de toxicidade (T2 – T9) e criopreservação (T10 – T17). Com relação ao teste 
de toxicidade, este foi realizado somente expondo-se a suspensão folicular aos referidos 
crioprotetores a 20 °C por 20 minutos para posterior remoção do crioprotetor e análise. Para o 
procedimento de congelação, os criotubos contendo as suspensões passaram por um período de 
equilíbrio de 20 minutos em cada crioprotetor e concentração testados e levados para uma 
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máquina de congelação (Freezer Control, CL 856, Cryologic Pty, Ltd., Melbourne, Austrália) a 
20 
o
C. Os criotubos foram resfriados até – 7 
o
C a uma velocidade de 2 
o
C/min, sua cristalização 
foi induzida  manualmente, e  resfriados lentamente a 0,3 
o
C/min até – 30 
o
C e em seguida a 
0,15 °C/min até atingirem – 33 °C. Em seguida, os criotubos foram estocados em nitrogênio 
líquido por 5 dias. Após este período, a suspensão foi descongelada retirando-se os criotubos do 
nitrogênio líquido e expondo as amostras à temperatura ambiente por 1 minuto, e então colocados 
em banho-maria a 37 
o
C até completa descongelação da suspensão.   
 
Após o período de equilíbrio (teste de toxicidade) e descongelação, os crioprotetores 
foram removidos por meio de centrifugação das suspensões (1000 rpm por 2 minutos) e remoção 
de 0,9 mL da solução adicionandos-se 2,7 mL de MEM+. Esta operação foi repetida três vezes e 
cada lavagem teve duração de 5 minutos. Em seguida, as suspensões obtidas foram avaliadas com 
o auxílio do azul de trypan para contar o número de folículos pré-antrais vivos e mortos. Cada 
tratamento foi repetido 5 vezes. 
 
Análise estatística 
Os efeitos do tipo (GLI, EG, PROH e DMSO) e concentração (1,5 e 3,0 M) do 
crioprotetor sobre a percentagem de folículos pré-antrais viáveis em relação ao controle foram 
analisados utilizando o teste do Qui-quadrado. Valores foram considerados estatisticamente 
significativos quando P<0.05. 
 
RESULTADOS 
 
Percentagem de FOPA viáveis após teste de toxicidade e criopreservação 
Neste estudo, um mínimo de 150 FOPA por tratamento foi analisado utilizando o corante 
vital azul de trypan. A percentagem de FOPA viáveis no controle, após o teste de toxicidade e 
congelação/descongelação foi de 83,1%, 62,3% e 65,7%, respectivamente.  
 
A figura 1 mostra a percentagem de FOPA viáveis analisados no controle, após teste de 
toxicidade e criopreservação. A análise estatística dos dados mostrou que houve uma redução 
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significativa na percentagem de FOPA viáveis após exposição e criopreservação utilizando todos 
os crioprotetores em ambas as concentrações quando comparados ao controle.  
 
Após o teste de toxicidade na concentração de 1,5 M, as percentagens de FOPA viáveis 
após a utilização de DMSO, EG e GLI foram similares entre si e, significativamente, superiores 
ao PROH. Em relação à concentração de 3,0 M, o DMSO e EG apresentaram-se similares entre si 
e superiores ao GLI e PROH. Quando comparou-se as concentrações utilizadas dentro de cada 
crioprotetor, somente para o EG não foi observada redução significativa na percentagem de 
FOPA normais com o aumento da concentração de 1,5 para 3,0 M.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Percentagem de FOPA viáveis no controle, após teste de toxicidade e criopreservação. 
*
 
Difere significativamente do controle; 
a,b,c
 Diferentes letras diferem significativamente dentro do mesmo teste (teste de toxicidade ou 
criopreservação) e concentração; 
A,B
 Diferentes letras diferem significativamente entre as concentrações dentro de cada 
crioprotetor no teste de toxicidade e criopreservação; 
C,D
 Diferentes letras diferem significativamente entre o teste de toxicidade e criopreservação 
dentro de cada crioprotetor e concentração. 
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Após criopreservação, os FOPA criopreservados em EG e DMSO em ambas as 
concentrações apresentaram percentagens significativamente maiores de FOPA viáveis quando 
comparados àqueles criopreservados na presença de GLI e PROH. Quando comparou-se as 
concentrações de 1,5 e 3,0 M dentro de cada crioprotetor, somente para o EG e DMSO não foi 
observada redução significativa da percentagem de FOPA viáveis com o aumento da 
concentração. Vale ressaltar que as percentagens significativamente menores de FOPA viáveis 
pós congelação/descongelação foram obtidas quando utilizou-se o GLI 1,5 M quando este foi 
comparado aos demais crioprotetores. 
 
Quando as comparações foram realizadas entre o teste de toxicidade e criopreservação no 
mesmo crioprotetor e concentração, apenas foi observada redução significativa da percentagem 
de FOPA viáveis na criopreservação em relação ao teste de toxicidade no GLI em ambas as 
concentrações. 
 
DISCUSSÃO 
 
Realizou-se neste trabalho, o teste de toxicidade e criopreservação de FOPA ovinos 
isolados comparando simultaneamente o GLI, DMSO, PROH e EG nas concentrações de 1,5 e 
3,0 M. Além disso, foi possível quantificar e comparar as perdas de FOPA nas etapas de 
equilíbrio (teste de toxicidade) e criopreservação propriamente dita.  
 
O presente estudo demonstrou que independente do crioprotetor (GLI, DMSO, PROH ou 
EG) e concentração (1,5 ou 3,0 M) utilizados, todos têm um efeito tóxico sobre FOPA ovinos 
isolados. Os eventos iniciais (período de equilíbrio) durante a congelação/descongelação podem 
levar a severos danos ou morte celular, uma vez que a maioria dos crioprotetores que mantêm a 
viabilidade celular a baixas temperaturas, também possuem características tóxicas. Em geral, as 
células são sensíveis à criopreservação (Asada et al., 2000) durante a exposição aos crioprotetores 
e após congelação/descongelação. Este procedimento pode resultar em extremas flutuações no 
volume celular causando efeitos deletérios durante o subsequente resfriamento (Paynter et al., 
2001). O efeito tóxico foi acentuado quando utilizou-se o PROH a 3,0 M. De acordo com Lim et 
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al (1999), o PROH possui elevada ação citotóxica observada quando utilizado em concentrações 
acima de 1,5 M. Com relação aos demais tratamentos, ou seja, EG e DMSO (1,5 e 3,0 M) e GLI 
1,5 M, os resultados foram similares entre si. No entanto, apesar da similaridade entre os 
tratamentos dentro do teste de toxicidade, o real efeito dos crioprotetores deve ser avaliado após 
os procedimentos de congelação/descongelação. 
 
Analisando os FOPA após procedimentos de congelação/descongelação, observou-se uma 
redução significativa de folículos viáveis em relação ao controle. Quando comparou-se o teste de 
toxicidade com o procedimento de congelação/descongelação, observou-se uma redução 
significativa da percentagem de FOPA viáveis após criopreservação em relação ao teste de 
toxicidade ao utilizar-se o GLI em ambas as concentrações. Portanto, excetuando-se o GLI (único 
crioprotetor no qual foi observado efeito significativo da criopreservação em relação ao teste de 
toxicidade) as perdas foliculares observadas após criopreservação já haviam ocorrido durante o 
período de equilíbrio. O GLI tem sido utilizado freqüentemente para a criopreservação de 
embriões bovinos por causa de sua baixa citotoxicidade. No entanto, pode induzir diversos danos 
osmóticos no citoplasma devido à sua baixa permeabilidade. De acordo com Fuku et al. (1992) e 
Mazur (1984), o DMSO, PROH e EG possuem maior permeabilidade à membrana celular que o 
GLI, o que pode ter levado às menores taxas de FOPA viáveis quando o GLI foi utilizado. 
Estudando a criopreservação em tecido ovariano humano, Hovatta (2000) observou que o EG 
penetra no tecido mais rapidamente que o PROH e DMSO e que, o GLI constitui o crioprotetor 
de ação mais lenta e, conseqüentemente, menos eficiente. A baixa eficiência na criopreservação 
observada com o GLI nas concentrações testadas aponta para a necessidade de se aumentar o 
período de equilíbrio para sua melhor penetração no tecido ovariano. Existem duas etapas básicas 
durante a criopreservação: o período de equilíbrio e a congelação/descongelação. Neste estudo, 
foi possível quantificar as perdas foliculares em ambas as fases. Observou-se, desta forma, que 
para o EG, DMSO e PROH o período de equilíbrio utilizado não foi eficiente, pois já havia 
reduzido significativamente a  taxa de viabilidade folicular comparada ao controle, sendo 
necessária a utilização de períodos ou temperaturas menores afim de diminuir os danos celulares. 
Quando os crioprotetores foram comparados entre si, os melhores resultados foram obtidos 
quando utilizou-se EG e DMSO (1,5 e 3,0 M), sugerindo que estas substâncias mantêm com 
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maior eficiência a integridade dos FOPA após congelação/descongelação. Muitas células, 
especialmente as eucarióticas, são sensíveis ao choque osmótico (Hubálek, 2003). Assim, 
crioprotetores como o DMSO e EG quando adicionados ao meio de criopreservação, minimizam 
o estresse osmótico. Os crioprotetores mais eficientes são altamente hidrofílicos (Doebler, 1966) 
devido à presença de grupos químicos que formam fortes pontes de hidrogênio com a água, por 
exemplo os sulfóxidos (DMSO). Por este motivo, muitos crioproteteors também protegem as 
células e suas proteínas contra a desidratação e destruição térmica. Tais crioprotetores permeáveis 
tornam a membrana celular mais plástica e ligam-se à água intracelular covalentemente 
prevenindo a desidratação excessiva e formação de grandes cristais de gelo, reduzindo a 
toxicidade do sal dentro da célula (Hubálek, 2003). 
 
 
CONCLUSÃO 
 
Em conclusão, a análise da viabilidade folicular realizada neste trabalho demonstrou que 
FOPA ovinos isolados podem ser criopreservados com sucesso utilizando-se o DMSO e EG nas 
concentração de 1,5 M e 3,0 M. Com o aperfeiçoamento dos protocolos de criopreservação, será 
possível formar bancos de germoplasma animal para a preservação de  folículos pré-antrais por 
período indefinido. Esse material poderá ser crioestocado e destinado, de maneira fracionada ou 
não, para programas de crescimento, maturação e fecundação 
in vitro
 de oócitos para posterior 
transferência embrionária.
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RESUMO 
 
Avaliou-se folículos pré-antrais ovinos isolados após sua exposição e criopreservação 
utilizando glicerol (GLI), etilenoglicol (EG), propanodiol (PROH) ou dimetilsulfóxido (DMSO) 
nas concentrações de 1,5 e 3,0 M. Cada par ovariano de 5 ovelhas sem raça definida (SRD) foi 
coletado em abatedouro local e submetido ao isolamento folicular. Da suspensão obtida, uma 
alíquota foi imediatamente destinada à análise da viabilidade folicular com o auxílio do corante 
vital azul de trypan. O restante da suspensão foi dividida em 16 alíquotas de 0,9 mL, suspensas 
(v/v) em MEM
+
 com EG, DMSO, GLI ou PROH a 1,5 ou 3,0 M para teste de toxicidade e 
criopreservação. Após o término de cada tratamento, a viabilidade folicular foi analisada e os 
folículos considerados viáveis se não corados ou mortos, quando corados. A análise dos dados 
mostrou que após o teste de toxicidade e criopreservação, em todos os crioprotetores e em ambas 
as concentrações, a percentagem de FOPA viáveis foi significativamente reduzida quando 
comparada ao controle. No teste de toxicidade, quando os crioprotetores foram comparados entre 
si nas mesmas concentrações, foram observadas percentagens significativamente  menores de 
FOPA viáveis no PROH 3,0 M (38,9%), apresentando-se, portanto, mais tóxico quando 
comparado aos demais crioprotetores. Após criopreservação, obteve-se percentagens 
significativamente maiores de folículos pré-antrais viáveis quando o EG e DMSO foram 
utilizados em ambas as concentrações. Em conclusão, FOPA ovinos isolados podem ser 
criopreservados com sucesso utilizando-se o DMSO e EG 1,5 M e 3,0 M 
 
Unitermos: folículos pré-antrais, ovinos, teste de toxicidade, criopreservação. 
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SUMMARY 
 
This study has evaluated sheep isolated preantral follicles after exposure and 
cryopreservation using glycerol (GLI), ethylene glycol (EG), propanedihol (PROH) or dimethil 
sulfoxydr (DMSO) at 1.5 and 3.0 M. Each ovarian pair from 5 mixed breed adult sheeps was 
obtained at local slaughterhouse and submited to follicular isolement. From the obtained 
suspension, one aliquot was immediatelly analysed with trypan blue. The remaining suspension 
was divided in 16 aliquots of 0.9 mL, suspended (v/v) in MEM
+
 with EG, DMSO, GLI or PROH 
at 1.5 or 3.0 M to the toxicity test and cryopreservation. After the end of each treatment, the 
follicular viability was analysed and the preantral follicles were classified as viable if not dyed or 
not viable if dyed with trypan blue. The analysis of the results showed that after the toxicity test 
and cryopreservation, using all cryoprotectants and at both concentrations, the percentage of 
viable preantral follicles was significantly reduced when compared to the control. At the toxicity 
test, when the cryoprotectants were compared at the same concentrations, were observed 
percentages significantly reduced of viable preantral follicles using 3.0 M PROH (38,9%), being, 
more toxic when compared to the others cryoprotectants. After cryopreservation, were obtained 
percentages significantly highest of viable preantral follicles when the EG and DMSO were used 
at both concentrations. In conclusion, sheep preantral follicles can be cryopreserved successfully 
using DMSO and EG at 1.5 M and 3.0 M. 
 
Uniterms: preantral follicles, sheep, toxicity test, cryopreservation. 
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8. Capítulo 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da criopreservação sobre a viabilidade, ativação e crescimento 
de folículos pre-antrais ovinos
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Small Ruminant Research, 2005, submitted 
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Resumo 
 
Folículos pré-antrais ovinos isolados ou inclusos no tecido ovariano (
in situ
) foram 
cultivados por 5 dias frescos ou após prévia exposição e/ou criopreservação utilizando o 
dimetilsulfóxido (DMSO) ou etilenoglicol (EG). Folículos pré-antrais cultivados, ou não, foram 
classificados como não viáveis ou viáveis quando eles apresentavam-se corados ou não pelo azul 
de trypan, respectivamente. O diâmetro folicular foi mensurado e as percentagens de folículos 
primordiais e em desenvolvimento calculadas. A exposição de folículos isolados ou in situ aos 
crioprotetores DMSO ou EG, levou a um marcante decréscimo na percentagem de folículos 
viáveis. Esse percentual foi ainda menor quando foliculos in situ e isolados foram 
criopreservados e posteriormente cultivados por 5 dias (entre 42 e 57% de folículos viáveis). 
Após o cultivo, folículos in situ e isolados expostos somente ao EG e DMSO, bem como 
folículos in situ que foram criopreservados em ambos os crioprotetores, apresentaram taxas 
similares de crescimento observadas em folículos frescos, enquanto também foram observadas 
menores percentagens de folículos primordiais com maiores taxas de folículos em 
desenvolvimento. Do contrário, folículos isolados criopreservados não apresentaram aumento no 
diâmetro e nem se desenvolveram em estágios mais avançados, mostrando que a exposição e 
criopreservação com posterior cultivo in vitro afetou negativamente a viabilidade e ativação de 
folículos isolados.
 Em vários aspectos, o DMSO apresentou maior efeito crioprotetor que o EG, 
tanto para folículos in situ como isolados. Em conclusão, apesar da viabilidade dos folículos pré-
antrais isolados parecer negativamente afetada após cultivo in vitro, a exposição e 
criopreservação de tecido ovariao utilizando EG ou DMSO permitiu uma posterior ativação e 
crescimento folicular.  
 
Palavras chave: folículos pré-antrais, DMSO, EG, toxicidade, criopreservação, cultivo in vitro. 
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ABSTRACT 
 
Isolated or cortical tissue enclosed (in situ) sheep preantral follicles were either or not 
exposed to dimethyl sulfoxide (DMSO) or ethylene glycol (EG) or frozen/thawed in presence of 
these cryoprotectants and then cultured for 5 days in enriched minimal essential medium (MEM) 
or not cultured. Cultured and uncultured follicles were classified as non-viable or viable when 
they were stained or not stained with trypan blue, respectively. Follicular diameter was measured 
and the percentages of primordial and developing follicles calculated. Exposure of isolated or 
in 
situ
 follicles to the cryoprotectants DMSO or EG led to a marked decrease of the percentage of 
viable follicles. The percentage of viable follicles was still further decreased when isolated and 
in 
situ
 follicles were cryopreserved and then cultured for 5 days. After culture, isolated and 
in situ
 
follicles that were exposed to EG and DMSO as well as in situ follicles that had been 
cryopreserved in these cryoprotectants, showed similar growth rates as untreated follicles, while 
in these groups significantly lower percentages of primordial follicles and higher percentages of 
more advanced follicle stages were observed. In contrast, cultured isolated follicles that had been 
cryopreserved did not increase in diameter and did not develop into more advanced stages. In 
various aspects, EG exerted a more damaging effect than DMSO on preantral follicles.
 In 
conclusion, exposure to or cryopreservation in EG and DMSO and their further in vitro culture 
negatively affected the viability and activation of isolated preantral follicles. Compared to DMSO 
treatment, exposure to or cryopreservation of in situ follicles in EG caused more damaging 
effects. In contrast to isolated follicles that had been only exposed to cryoprotectant and then 
cultured, the percentage of viable follicles had increased when such follicles were cryopreserved 
or when 
in situ
 follicles were cryopreserved in or exposed to cryoprotectant. In contrast to 
cryopreservation of 
in situ
 follicles and exposure of isolated and in situ preantral follicles to 
cryoprotectants, cryopreservation of isolated follicles blocked in vitro follicular growth.  
 
Key words: preantral follicles, DMSO, EG, cryopreservation, in vitro culture.
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INTRODUCTION 
 
The ovary is endowed with hundreds of thousands of primordial follicles at birth, which 
represents the resting stockpile of germ cells, but most of these follicles gradually are lost when 
they initiate growth and then become atretic (Oktay et al. 1997). To avoid this physiological 
process, several authors have been tried rescue theses follicles stimulating their activation and 
growth in vitro. However, an optimal culture system to preantral follicles still remains in 
development and more studies must be done to fully understand folliculogenesis. Thus, 
cryopreservation of immature female gametes is particularly important for establishing an oocyte 
bank to preserve genetic resources while in vitro culture is not yet a practical procedure. In 
general, cells are sensitive to cryopreservation, since during freezing and thawing, mammalian 
cells are at risk of damage by various factors, including toxicity of cryoprotectants, chilling 
injury, osmotic swelling and shrinkage (Arav et al. 1996). However, it is apparent that despite 
some encouraging progress towards the demonstration of successful cryopreservation using 
conventional protocols (Candy et al. 1994; Jewgenow and Goritz 1995; Cortvrindt et al. 1996; 
Jewgenow et al. 1998; Amorim et al. 2003a,b), cryoprotectant toxicity still is an important barrier 
for successful preservation. The ability to store oocytes without damage or temporary 
morphological change has prompted researchers to develop more efficient cryopreservation 
protocols. 
 
 
There are many methods to assess the success of oocyte cryopreservation. Many 
investigators have used histological analysis (Paynter et al. 1999; Gook et al. 2001; Amorim et al. 
2003a,b), transmission electronic microscopy (Lucci et al. 2004; Rodrigues et al. 2004a,b) and 
vital staining with trypan blue (Jewgenow and Goritz 1995). Trypan blue exclusion is a test used 
to detect damage to the plasma membrane integrity and thus to asses cell viability (Isayeva et al., 
2004). Amorim et al. (2003a,b) showed that, to evaluate the survival of preantral follicles, their 
staining with trypan blue gave similar information about their viability as their histological 
analysis. Furthermore, Ostrowska et al. (2000) demonstrated that the use of trypan blue to 
observe viability of cryopreserved isolated human hepatocytes is as efficient as flow cytometry 
analysis.  
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Despite the present knowledge, many questions concerning preantral follicle 
cryopreservation remain to be answered, particularly on follicular viability after in vitro culture. 
After the thawing procedure, the survival and development rates are generally low or highly 
variable. Thus, evaluation of preantral follicle viability, their growth and their activation (i.e. 
transformation of flattened into cuboidal granulosa cells and formation of a multilayered 
granulosa; Fair et al., 1997; Braw-tal and Yossefi, 1977) after a short period of culture may be an 
important tool to evaluate the efficiency of protocols.  
 
Preantral follicles can be cryopreserved individually after their isolation from ovarian 
tissue or enclosed in ovarian tissue. Most studies deal with ovarian tissue cryopreservation (Shaw 
et al. 2000; Gook et al. 2001; Demirci et al. 2002; Salle et al. 2003; Lucci et al. 2004; Rodrigues 
et al. 2004a,b), while cryopreservation of isolated preantral follicles has less frequently been 
described (Jewgenow and Goritz 1995, Amorim et al. 2003a,b). Additionally, sheep preantral 
follicles can be used as a model in this research field to be applied in assisted human 
reproduction.   
 
The aim of this study was, based on trypan blue staining, to verify the viability of ewe 
isolated or ovary enclosed preantral follicles after exposure to or after cryopreservation in 1.5 M 
EG and 1.5 M dimethyl sulfoxide (DMSO). Additionally, tissue culture studies were performed 
to evaluate the ability of these follicles to survive and to develop under 
in vitro
 conditions. 
 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Source and preparation of ovarian tissue 
 
Female reproductive organs (n=10) from adult mixed breed sheep were obtained at a local 
slaughterhouse. The material was transported to the laboratory immediately after slaughter (~ 1 
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hour) in thermoflasks at 20 °C. At the laboratory, ovaries were trimmed from adhering tissue, 
washed in 70% alcohol and subsequently washed twice in PBS.  
 
Experimental Design 
 
From each ovarian pair, a total of 19 fragments of 3x3x1 mm
3
 were collected. One 
fragment was immediately used for follicle isolation, applying a mechanical procedure for the 
isolation of ovine preantral follicles as described by Amorim et al. (1998) and then used as a 
control.
 
The remaining 18 fragments were divided into two groups: i) 9 fragments were subjected 
to a cryoprotectant exposure or a cryopreservation procedure (see below), followed or not by in 
vitro culture, and ii) 9 fragments were first submitted to a follicular isolation procedure (see 
below), where after the isolated follicles (50/treatment) were treated as the ovarian fragments 
were (see experimental protocol presented by Figure 1).  
 
Cryoprotectant exposure and Freezing/ thawing procedure 
 
Ovarian tissue enclosed (=in situ) follicles
 
 
For cryoprotectant exposure, 8 ovarian fragments were placed individually in 2.0 mL 
vials and equilibrated in 1.8 mL MEM
+
 with 1.5 M DMSO (n=4) or 1.5 M EG (n=4) at 20ºC for 
20 minutes. After equilibration, from 2 cryovials in each experiment, the cryoprotectant was 
removed. Cryoprotectant removal was performed according to the method described by Candy et 
al. (1997). Briefly, the fragments were washed three times for 5 min in MEM supplemented with 
10% of fetal bovine serum at room temperature. Finally, the ovarian fragments were destinated to 
follicular isolation or in vitro culture for 5 days. 
 
For freezing, the remaining cryovials were cooled at 2ºC/min to –7ºC and ice crystal 
formation (
seeding
) was induced manually by only touching the vials with a forceps
 
pre-chilled 
in liquid nitrogen. The specimens were held at this temperature for 15 min. Then, cooled at 
0.3ºC/min to –30ºC and thereafter by 0.15°C/min to –33°C. The vials were plunged directly into 
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liquid nitrogen (-196ºC) and stored for up to 5 days before thawing. For thawing, the vials were 
taken from the liquid nitrogen, warmed rapidly at room temperature for 1 min and immersed in a 
water bath at 37ºC until the ice melted. Thereafter, the cryoprotectant was removed according to 
the procedure described above.  
 
Isolated preantral follicles
 
 
For cryoprotectant exposure, isolated preantral follicles (50/treatment) were placed in 
2.0 mL cryovials and equilibrated in 1.8 mL MEM
+
 with 1.5 M DMSO (n=4) or 1.5 M EG (n=4) 
at 20ºC for 20 minutes. After equilibration, the suspension from 2 vials in each group was 
transferred to 5 mL tubes and cryoprotectant removed. Cryoprotectant removal was brought 
about by dilution of the solutions containing the follicles with 2.7 mL MEM
+
, followed by 
equilibration for 5 min at room temperature, and subsequent centrifugation at 90 g for 2 min. This 
procedure was repeated, where after the follicles were suspended in 0.9 mL MEM
+
 (modified 
from Jewgenow et al. 1998). The remaining exposed follicles were transferred to a programmable 
freezer (Freeze Control, Cryologic Pty Ltd, Waverley, Australia) at 20ºC. Freezing and thawing 
were performed in the same way as described for ovarian fragments.  
 
After cryoprotectant removal, the preantral follicles were either directly submitted to 
trypan blue staining or firstly 
in vitro
 cultured for 5 days and then stained. 
 
In vitro culture 
 
For 
in vitro
 culture, ovarian fragments or group of 50 follicles, which have been 
untreated, only exposed to cryoprotectant or frozen/thawed, were transferred to one well of a 
twenty four-well culture dishes (Biosystems) containing 2 mL of culture medium. Follicles were 
cultured using a modification of the method described by Figueiredo et al. (1994) for bovine 
preantral follicles. The medium consisted of MEM supplemented with antibiotics (100 
µ
g/mL of 
penicillin, 100 
µ
g/mL of streptomicyn), 0.25 
µ
g/mL amphotericin B, 10% FBS, ITS (Insulin 6.25 
µg/mL, transferin 6.25 µg/mL and selenium 6.25 ng/mL), 0.23 mM pyruvate, 2 mM glutamine 
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and 2 mM hypoxanthine). Unless otherwise indicated, the reagents were obtained from Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, MO). Fresh medium was prepared immediately before use. The culture 
medium was changed everyday.  
 
Isolation of follicles, trypan blue staining and assessment of preantral follicle diameter and 
follicular stage 
 
Preantral follicles were mechanically isolated from ovarian tissue by applying a 
mechanical procedure for the isolation of caprine preantral follicles as described by Amorim et al. 
(2000).
 
Briefly, the ovarian cortex was cut into small fragments, using a tissue chopper (Meyvis, 
Gouda, the Netherlands). The ovarian fragments were then placed in PBS supplemented with 
0.1% (v/v) penicillin/streptomycin (Gibco, Paisley, UK) at room temperature (25 °C) and then 
pipetted 40 times using a Pasteur pipette. The suspension was successively filtered through 500 
and 100 
µ
m nylon mesh filters. Isolated follicles were transferred to 300
µ
l MEM added of 15 
µ
l 
of Trypan Blue 0.4% and incubated for 1 min. Follicles were scored as viable when not stained 
and non-viable when stained with trypan blue, where after the percentages of viable follicles were 
calculated for each experimental condition. Follicular diameter was calculated according to the 
method described by Van den Hurk et al. (1994). The follicles were classified as primordial (one 
layer of flattened granulosa cells around the oocyte) or developing follicles (one or more layers of 
granulosa cells around the oocyte).  
 
Statistical analysis 
 
For each treatment, the data of viable and not viable, as well as primordial and in 
development preantral follicles, were compared using a Chi-square test. The follicular diameters 
were compared using Tukey test. Values were considered statistically significant when P < 0.05. 
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RESULTS 
 
A total of 4811 preantral follicles were examined for their viability based on trypan 
blue staining (Table 1). Exposure to both DMSO and EG significantly reduced (P<0.05) the 
percentage of viable isolated and in situ preantral follicles when compared to that of untreated 
(control) follicles. The freezing/thawing process also reduced significantly the percentage of 
viable follicles and in a higher proportion than exposure in both cryoprotectants only. When 
ovarian fragments were frozen in presence of 1.5 M DMSO, significant higher percentages of 
viable follicles was observed compared to those frozen in presence of 1.5M EG. However, there 
were no differences in viability percentages when isolated follicles were cryopreserved in DMSO 
or EG. 
 
In vitro culture of cryoprotectant exposed or cryopreserved follicles for 5 days further 
reduced their viability, since significantly higher (P<0.05) percentages of trypan blue stained 
follicles were detected. After 5 days of culture, similar percentages of viable follicles were found 
in the freshly isolated population of preantral follicles and the group of cryoprotectant exposed 
follicles, while the population of cryopreserved isolated follicles showed a significant lower 
percentage of viable follicles, EG having the most damaging effect. In vitro culture of 
cryoprotectant exposed or cryopreserved preantral follicles resulted in a significant reduction of 
viable follicles, EG having a lesser protecting effect than DMSO. 
 
After culture, among the untreated viable preantral follicles, higher rates of 
developing follicles were found (P<0.05) concomitantly with lower rates of primordial follicles 
(Table 2). A similar activating effect was also observed when cryoprotectant exposed follicles 
were cultured. After culturing cryopreserved follicles, however, transition of primordial follicles 
into more advanced follicular stages was only observed when follicles were cryopreserved 
in situ
, 
specially when DMSO was used as a cryoprotectant. The diameter of untreated, cryoprotectant 
exposed and 
in situ
 cryopreserved follicles had significantly increased after culture (Fig. 3; 
P<0.05). In contrast, the diameters of isolated cryopreserved follicles did not increase during 
culture, neither when EG or DMSO was used as a cryoprotectant.
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DISCUSSION 
 
This study described the viability of 
in situ
 and isolated ovine preantral follicles after 
their exposure or cryopreservation in 1.5 M ethylene glycol (EG) and 1.5 M dimethyl sulfoxide 
(DMSO). Additionally, in vitro culture studies were performed to evaluate the ability of these 
follicles to survive and to develop in vitro. When compared to untreated follicles, with a higher 
percentage of EG or DMSO exposed or cryopreserved preantral follicles were stained with trypan 
blue, thus appeared non viable.
 Cryoprotectants may have dramatic osmotic effects upon cells 
during their addition and removal (Woods et al., 2004). Another important aspect is the exposure 
temperature and time, which could have been the case in our study, since follicles were exposed 
to cryoprotectant at 20 °C, for 20 minutes, increasing the toxicity effect of the cryoprotectants, 
mainly when isolated follicles were exposed to cryoprotectants. These exposure time and 
temperature were used before in previous studies on sheep preantral follicles cryopreservation 
(Santos et al., 2005). According to this work, we decided that the concentration of 1.5 M of the 
cryoprotectant was the most important aspect to be controlled. Observing exposed in situ 
follicles, this reduction appeared significant after 5 days culture when compared to fresh ones, 
and more drastic when 1.5 M EG was used. However, no differences in percentages of viable 
follicles were observed when untreated or CE isolated follicles were 
in vitro
 cultured for 5 days. 
This could mean that treatment 
in vitro
 culture of isolated follicles was not able to maintain them 
viable, and cryoprotectant cleared away vulnerable follicles, thus selecting the more resistant 
ones.
 
 
The use of cryoprotectants is essential during freezing of preantral follicles, since 
follicles will not survive in absence of cryoprotectant. In pilot studies, we performed 
cryopreservation without cryoprotectant agents and the follicles died. Cryopreservation of 
follicles in presence of EG or DMSO led to lower percentages of viable follicles in comparison 
with those of follicles that were only exposed to the cryoprotectants. These percentages were still 
lower when cryopreserved follicles were cultured for 5 days, the lowest percentage being 
obtained with EG as a cryoprotectant. Additionally, lesser CF isolated follicles became activated 
after in vitro culture for 5 days, while the growth of these follicles was blocked. Besides, 
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cryoprotectants may not be completely removed from cells after thawing. The residual 
cryoprotectants may be left inside the isolated follicles and could interact with cellular structures 
or molecules, resulting in developmental arrest. The negative effect of freezing on sheep 
follicular quality was showed by Cecconi et al. (2004) after cryopreservation of ovarian tissue 1.5 
M EG or DMSO and subsequent in vitro culture of isolated follicles for 1 day, where the 
percentages of normal follicles were only 50% and 34%, respectively. Differently from Cecconi 
work, we performed cryopreservation and in vitro culture of ovarian tissue and isolated preantral 
follicles. The best way to freezing and culture follicles was obtained when they were enclosed in 
ovarian tissue, and DMSO was used as cryoprotectant. Although after culture the percentage of 
viable cryopreserved follicles was significantly lower then in fresh follicles, it was possible 
obtain activation and growth for preantral follicles. Men et al. (2003) has suggested that 
cryopreserved oocytes may need a specific culture system, since i) bovine oocytes, as well as 
other cell types, experience severe adverse physiological conditions during cryopreservation, ii) 
many cell types are known to require modification of freezing solutions or culture systems for 
optimal growth, and iii) apoptotic inhibitors in the cryopreservation solution or cold storage 
solution have enhanced the survival of several cell lines or tissue.
  
 
In conclusion, although viability of isolated preantral follicles appeared negatively 
affected by the 
in vitro
 culture procedure, exposure to the cryoprotectants EG and DMSO and the 
freezing/thawing process, when this procedure was applied in ovarian tissue, it was possible 
obtain activation and growth of preantral follicles. The present findings show that, for acquisition 
of an oocyte bank for small ruminants like the ewe, future studies have to focus on the 
improvement of both the cryoprotection and the cryopreservation method of preantral follicles. 
Besides, the in vitro culture conditions have to be improved to increase the viability of larger 
numbers of cultured preantral follicles and to let them grow to more advanced stages.  
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Figure 1. Experimental protocol for exposure, cryopreservation and/or in vitro culture of sheep preantral follicles 
 IVC: in vitro culture

OVARIAN PAIR 

Fragmentation 3mm
3
 
 

 1 Aliquot (Fresh Control) 
 
 1 Aliquot (Culture 5 days) 

   Fragments                           Follicular Suspension  

 Exposure 

DMSO
 
 

 EG
 
 

1.5 M 

 
Cryoprotectant removal
 

 Freezing 

 viability 
 diameter  

(19 fragments) 
 

2 fragments 
follicular isolation 
 

1 fragment 
Culture – 5 days 
 

follicular isolation 

 viability IVC 
 diameter 5 days 

DMSO
 
 

 EG
 
 

1.5 M 

 Thawing 
 
Cryoprotectant removal
 

 viability 
 diameter  

follicular isolation 

 viability IVC 
 diameter 5 days 

 Exposure 

DMSO
 
 

 EG
 
 

1.5 M 

 
Cryoprotectant removal
 

 Freezing 

 viability 
 diameter   

 viability IVC 
 diameter 5 days 

DMSO
 
 

 EG
 
 

1.5 M 

 Thawing 
 
Cryoprotectant removal
 

 viability 
 diameter  

 viability IVC 
 diameter 5 days 





[image: alt] 
 

89 

 
Table 1. Percentage of trypan blue not stained (viable) untreated, cryoprotectant exposed (CE) 
and cryopreserved (CF) preantral follicles that were either or not cultured for 5 days. Numbers of 
viable and total preantral follicles are given between brackets. 
 

  % viable preantral follicles 

 

In situ 

Isolated 

 

D0* 

D5 

D0* 

D5 

Untreated (control) follicles 

91
aA,C 
(236/260) 

82
aA,D 
(204/249) 

91
aA,C  
(236/260) 

60
aB,D 
(150/250) 

CE follicles 
 
 Exposed to 1.5 M DMSO 
 
 
 Exposed to 1.5 M EG 

 
69
bA,C
 
(180/261) 
 
70
bA,C
 
(175/250) 

 
55
cA,D
 
(143/260) 
 
47
dA,D 
(118/251)
 

 
70
bA,C 
(183/261) 
 
65
bA,C 
(169/260) 

 
56
aA,D 
(139/249) 
 
57
aB,D 
(144/252) 

CF follicles  
 
 Frozen/thawed in 1.5 M DMSO  
 
  
 Frozen/thawed in 1.5 M EG 

 
62
cA,C
 
(155/250) 
 
50
dA,C 
(125/250) 
 

 
57
cA,C
  
(147/258) 
 
42
dA,D 
(105/250) 

 
56
cB,C 
(141/251) 
 
51
cA,C 
(128/251)
 

 
50
bB,C 
(125/250)
 
 
42
cA,D 
(104/248)
 

 
* 
D0 are the follicles evaluated immediately after isolation (control for in situ and isolated 
follicles);
 
a, b, c, d
 Values within columns are significantly different (P<0.05); 
A, B 
Values within rows (in situ vs isolated at the same day) are significantly different (P<0.05); 
C, D 
Values within rows (D0 vs D5) are significantly different (P<0.05). 
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Table 2. Percentage of untreated, cryoprotectant (DMSO or EG) exposed and cryopreserved viable primordial and developing follicles 
before (D 0 – day zero) and after 5 days of culture. Viability was scored with use of Trypan Blue staining. Numbers of viable and total 
preantral follicles are given between brackets. 
 

 Preantral follicles 
 In situ   Isolated 

 

% primordial 

  % developing      % primordial  % developing 

 

D0 

D5 

D0 

 D5
 

D0 

D5 

D0 

D5 

Untreated (control) follicles 

82
 aA,C 
(205/250) 

25
 aB,C 
(61/249) 

08
 aA,C 
(20/250) 

  57
 aB,C 
 (143/249) 

81
 aA,C 
(210/260) 

11
 aB,D 
(27/250) 

10
 aA,C 
(26/260) 

49
 aB,D 
(123/250) 

CE follicles  
 
 Exposed to 1.5 M DMSO  
 
 
 Exposed to 1.5 M EG 

 
61
 bAC, 
(159/261) 
 
62
 bAC, 
(156/250) 
 

 
21
 aB,C 
(54/260) 
 
15
 bB,C 
(37/251) 

 
08
 aA,C 
(21/261) 
 
08
 aA,C 
(19/250) 

 
  34
 bB,C 
 (89/260) 
 
  32
 bB,C 
 (81/251) 
 

 
64
 bA,C 
(168/261) 
 
60
 bA,C 
(156/260) 
 

 
16
 aB,C 
(40/249) 
 
14
 aB,C 
(36/252) 

 
06
 aA,C 
(15/261) 
 
05
 aA,C 
(13/260) 

 
40
 bB,D 
(99/249) 
 
43
 bB,D 
(108/252) 
 

CF follicles  
 
 Frozen/thawed in  1.5 M DMSO  
 
  
 Frozen/thawed in 1.5 M EG 

 
58
 bAC, 
(132/250)
 
 
44
 cAC, 
(111/250)
 

 
22
 aB,C 
(57/258)
 
 
19
 bB,C 
(47/250)
 

 
09
 aA,C 
(23/250) 
 
06
 aA,C 
(14/250) 
 

 
  35
 bB,C 
 (90/258)
 
 
  23
 cB,C 
 (58/250)
 

 
51
 cA,C 
(128/251)
 
 
46
 cA,C 
(115/251)
 

 
39
 bB,D 
(98/250)
 
 
31
 bB,D 
(76/248)
 

 
05
 aA,C 
(13/251) 
 
06
 aA,C 
(13/251) 
 

 
11
 cA,D 
(27/250)
 
 
11
 cA,D 
(28/248)
 

a,b,c
 Values within columns are significantly different (P<0.05); 
A, B 
Values comparing D0 vs D5 (in situ or isolated) within rows are significantly different (P<0.05); 
C,D 
Values comparing In situ vs Isolated (D0 or D5) within rows are significantly different (P<0.05). 
CE follicles: Cryopotectant exposed without freezing  
CF follicles: Frozen/thawed
 in presence of cryoprotectant. 
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Figure 2. Follicular diameter of untreated (control), exposed (CE) and cryopreserved (CF) 
preantral follicles that were uncultured (D 0) or in vitro cultured during 5 days (D 5). 
* 
 Values differs significantly from that of untreated (control) follicles (P<0.05);
 
a, b
 significantly different values at the start (D0) or finish (D5) of the culture period (P<0.05).
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9. Capítulo 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
Criopreservação de folículos pré-antrais ovinos através da adição 
de sacarose no meio de congelação e lavagem
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Resumo 
 
Folículos pré-antrais ovinos foram criopreservados na presença de dimetilsulfóxido 
(DMSO) e/ou etilenoglicol (EG), nas concentrações de 1,0 ou 1,5 M, adicionados ou não de 
sacarose 0,5 M. Para a remoção do crioprotetor após criopreservação, testou-se o Meio 
Essencial Mínimo (MEM) adicionado ou não de sacarose. O presente trabalho foi dividido em 
dois experimentos. No primeiro experimento, um fragmento ovariano (controle) foi fixado 
para análise histológica, enquanto os demais (24 fragmentos) foram criopreservados em MEM 
contendo DMSO e/ou EG (1,0 e 1,5 M) adicionado ou não de sacarose 0,5 M. O crioprotetor 
foi removido por meio da lavagem do tecido ovariano em MEM com ou sem sacarose e, em 
seguida, os tecidos foram fixados para estudos histológicos. As percentagens de folículos 
normais foram similares ao controle (81,5%) quando os fragmentos ovarianos foram 
congelados na presença de sacarose com DMSO 1,0 M em combinação ou não com EG 1,0 
M, seguido da remoção do crioprotetor em MEM acrescentado de sacarose. No segundo 
experimento, utilizando DMSO e/ou EG na concentração de 1,0 M, adicionados ou não de 
sacarose, a viabilidade dos folículos pré-antrais foi investigada utilizando calceína-AM e 
etídio homodímero como marcadores fluorescentes de células vivas e mortas, 
respectivamente. As maiores percentagens de folículos viáveis (i.e., folículos com um oócito 
viável e cercado por um minimo de 90% das celulas da granulosa viáveis) foram observadas 
quando EG 1,0 M (78%) ou DMSO 1,0 M (72%) foram utilizados em combinação com a 
sacarose, as quais foram significantivamente maiores (P < 0,05) do que as observadas em 
folículos pré-antrais criopreservados na combinação de DMSO, EG e sacarose (58%). Foi 
possível concluir que folículos pré-antrais ovinos podem ser criopreservados com sucesso 
quando utiliza-se EG ou DMSO na concentração de 1,0 M adicionados de sacarose 0,5 M.
 
 
Palavras chave: ovinos, folículos pré-antrais, criopreservação, marcadores de viabilidade. 
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ABSTRACT 
 
Ovine preantral follicles were cryopreserved using dimethyl sulfoxide (DMSO) and/or 
ethylene glycol (EG), at 1.0 or 1.5 M, added or not by and then washed in minimum essential 
medium (MEM) with or without sucrose. In a first experiment, one (control) ovarian fragment 
was fixed for histological examination, while 24 others were cryopreserved in MEM 
containing DMSO and/or EG (1.0 or 1.5 M) added or not by sucrose. Cryoprotectant was 
removed by rinsing the ovarian tissues in MEM with or without sucrose and tissues were 
fixed for histological study. Percentages of normal follicles were similar to control (81.5%) 
when ovarian fragments were frozen in sucrose with 1.0 M DMSO in combination or not with 
1.0 M EG, followed by washing in MEM plus sucrose. In a second experiment using 1.0 M 
DMSO and/or EG added or not by sucrose, the viability of preantral follicles was investigated 
using calcein-AM and ethidium-homodimer as fluorescent live and dead markers, 
respectively. The highest percentages of viable follicles (i.e., follicles with a viable oocyte 
surrounded by at least 90% viable granulosa cells) were observed when 1.0 M EG (78%) or 
DMSO (72%) were used in combination with sucrose, which was significantly higher than 
that of follicles frozen/thawed in sucrose plus DMSO and EG (58%). It is concluded that 
ovine preantral follicles can excellently be cryopreserved when sucrose is added to 1.0 EG or 
DMSO. 
 
Key words: ovine, preantral follicles, cryopreservation, viability markers. 
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INTRODUCTION 
 
There are relatively few effective clinical options for preserving female fertility, 
particularly following aggressive chemotherapy and/or radiotherapy treatment protocols 
(American Society for Reproductive Medicine, 2004). Performing experiments using human 
ovarian tissue is difficult due to the small amount and quality of ovaries recovered in clinics. 
Thus, because of the morphological similarity between sheep and human ovarian tissue, 
studies using this small ruminant as model should help in the improvement of 
cryopreservation for human ovarian tissue. Many studies have been carried out to improve 
cryopreservation of reproductive cells and tissues from different species, e.g., human (Gook et 
al., 2005), porcine (Liu et al., 2003), bovine (Lucci et al., 2004), murine (Newton and 
Illingworth, 2001) and ovine (Santos et al., 2005). Permeating, e.g., ethylene glycol (EG) and 
dimethyl sulfoxide (DMSO), as well as non-permeating (sucrose) solutes have been 
effectively shown to reduce cryoinjury during cryopreservation process. For example, a low 
concentration of sucrose (0.1 – 0.5 M) has been used to increase viability of early-staged 
follicles in murine (Salehnia, 2002) and human (Hovatta et al., 1996), especially when sucrose 
is combined with cell plasma membrane permeating cryoprotectants such as DMSO (Hovatta 
et al., 1996) or EG (Salehnia, 2002). In previous studies using ovine preantral follicles, 
follicular survival after a freezing/thawing process has been determined using histological and 
ultrastructural parameters (Santos et al., 2005a) as well as cell plasma membrane integrity test 
(Santos et al., 2005b). Indeed, the ultimate aim of ovarian cryopreservation is to preserve 
viability of follicles, which should remain their developmental ability. Using morphological 
study only to assess the freezing/thawing process is not a good indicator for freezability 
determination. It has been emphasized in several studies (Schotanus et al., 1997; van den 
Hurk et al., 1998; Martinez-Madrid et al., 2004) that morphological analysis is not always 
correlated to the viability or developmental competence of the follicles and, it is known that, 
cryopreservation often induces cell disruption such as cell membrane desintegrity, loss in 
mitochondrial activity and cytoskeleton damage. Histological studies can be used to identify 
signs of follicular atresia, such as nuclear pycnosis, cytoplasmic damage, detachment of 
granulosa cells from oocyte, and irregularity of the basement membrane (Jorio et al., 1991; 
Hulshof et al., 1995; Demirci et al., 2002). However, cells that are morphologically intact can 
be non-viable (Van den Hurk et al., 1998). To date, a wide range of fluorescent probes such as 
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calcein-AM and ethidium homodimer-1 have been used to assess the viability of cells because 
calcein-AM is cleaved by esterase enzymes in living cells, which leaves the cleavage product, 
a fluorescent compound, in the cell (de Clerck et al., 1994), while ethidium homodimer-1 is 
used to assess cell plasma membrane integrity since it binds to only the DNA of permeable 
cells (Poole et al., 1993). These viability markers have been previously used to evaluate the 
quality of isolated bovine (Schotanus et al., 1997; van den Hurk et al., 1998), murine 
(Cortvrindt & Smitz, 2001) and human (Martinez-Madrid et al., 2004) preantral follicles.
 
 
The aim of this study was to develop an optimal freezing/thawing procedure, which 
better preserve the morphology and viability of ovine cryopreserved preantral follicles after 
thawing. To this aim, studies were performed with follicles that were cryopreserved using 0.5 
M sucrose, 1.0 M DMSO and 1.0 M EG only or in combination. The viability of preantral 
follicles was investigated by using calcein AM and ethidium homodimer as live and dead 
markers, respectively.  
 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Source and preparation of ovarian tissue 
 
This study was divided in 2 experiments. For each experiment, female reproductive 
organs from adult mixed breed sheep were obtained at a local slaughterhouse (Monfoort, the 
Netherlands). The material was transported to the laboratory immediately after slaughter (~ 1 
hour) in thermo flasks at 20 °C. At the laboratory, ovaries were trimmed from adhering tissue, 
washed in 70% alcohol and subsequently washed twice in PBS.  
 
Experimental Design 
 
Experiment I: Histology of cryopreserved preantral follicles 
 
After dissection of the ovaries from 10 sheep, from each ovarian pair, 25 fragments of 
1x1x1 mm
3
 were collected. One fragment (control) was fixed in 4% paraformaldehyde for 12 
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h for routine histological studies. The remaining 24 fragments were subjected to the 
freezing/thawing procedure (which is described below) using DMSO or EG (1.0 or 1.5 M) 
only or in combination in presence or absence of 0.5 M sucrose (see experimental protocol on 
Figure 1), for further fixation in 4% paraformaldehyde. After fixation, ovarian fragments were 
dehydrated in an ascending series of ethanol, and through xylene. Ovarian tissue was 
embedded in paraffin wax and serial sections of 5 
µ
m were made using a microtome (Leitz 
Wetzlar, Rijswiijk, the Netherlands) and every seventh section was mounted on glass slides 
and stained with hematoxylin-eosin. All sections were examined using a light microscope 
(Olympus, Tokyo, Japan) at magnification of X 40. Preantral follicles were classified as 
follicles without an antrum and with an oocyte surrounded by one layer of flattened and/or 
cuboidal granulosa cells or with an oocyte surrounded by two or more layers of cuboidal 
granulosa cells. For numerical analysis, preantral follicles were counted only in those sections 
where their oocyte nucleus could be observed. Follicular quality was evaluated based on the 
morphological integrity of the oocyte, granulosa cells and basement membrane. Preantral 
follicles were histologically classified as (i) normal, when they contained an intact oocyte and 
intact granulosa cells (Figure 2A), (ii) degenerate, when contained a pycnotic oocyte nuclei, 
shrunken ooplasm and/or disorganized granulosa cells (e.g., enlargement in volume and/or 
detachment from the basement membrane (Figures 2B and 2C). 
 
Experiment II: Viability of cryopreserved preantral follicles 
 
After dissection of the ovaries from 5 sheep, from each ovarian pair, 7 fragments of 
1x1x1 mm
3 
were obtained. One fragment (control) was immediately submitted to follicular 
isolation as quickly as possible according to a procedure described below. Their viability was 
analyzed using live (calcein-AM) and dead (ethidium homodimer-1) markers (see below). 
The remaining 6 fragments were subjected to the freezing/thawing procedure using different 
cryoprotectants: (i) 1.0 M DMSO, (ii) 1.0 M EG, (iii) 1.0 M DMSO + 1.0 M EG, (iv) 1.0 M 
DMSO + 0.5 M sucrose, (v) 1.0 M EG + 0.5 M sucrose or (vi) 1.0 M DMSO + 1.0 M EG + 
0.5 sucrose. After thawing, and subsequent removal of the cryoprotectant with MEM added 
by sucrose, the preantral follicles were isolated and examinated for viability (see protocol 
shown by Figure 3). 
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Freeze and thaw procedure 
 
Ovarian fragments were individually placed in straws and equilibrated in a controlled-
rate programmable freezer (Planner Kryo 10 Series II, Cryotech Benelux, Schagen, the 
Netherlands) for 20 min at 20 °C in 1.5 ml of minimum essential medium (MEM) (Sigma 
Chemicals, Poole, Dorset, UK) supplied with 0.5 M sucrose (Sigma), 1.0 M DMSO (Merck, 
Darmstadt, Germany) or 1.0 M EG (Sigma), alone or in combination (Figure 1). Cooling rate 
was at 2 °C/min down from 20 °C to - 7 °C, whereas ice-out growth induction (seeding) was 
manually performed, by touching the straws with forceps pre-cooled in liquid nitrogen. After 
seeding, the straws were held at this temperature (- 7 °C) for 10 min, then cooled at a rate of 
0.3 °C/min to -30 °C and finally at 0.15 °C/min to -33 °C, after which the straws were 
plunged immediately into liquid nitrogen (- 196 °C) and stored for 1 week. 
 
When required, the straws were thawed in air for 1 min at room temperature (~ 25 °C) 
and then immersed in a water bath at 37 °C until cryopreservation medium was completely 
melted. The cryoprotectant was then removed from the tissue at room temperature using 
three-step equilibration (5 min each) in MEM supplemented or not with 0.3 M sucrose. In 
case sucrose was used, an additional wash was performed using MEM. 
 
Assessment of oocyte and granulosa cells viability  
 
Preantral follicles were mechanically isolated from ovarian tissue by applying a 
mechanical procedure for the isolation of ovine preantral follicles as described by Amorim et 
al. (1998).
 
Briefly, the ovarian cortex was cut into small fragments, using a tissue chopper 
(Meyvis, Gouda, the Netherlands). The ovarian fragments were then placed in PBS 
supplemented with 0.1% (v/v) penicillin/streptomycin (Gibco, Paisley, UK) at room 
temperature (25 °C) and then pipetted 40 times using a Pasteur pipette. The suspension was 
successively filtered through 500 and 100 
µ
m nylon mesh filters. Preantral follicles smaller 
than 100 
µ
m were collected using a dissecting stereomicroscope (SZ-STS, Olympus, Tokyo, 
Japan) and transferred to HEPES buffered M199 + 1% BSA (holding medium). Isolated 
follicles were incubated in the holding medium for 10 min at 37 °C in a mixture of 4 
µ
M of 
calcein AM, 2 
µ
M ethidium homodimer-1 (Molecular Probes Europe B.V., Leiden, the 
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Netherlands) and 10 
µ
M Hoechst 33342 (Sigma) to detect esterase enzyme activity, 
membrane integrity and enable counting the nuclei, respectively. After labeling, stained 
follicles were washed three times in holding medium, then mounted on a glass microscope 
slide in a 5 
µ
l of antifade medium (Vectashield, Vector Lab. Burlingame, CA) to prevent 
photobleaching, and finally examined using an epifluorescent microscope (BH2-RFCA, 
Olympus, Tokyo, Japan) equipped with a digital camera (Coolpix900, Nikon Instruments 
Europe B.V., Badhoevedorp, the Netherlands). The emitted fluorescent signals of Hoechst, 
calcein and ethidium homodimer were collected at 350, 488 and 568 nm, respectively. 
Oocytes and granulosa cells were classified as viable if ooplasm was stained positively with 
calcein, and chromatin was not labeled with ethidium homodimer (Figure 5). Percentages of 
viable granulosa cells were calculated in relation to total number of Hoechst positive nuclei.
  
 
Statistical analysis 
 
In experiment I, preantral follicle quality after cryopreservation was assessed 
morphologically using histological study, and mean percentage of normal preantral follicles 
between frozen-thawed and control fragments were compared using one-way ANOVA and 
Tukey’s test. Viability of oocytes and granulosa cells (for experiment II) was analyzed using 
chi-square test and the numbers of total nuclei per follicle were compared using one-way 
ANOVA. In all cases, the statistical test were performed using Stat View for Windows, and 
the differences were considered significant when P < 0.05. 
 
 
 
RESULTS 
 
Experiment I. Histology of cryopreserved preantral follicles  
 
In total 3839 preantral follicles were examined for histological morphology following 
freezing/thawing of ovine ovarian fragments (approximately 150 follicles per treatment). 
Freezing/thawing did not reduce significantly the over all percentage of normal morphology 
follicles when compared to non-frozen controls (81.5%; Table 1) when 0.5M sucrose was 
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used in combination with 1.0 M DMSO (78.3%), 1.0 M EG (74.3%) or with 1.0 M DMSO 
plus 1.0 M EG (72.6%). However, combination when permeating cryoprotectants were used 
in a higher concentration (1.5 M) even with sucrose, freezing medium did not improve post-
thaw morphology of follicles. For those ovarian fragments that had been cryopreserved in 
permeating cryoprotectant only (DMSO, EG or both in combination), adding sucrose in 
washing medium did not appear to improve the overall follicle morphology. 
Experiment II: Viability of cryopreserved preantral follicles
 
 
Preantral follicles were mechanically isolated from cryopreserved ovarian fragments 
shortly after thawing, and a total of 780 preantral follicles were examined for their viability 
(evaluating oocytes and granulosa cells) using a fluorescent labeling technique 
(approximately 150 follicles per treatment).  
 
All cryopreservation treatments significantly (P < 0.05) reduced the percentage of 
viable 
oocytes
 when compared to control values (97%; Fig.6). Oocytes post-thaw viability 
was improved when DMSO (75%) and EG (78%) were used in combination with sucrose, this 
percentage being significantly higher (P<0.05) than the percentage found after 
cryopreservation with sucrose plus DMSO and EG (62%), which on its turn was again 
significantly higher (P < 0.05) than the percentage of viable follicles that had been 
cryopreserved in DMSO (25%) and EG (28%) without sucrose. The percentages of viable 
oocytes were significantly reduced when DMSO and EG were used in combination without 
sucrose (9%) as cryoprotectant.
 
 
Oocyte viability only may not be a good indicator of freezability of follicles since the 
interplay between oocyte and granulosa cells is essential for determining the developmental 
competence. Thus, to evaluate the effects of the cryopreservation procedures on the viability 
of 
preantral follicles
, the number of follicles with a viable oocyte enveloped by 90% or more 
viable granulosa cells was counted and the percentage of viable follicles calculated. As 
observed for oocytes, all cryopreservation treatments significantly (P < 0.05) reduced the 
percentage of viable preantral follicles when compared to control values (95%; Fig 6). The 
highest percentage of viable frozen/thawed preantral follicles was found after 
cryopreservation of ovarian tissue in a combination of sucrose and EG (71%) being higher 
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than the observed for sucrose and DMSO (64%). This percentage was significantly higher (P 
< 0.05) than that of follicles that had been cryopreserved in sucrose and DMSO plus EG 
(58%), which on its turn was higher (P < 0.05) than that of follicles frozen/thawed in EG only 
(23%) and DMSO only (12%). The percentages of viable preantral follicles were even 
significantly reduced when DMSO and EG without sucrose (5%) were used as 
cryoprotectants. 
 
 
DISCUSSION 
 
This study decribes for the first time the viability of ovine ovarian preantral follicles, 
based on both morphology and intrafollicular distribution of live-dead cell fluorescent 
markers as calcein AM and ethidium homodimer, after their cryopreservation using sucrose, 
DMSO or EG only or in a mixture as cryoprotectants.  
 
We have shown that the viability of oocytes and their surrounding granulosa cells in 
ovine preantral follicles are optimally preserved after freezing/thawing in a mixture of sucrose 
and EG or DMSO, and subsequently washing in a medium with sucrose. Mandelbaum et al. 
(1988), already demonstrated the beneficial effect of adding sugar as sucrose in 
cryopreservation media, and suggest that sucrose acts as an osmotic buffer against the stresses 
incurred by the cells during the addition and removal of penetrating cryoprotectant agents. To 
limit damage occurring during the cryopreservation procedure, it is necessary to reduce the 
amount of intracellular water by an increasing dehydration process (Chen et al., 2004). This 
can be achieved successfully by adding a membrane non-permeating cryoprotectant as 
sucrose to the freezing medium.  Sucrose can be successfully used as an extracellular 
cryoprotectant for mice early-staged follicles, especially when it is combined with the 
intracellular cryoprotectant EG (Salehnia, 2002). For human follicles, a mixture of sucrose 
with DMSO appeared to be the best cryoprotectant (Hovatta et al., 1996). With regard to 
human oocytes, Bianchi et al. (2005) observed a high survival frequency (83%), when 0.3 M 
sucrose was added to 1.5 M propanediol to serve as cryoprotectant. Furthermore, Chen et al. 
(2004) used the same permeating cryoprotectant added to 0.1 M sucrose and has observed 
75% of survival rate. Fabri et al. (2001) showed the importance of adding a higher (0.5 M) 
concentration of sucrose in cryopreservation media to protect human oocytes during freezing.  
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Cryoprotectants are compounds that moderate the normally lethal effect of ice 
formation and the build-up of extra-cellular salts (Newton et al., 1998). The latter authors 
studied the rate of penetration of four permeating cryoprotectants (glycerol, EG, DMSO and 
propylene glycol) in human ovarian tissue and showed that, in this respect, EG and DMSO 
had the best effects protecting cells. In a typical cryopreservation protocol, the tissue to be 
preserved is first loaded with cryoprotectants to alleviate cell damage from either dehydration 
or intracellular ice formation during the subsequent freezing process (Devireddy and Bischof, 
2003). The temperature of the tissue is then reduced until – 196 
o
C (liquid nitrogen 
temperature) for long-term storage. When cryoprotectants are added to a tissue section, due to 
the concentration difference between the vascular space and intracellular space, intracellular 
water (solvent) goes out and concomitantly permeable cryoprotectants (solute) move into the 
cell. This coupled solvent-solute transport causes osmotic injury and chemical injury to the 
tissue cells (Devireddy, 2005). Studying previously cryopreservation in ovine preantral 
follicles, we (Santos et al., 2005a,b) have found that the use of DMSO or EG (at concentration 
of 1.5 M) as cryoprotectants resulted in a normal follicular morphology (i.e., histology and 
ultrastructure). However, the cryopreservation procedure did not maintain the percentage of 
morphologically normal preantral follicles at the level of those found for fresh non-frozen 
preantral follicles. Furthermore, in these morphological studies, no information was given on 
the viability of the studied preantral follicles, while the effects of sucrose were not 
investigated. In this recent study, not only sucrose was important to maintain the viability of 
preantral follicles, but also EG, this latter cryoprotectant being more efficient than DMSO. 
Although the protective action of cryoprotectants is considered colligative, each agent has its 
own specific properties (Pedro et al., 2005).  
 
 
CONCLUSIONS 
 
Cryopreservation of ovine preantral follicles in a combination of 1.0 M DMSO with 
sucrose added or not by 1.0 M EG, followed by rinsing in medium with sucrose, maintain 
successfuly the morphology of these gametes. However, to maintain the viability of preantral 
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follicles at control levels after cryopreservation, ovine ovarian tissue has to be cryopreserved 
in DMSO or EG both added by sucrose.  
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Figure 1. Experimental protocol for cryopreservation and cryoprotectant removal. 
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Figure 2. Ovine preantral follicles in ovarian tissue after histological analysis.
 
A) Normal 
(primary); B) Degenerating (primordial) follicles. (400x)
 
 
 
 
 
 
 

A 

B 





[image: alt] 
 

109 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Experimental protocol for cryopreservation and viability analysis using calcein-AM 
and ethidium homodimer. 
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