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Resumo



CAMPOS, JR. “O tempo de criopreservacdo ndo aumenta o dano no tecido ovariano
congelado para fins de preservacdo de fertilidade’. Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Introducéo: O cancer invasivo ¢ diagnosticado em mais de 600.000 pessoas /ano nos Estados
Unidos, 269.800 dos acometidos sdo mulheres e 8% apresentam idade abaixo de 40 anos ), com
taxas progressivamente maiores de sobrevida. Estima-se que uma em cada 250 jovens adultas ¢

23] Um dos principais

sobrevivente do cancer infantil, mas com alguns efeitos colaterais
problemas, especialmente para as jovens pacientes, ¢ que a terapia destr6i uma proporcao
significativa da populagdo folicular, o que pode resultar em infertilidade permanente ™ * !, Sendo
estas pacientes tdo jovens, o tempo que o tecido permanecera congelado ¢ bastante longo e ndo est4
bem claro se o tempo de congelamento amostra interfere na qualidade do tecido preservado. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar se o tempo de congelamento da amostra interfere na
populacao folicular, na viabilidade do tecido ap6s o descongelamento e na capacidade funcional do
tecido para a esteroidogénese.

Material e Méodos. foram incluidas na casuistica 17 pacientes, em idade reprodutiva, submetidas
a laqueadura laparoscopica, durante a qual foi realizada uma biopsia ovariana de cerca de 2 x 2 cm,
a qual foi subdividida em 3 fragmentos. Um foi processado a fresco e os outros dois embebidas em
meio contendo crioprotetor e congelados para posterior descongelamento e andlise. Foi utilizada a
técnica de congelamento lento. Os fragmentos foram divididos em trés para analise nas amostras a
fresco (GF), e descongeladas ap6s 30 (G30) e 180 (G180) dias. Cada fragmento foi subdividido em
trés: 1) para fixagdo com formaldeido e inclusdo em parafina, seguido de cortes seriados com
espessura de 4 p e a cada 3 cortes, o material foi corado com HE (hematoxilina/eosina) e analisado
com microscopio com aumento de 400 vezes para contagem de foliculos. O nimero total de
foliculos/mm? foi calculado usando-se a seguinte formula: Nt=(No x St x t), onde Nt ¢ o nimero de

foliculos, No é a média de foliculos observados em 1 mmz, S ¢ o total de cortes em 1 mm® do

ovario e t ¢ a espessura do corte. 2) Digestdo quimica com colagenase e aplicagdo técnica DEAD-



LIVE (fluorescéncia por calceina AM e brometo de ethidium) para avaliagdo da viabilidade
folicular, dada por %de foliculos viaveis. 3) Cultivo de tecido ovariano em meio quimicamente
definido para avaliagdo da capacidade esteroidogénica do tecido através da dosagem de estradiol e
progesterona no meio de cultivo nos tempos 0, 48, 96 e 144h.

Resultados. A idade média das pacientes incluidas foi de 29,0 + 2,78 anos, com paridade média de
2,94 + 0,24 filhos. A densidade folicular média foi 361,3+255.4, 454,9+676,3 ¢ 296,8+269,0
foliculos/mm’, para os tecidos frescos e descongelados com 30 ¢ 180 dias, respectivamente, néo
havendo diferenca entre eles (p=0,46). A viabilidade folicular foi maior no tecido fresco (GF=93,4%
de foliculos vidveis) quando comparado com os tecidos criopreservados (G30=70,8%; p<0,001 e
G180=78,4%; p<0,001), embora nio tenha havido diferenca na viabilidade entre as amostras
descongeladas (p>0,05). Com relagdo a capacidade esteroidogénica do tecido ndo houve reducdo na
producdo de estradiol e progesterona apos a criopreservagdo (Estradiol: GF= 2026 + 1782pg/ml,
G30=1272+1081pg/ml e G180=849,6+366,2pg/ml, p=0,19; Progesterona: GF=0,45 + 0,37ng/ml,
G30=0,26+0,08ng/ml e G180=0,45+0,54ng/ml, p=0,86).

Conclusdes. O processo de congelamento lento de ovario, embora comprometa parcialmente o
tecido, permite conservar cerca de 80% de viabilidade folicular e preserva a capacidade
esteroidogénica tecidual similar ao tecido fresco. Ainda que a pequena casuistica limite conclusoes
mais definitivas com relagdo a fungdo do tecido, o fato de comprovar a produgao hormonal no meio
encoraja a implementa¢do desta técnica na preservagdo da fertilidade feminina, jA que ensaios
clinicos para esta finalidade sdo eticamente complicados e os estudos atualmente apresentados com
série de casos apresentam pequenas amostras ou relatos isolados de caso. Além disso, nos casos de
reimplante, indicios de faléncia do enxerto provavelmente se devem mais a isquemia do que a

criopreservacao propriamente dita.

Palavras-chave: tecido ovariano, criopreservagao, viabilidade, densidade folicular, cultivo de

tecido.



Abstract



CAMPOS, JR. “The time of cryopreservation do not increase the damage in frozen
ovarian tissue for fertility preservation”. Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University
of Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Introduction: According to the American Cancer Society (2009) 600.000 cases of invasive
cancer are diagnosed every year; 269.800 of these patients are women and 8% of them are in
reproductive age, moreover the survival rates are still increasing. The estimation is that nowadays
one in every 250 young women is a childhood cancer survivor, although with some side effects.
One of the main problems, especially for young patients, is that the applied techniques are usually,
resulting in permanent infertility. With this purpose many alternatives for fertility preservation
have been proposed, among them ovarian cryopreservation is one of the most studied.
Considering the time this tissue is going to be kept frozen, one may concern about the quality of
the preserved tissue and if the time of preservation may increase the damaged caused in this
process. With the objective of evaluate the time effect on ovarian tissue cryopreservation this
study analyzed fresh and frozen-thawed samples according to its follicular density, follicular
viability and evaluate de time effect on ovarian tissue cryopreservation by analyzing the in vitro
steroidogenic capacity of fresh and frozen-thawed samples, comparing thawing after 30 and 180
days after the freezing procedure.

Material and Methods: Seventeen patients in reproductive age were included. All of them were
elective for laparoscopic tubal ligation during which an ovarian biopsy of 2x2cm was performed.
This fragment was them divided in three parts, one processed in fresh (FG) and two of them were
embedded in cryoprotectant solution followed by slow freezing procedure for posterior analyzes
after thawing with 30 (G30) and 180 days (G180). Each fragment was then subdivided in two
parts: 1) for formaldehyde fixation and paraffin embedment, followed by 4 um slices cut, where
one in every 3 slices were stained with hematoxilin/eosin dye for follicular count in order to
identify the follicular density. The follicular density was calculated by the formula Nt=(No x St x
t), where Nt is the total number of follicles, NO is the number of follicles count for each 1 mm?, &

is the total number of slices in 1 mm? of ovary and t is the slice thickness; 2) Chemical digestion



with collagenasa to perform the DEAD-LIVE technique (a fluorescent method where calcein and
ethidium bromide are used to identify dead or live cells) in order to evaluate follicular viability
demonstrated by the % of viable follicles; and 3) 4 fragments of 2x2mm were immersed in 1ml of
a chemically defined medium (alfa-MEM, supplemented PVP-40, insulin, IGF-1, transferrine,
sodium selenit and antibiotics), with no hormones supplementation. These tissue were cultured at
37°C and 5%CO; for six days (144h). Seventy percent of all the medium were collected after 48,
96 and 144h and stored in -20°C for posterior estradiol and progesterone measurements, the
volume taken was then replaced to complete 1ml of medium. The aim of this process was to test
the steroidogenesis capacity of the tissue before and after cryopreservation.

Results: The mean age of the included patients was 29,0 + 2,78 years, and mean parity was 2,94
+ 0,24 children. The mean Follicular density was 361,3+£255,4, 454,9+676,3 and 296,8+269,0
follicles/mm’ for fresh, 30 and 180 days frozen-thawed tissue, respectively, with no differences
between the three groups (p=0,46). Follicular viability was higher in fresh tissue (FG=93,4% of
viable follicles) than in frozen-thawed one (G30=70,8%; p<0,001 and G180=78,4%; p<0,001),
although there was no difference in viability among G30 and G180 (p>0,05). In relation to the
steroidogenic capacity of the tissue no reduction was observed in estradiol and progesterone
production after cryopreservation procedure independently of the time of conservation (Estradiol:
FG= 2026 =+ 1782pg/ml, G30=1272+1081pg/ml and G180=849,6+366,2pg/ml, p=0,19;
Progesterone: FG= 0,45 + 0,37ng/ml, G30=0,26=0,08ng/ml and G180=0,45+0,54ng/ml, p=0,86).
Conclusions: The slow freezing procedures for ovarian cryopreservation allow the maintenance
of 70% of the follicular pool viability, and the time of conservation in low temperature do not
seems to compromise the sample. The ovary cryopreserved maintain the steroidogenic capacity
independently of the time of conservation in low temperature. Thus the damage probably happens

exclusively during the freezing and thawing procedures and not while frozen.

Keywor ds. ovarian tissue, cryopreservation, viability, follicular density, tissue culture.
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O cancer invasivo ¢ diagnosticado em mais de 600.000 pessoas nos Estados Unidos a
cada ano, 269.800 dos acometidos sdo mulheres ¢ 8% apresentam idade abaixo de 40 anos '),
Com a utilizagdo de modernos protocolos para tratamento de cancer, 80% dos doentes irdo
sobreviver. Foi estimado que, nos proximos anos, uma em cada 250 jovens adultas sera

(2.

sobrevivente do cancer infantil, mas com alguns efeitos colaterais > *). Um dos principais

problemas, especialmente para as jovens pacientes, € que a terapia destrdi uma proporgao
significativa da populagdo folicular, o que pode resultar em infertilidade permanente > * >,
Embora o tratamento e a sobrevivéncia sejam o foco principal dos profissionais de satde e
também dos doentes com cancer, ¢ conveniente considerar a sua qualidade de vida apds o
tratamento, incluindo a possibilidade de ter filhos ' 7.

A agdo citotoxica da radiacdo ionizante e dos quimioterapicos, com grande freqiiéncia,
leva a ocorréncia de faléncia ovariana precoce (FOP), que implica sérias conseqiiéncias a
longo prazo, como redu¢do da massa dssea levando a osteoporose, aumento na incidéncia de
doencas cardiovasculares, ocorréncia precoce de sintomas climatéricos e infertilidade ™. A
auséncia temporaria ou permanente das fungdes endodcrina e reprodutiva dos ovarios depende,
principalmente, da idade da paciente no momento do tratamento gonadotoxico e das doses

9,10

administradas > '%. O risco de infertilidade varia de acordo com o tratamento, a quimioterapia

induzida por esquemas de tratamento individual baseada em agentes alquilantes e platina

11, 12 .
7. 1L 121 Uma variedade de

possui 0 maior potencial de dano ao sistema reprodutivo
tratamentos de cancer pode causar infertilidade nos pacientes que se destinam a cura. Alguns
protocolos de quimioterapia podem causar insuficiéncia prematura do ovario ou insuficiéncia
ovariana aguda que ocorre durante ou logo apos o tratamento do céncer, ou menopausa
prematura seguida de uma janela de fung¢do normal apds a terapia.

Para as pacientes que recebem quimioterapia para tratamento da Doenga de Hodgkin,

a ocorréncia de FOP é observada em 69% dos casos até 29 anos de idade e em 96% das
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pacientes com 30 ou mais anos *!. J4 para mulheres submetidas a radioterapia com doses
maiores que 300 cGy, a incidéncia de FOP pode ser superior a 60%, sendo que a exposicao a
4 Gy de irradiagao pélvica ¢ a dose letal para odcitos, € 97% das mulheres que recebem de 5 a
10,5 Gy vao posteriormente apresentar faléncia ovariana. A combinagdo de quimioterapia e
radioterapia ¢ particularmente devastadora. No entanto, estudos em mulheres que conceberam
anos apos o seu tratamento quimioterapico nao encontraram aumento significativo em
malformacdes congénitas ou neoplasias malignas na prole 1> 1413,

A cada dia mais pacientes estdo sobrevivendo ao cancer, gragas ao diagnéstico
precoce e tratamento adequado. Embora adultos sobreviventes tendam a ter maior interesse na
preservagdo e fertilidade reprodutiva, ¢ fundamental ter em mente que outras opgdes devem
ser disponibilizadas aos jovens pacientes com cancer. Os profissionais de saide devem estar
preparados para discutir sobre fertilidade com os pacientes, independentemente da sua idade
ou estado civil no momento do inicio da terapia, para que eles compreendam as possiveis
conseqiiéncias do tratamento do cancer e conhecam as alternativas disponiveis para
preservagio da fertilidade "%,

Outros grupos de paciente podem ser candidatos a preservagdo de fertilidade,
incluindo mulheres com endometriose, € os pacientes tratados com agentes quimioterapicos
para doengas ndo malignas como as auto-imunes e colageno-vasculares. Pessoas com
deficiéncias de reparacio do DNA também sdo mais suscetiveis 4 gonadotoxicidade % '),
Podem incluir ainda a incompatibilidade de idade da maternidade e do exercicio dos planos de
carreira, ou simplesmente ainda ndo ter encontrado um parceiro adequado para iniciar uma
familia %),

A evolucdo continua das técnicas de reproducdo assistida (TRA) permite que se

considerem varias estratégias de tentativa de manutencdo da funcdo reprodutiva em pacientes

egressas de tratamentos de doengas neoplasicas, dentre as quais se incluem manipulagdo
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hormonal, transposi¢ao dos ovarios, criopreservacao de embrides, gametas e de tecido cortical
ovariano.

O unico método estabelecido até o momento e rotineiramente utilizado em clinicas de
reproducdo assistida é a criopreservacdo de embrides, mas essa op¢ao requer estimulacio
ovariana, coleta de oocitos e o emprego das TRA, o que pode levar entre 2 a 5 semanas.
Assim, o atraso no inicio do tratamento quimioterapico para o armazenamento de embrides
ndo ¢ factivel para algumas pacientes e pode ser até mesmo, um fator de piora no progndstico
em alguns tipos de cancer. O congelamento de embrides também ndo se aplica a pacientes
sem um parceiro fixo, com quem deseje constituir prole futura, como ¢ o caso das
adolescentes. Uma alternativa seria a utilizacdo de amostras provenientes de banco de sémen,
entretanto este tipo de abordagem esbarra em questdes religiosas, morais e éticas '+ 2% 2!,

Além disso, a estimulagdo ndo deve ser feita em mulheres que apresentam tumores
horménio dependentes, como o cancer de mama, apesar de terem surgido novos protocolos de
estimulacdo com o uso do Tamoxifeno e de inibidores da aromatase (Letrozole), mostrando
resultados animadores . Embora a captacio de odcitos possa ser realizada sem estimulagéo
ovariana (ciclo natural), o rendimento final de producdo embrionaria em ciclos ndo

2 ~ .
(%3], portanto, ndo recomendado para as pacientes com

estimulados ¢ extremamente baixo
cancer **. Outro contraponto a ser considerado diz respeito as implica¢des éticas do
congelamento de embrides. Devemos lembrar que por tratar-se o cancer de uma doenga com
potencial de desfecho desfavoravel e dbito da paciente, hd necessidade de se esclarecer ao
casal que ndo ha possibilidade ética e legal de descarte destes embrides em caso de 6bito de
um dos conjuges. No entanto, mesmo que o tratamento oncologico seja bem sucedido, a

transferéncia destes embrides para o utero somente deverd acontecer apos alguns anos de

remissdo da doenga, ¢ independentemente da situacdo do relacionamento deste casal apds
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estes anos os embrides existem e necessitam de um destino, seja ele o utero materno ou a
doagdo para pesquisa.

Alguns questionamentos éticos devem ser levantados quando da decisdo do casal:
diante da morte da parceira qual o direito do parceiro (pai) sobre estes embrides? E neste caso,
haveria possibilidade de se transferir estes embrides para uma nova parceira deste pai
bioldgico? Como se contextualiza a familia da mae biologica, falecida? A legislagdo brasileira
ndo apresenta respostas para estas perguntas, ndo existe nem mesmo lei que aborde qual o
destino do embrido congelado. Todas as condutas atuais se baseiam no bom senso da equipe
que assiste a paciente, em uma boa orientacdo do casal e nas recomendagdes do Conselho
Federal de Medicina.

Diante de todas estas questdes, seguidas da difusdo das técnicas de congelamento
ovariano para preservagdo de fertilidade, tornou-se imprescindivel avaliar a qualidade do
tecido recuperado apos a criopreservagao.

A criopreservagdo de tecido ovariano fundamenta-se no principio de que foliculos
inativos (primordiais) resistem melhor a criotoxicidade do que foliculos em processo de

24, 2 . . . A s ;. .
+ 21 pois apresentam metabolismo reduzido, auséncia de zona pelicida e maior

maturagao [
facilidade de penetragdo dos crioprotetores devido ao menor tamanho folicular %, Além
disso, foliculos primordiais tém maior potencial de reparo a danos nas organelas e outras
estruturas sofridos durante a fase prolongada de congelamento na criopreservagao.

Os danos celulares funcionais causados pela criopreservacao podem, entretanto, ser
irreversiveis se as temperaturas cairem abaixo dos niveis ideais. Variagdes térmicas muito
abruptas podem interferir no transporte de agua através da membrana celular e propiciar a

2

formacdo de cristais de gelo e depodsitos de sais no interior da célula *’). Também as

diferengas de pressdo osmotica entre os meios intra ¢ o extracelular podem levar a mudanga

, . . \ ret . 28, 2
de volume no obcito com conseqiiente dano a membrana plasmatica e as organelas ** 1,
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Outro fator que pode propiciar dano celular ¢ a presenga de fusos meidticos nas células
foliculares; foi demonstrado que pequenas variagdes de temperatura podem danificar os
microtubulos que compdem o fuso, podendo cursar com perdas cromossdmicas e aneuploidias
durante o término da primeira divisdo meidtica no processo de maturacdo subseqiiente .
Além disso, também tem sido demonstrado que o congelamento pode danificar o
citoesqueleto das células ou odcitos, com prejuizo no trafego de moléculas e organelas no

[31

processo de divisdo celular . A fase de reexpansio (descongelamento) do tecido também

pode ser deletéria se o meio externo nio for adequado %,

O congelamento de tecido ovariano ¢ atualmente proposto com o intuito principal de
manter a fun¢do ovariana preservada, tanto do ponto de vista de fertilidade como de producao
hormonal, o que ndo se alcanca com os demais métodos. Além disso, essa opgdo surge no
contexto atual para servir a grupos especificos de pacientes para as quais as demais técnicas
nao sdo recomendaveis, como: (1) pacientes pré-puberes, cujas gonadas ainda nio estdo sob
controle do eixo hipotalamo-hipdfise; (2) mulheres que ndo tenham parceiro e ndo desejam
embrides oriundos da fertilizagdo com sémen de doador; (3) pacientes portadoras de
neoplasias estrogénio-dependentes, como o cancer de mama; e (4) mulheres portadoras de
neoplasias malignas que necessitam de abordagem imediata, para as quais o retardo no inicio
do tratamento pelo tempo necessario para indug¢do da ovulagdo poderia levar a mudangas no
prognostico da paciente. Particularmente sob esse aspecto, a coleta do tecido cortical ovariano
para criopreservagdo oferece a vantagem de poder ser realizada em qualquer momento do
ciclo menstrual da paciente, e possibilitar a aquisicdo de centenas de milhares de foliculos

4 - A
3334 E relevante comentar sobre as desvantagens encontradas quanto a

primordiais
criopreservacdo de tecido cortical ovariano, sendo estas, (1) submeter a paciente a

procedimentos cirtirgicos para colheita de tecido ovariano; e (2) possibilidade de reintroduzir

células malignas no caso de posterior reimplante do tecido ¥,
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Os procedimentos de criopreservacdo devem garantir viabilidade folicular e
integridade dos tecidos em contato célula a célula *>%*") Em ovarios de adultos mamiferos,
os foliculos estdo presentes em varios estadios de desenvolvimento. Foliculos primordiais
podem ser considerados a "forma de armazenamento" do o6cito no ovario, sendo uma valiosa

38, 39. 401 Embora muitos

fonte de odcitos que poderia ser utilizado para fins de fertilidade !
autores acreditem no congelamento de tecido ovariano como uma técnica de preservagdo de
fertilidade promissora, danos no nucleo e DNA folicular humano e ovino apods o
congelamento e descongelamento tem sido relatado com imunohistoquimica e hibridizagao
fluorescente in situ ['>#1 42,

O processo de congelamento e descongelamento dos ovarios pode causar danos
teciduais, possivelmente pela formagao de gelo intracelular e a toxicidade dos crioprotetores.
A andlise histologica deste tecido indicou que uma propor¢ao de foliculos ¢ danificada
durante o processo de congelamento e descongelamento em rato, sagiii e tecido ovariano

humano [15, 43, 44]

1.1. Criopreservacao

A criopreservacdo consiste na preservacdo de material biolégico a Dbaixas
temperaturas, geralmente em nitrogénio liquido a —196°C, ou em sua fase de vapor a —150°C.
Os tnicos estados fisicos existentes abaixo de aproximadamente —130°C sdo o cristalino ¢ o
vitreo e, em ambos, a viscosidade ¢ muito elevada, a difusdo ¢ considerada insignificante
(dependendo do tempo de armazenamento), a energia cinética molecular ¢ muito baixa e
reacdes metabodlicas impulsionadas por energia térmica ocorrem muito lentamente ou sdo
paralisadas completamente [**). Portanto, & temperatura do nitrogénio liquido, a viabilidade

durante o armazenamento pode ser estendida por longos periodos de tempo, com manutengao
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da estabilidade do material genético. A capacidade do material biolégico de sobreviver ao
processo de criopreservacdo depende de sua tolerAncia aos agentes crioprotetores,
desidratagdo, resfriamento e reaquecimento .

Os agentes crioprotetores sdo substdncias que protegem as células contra a
desidratagdo, resfriamento e danos causados pela reducdo extrema de temperatura. Em geral,
esses agentes podem agir (1) penetrando nas células (crioprotetores intracelulares) e
substituindo as moléculas de 4agua da célula, (2) reduzindo o ponto de congelamento, (3)
protegendo membranas celulares (crioprotetores extracelulares) por meio da sua ligagdo as
cabegas dos grupos fosfolipidicos, (4) aumentando a viscosidade do meio, ou (5) diminuindo
a concentracdo de eletrdlitos durante criopreservagdo, diminuindo, assim, o risco de danos
osmoticos. Contudo, agentes crioprotetores podem ser toxicos, bem como podem facilitar a

entrada de agentes toxicos nas células 7).

A utilizagdo de crioprotetores reduz o dano celular durante a preservacio do tecido **.
Apesar dos crioprotetores serem imprescindiveis para o sucesso deste processo, pode haver
citotoxicidade em casos de exposi¢do prolongada a estes agentes, sendo que a perda de
foliculos primordiais com o uso de crioprotetores varia de 15 a 90% dependendo do protetor
utilizado *). Os agentes crioprotetores podem ser alcoois, aminas, agucares e proteinas, e para
que sejam efetivos devem apresentar algumas propriedades como: alta solubilidade em agua
para diminuir o ponto de congelamento, alta permeabilidade para minimizar o gradiente
osmotico e baixa toxicidade. As solugdes crioprotetoras mais comuns sdo as compostas das
combinagdes: (a) Dimetil-Sulfoxido (DMSO) e soro humano; (b) Etileno-Glicol (1,5M) e soro
fetal bovino; e (c) 1-2-Propanediol (PROH), Sucrose (0,1M) ¢ Albumina sérica humana [*°*
11 A espessura da camada cortical requer um tempo de exposicdo aos crioprotetores para

penetrar em toda sua profundidade e isso pode acarretar danos ao tecido como conseqiiéncias

da toxicidade destas substancias.
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O congelamento lento ¢ caracterizado pela exposicao das células ou tecidos a baixas
concentragdes de agente crioprotetor (~1,5 mol/l) P?! por um periodo que pode variar de 20
[53.34] 3 60 minutos **!. Nesse método, o material é resfriado lentamente a uma velocidade de
2°C/min até —4 a —9°C, mantendo-se nesta temperatura por um curto periodo (10 a 15 min)
para estabilizacdo térmica e realizacdo do seeding, o qual previne o super-resfriamento e a
extrema desidratacio celular °°!. Em seguida, a amostra continua sendo resfriada lentamente a
uma velocidade de 0,3°C/min. Uma vez que a desidratagdo celular é suficientemente atingida
(entre —30 a —80°C), o material é estocado em nitrogénio liquido (-196°C). Esta técnica tem se

19:36.57] "Qua utilizacdo necessita de

mostrado como efetiva na conservacao do tecido ovariano
equipamento especifico e de alto custo, mas em contra partida, os crioprotetores utilizados
apresentam menor concentracdo, sendo menos toxico para as células.

A vitrificagio (formagdo de estado vitreo) foi idealizada por Luyet em 1937 P¥.
Depois de quase 50 anos, Rall e Fahy °® descreveram a vitrificagdo como uma alternativa ao
processo de. Ao contrario do congelamento lento, a vitrificagdo envolve a exposi¢ao do
material biologico a altas concentragdes de agente crioprotetor (geralmente entre 4 ¢ 6 mol/L)
por um curto periodo de tempo (25 segundos a 5 minutos), geralmente a temperatura
ambiente, seguido de um resfriamento ultra-rdpido em nitrogénio liquido, ndo sendo
necessaria a utilizagdo de equipamentos sofisticados e de alto custo. De acordo com Stachecki

e Cohen P

, a vitrificagdo possui dois aspectos basicos a serem levados em consideragdo; o
primeiro consiste no fato de que as altas concentracdes de agentes crioprotetores utilizadas na
exposicdo aumentam os efeitos toxicos e, em segundo lugar, apesar desse efeito durante o
periodo de equilibrio, a vitrificagdo, por ser uma congelacdao altamente rapida, aumenta as
taxas de sobrevivéncia. A vitrificagdo tem sido utilizada com éxito em tecido ovariano com o

;. . . 1 1
minimo de mudancas na morfologia tecidual !> ¢!,
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Os resultados obtidos com esta técnica tém maior numero de recém nascidos vivos
quando comparado com o congelamento lento para a criopreservagdo de tecido ovariano.
Norteando a sua incorporagao na clinica como alternativa, entretanto a técnica de escolha para
o procedimento ndo ¢ consensual entre os autores e existem varios servicos que apresentam
resultados satisfatorios com o congelamento lento. Neste sentido, recentemente alguns
experimentos comparando a vitrificagdo e o congelamento lento das amostras do tecido do
ovario de mamiferos mostrou que a vitrificagdo também pode garantir o armazenamento de
foliculos vidveis apos o aquecimento, porém o congelamento lento é mais eficaz 7).

Os esforcos vertem agora na tentativa de elucidar o potencial do tecido ovariano
congelado e descongelado na manutengdo da capacidade reprodutiva, seja através da

maturagio in vitro de odcitos isolados ou autotransplante do tecido criopreservado .

1.2. A restauracéo da fertilidade

1.2.1. Isolamento folicular e maturacéo in vitro (M1V)

A matura¢dao do od6cito mamifero é um processo complexo que envolve a retomada e
progressdo do ciclo meidtico e a reprogramacgdo de eventos citoplasmaticos, pré-requisitos

1 %1 In vivo, a

para a fertilizagdo monospérmica e o desenvolvimento embriondrio inicia
ocorréncia da maturagdo oocitaria é caracterizada pelo alto potencial de desenvolvimento da
célula pos-fertilizagdo, contudo, em condi¢des experimentais (maturagdo in vitro (MIV) ou
por meio de técnicas de superovulacdo) a qualidade do odcito cai drasticamente. Esta etapa

limitante na tecnologia da produg@o in vitro de embrides levou a formulagdo de diferentes

sistemas de MIV com meios de cultura acrescidos de células ou tecidos e/ou suplementados
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com fluidos biologicos na tentativa de mimetizar os eventos que ocorrem no microambiente
folicular [6+ 65- 6. 67. 68. 69,701

Atualmente, mais de 300 criangas saudaveis ja nasceram de odcitos maturados in vitro
711 Esta produgdo cientifica atual sobre as técnicas de MIV se refere principalmente a
maturacdo de odcitos imaturos ja em processo de desenvolvimento (vesicula germinativa),
entretanto no caso do isolamento de foliculos a partir do tecido ovariano os foliculos sao
obtidos ainda em estddio primordial e primario. Para estes a literatura ¢ bastante escassa.
Neste sentido varias pesquisas t€m sido realizadas para melhorar as taxas de matura¢do in
vitro desses odcitos > . Apesar de todos os esforgos ndo ha relato de nenhum caso de
maturacdo de foliculos primordiais humanos que tenham atingido estddio de maturidade

suficiente para ser fertilizado ",

1.2.2. Reimplante

Nos anos 50, surgiram diversas pesquisas a respeito da criopreservacao e transplante
de ovarios. Em 1956, Parkes °® mostrou a restauracdo da funcdo enddcrina apos transplante
autdlogo de ovario em ratas. Devido a falta de aplicabilidade clinica, esse método de
preservagdo da fertilidade ficou somente no campo das pesquisas por aproximadamente 30

1561 obtiveram sucesso restaurando a fertilidade em

anos, até que em 1994, Gosden et al..
ovelhas apoés transplante autélogo de tecido ovariano congelado/descongelado e mostraram
novas perspectivas, especialmente como estratégia para preservar a fungdo ovariana em
mulheres com cancer.

O tecido ovariano congelado/descongelado pode ser transplantado de duas maneiras:

transplante ortotépico — colocando o ovario ou fragmentos de ovario na fossa ovarica proximo

ao ligamento infundibulo-pélvico ou transplante heterotopico — implantando o tecido em
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qualquer sitio fora de seu locus original. Uma gravidez espontinea pode, teoricamente, ser
obtida quando do transplante ortotopico em uma paciente com trompas pérvias. No caso do

heterotopico a gravidez sé serd possivel através de procedimentos de Reproducdo Assistida

[75]

Essas técnicas de reimplante oferecem como principais vantagens a restauragdao da
funcdo reprodutiva e esteroidogénica da paciente submetida aos tratamentos radioterapicos e
quimioterapicos. Entretanto o fato de ter documentado na literatura casos de manutencao
reprodutiva, ndo quer dizer que toda fungdo ovariana estd preservada. Alguns autores ja
conseguiram com os reimplantes ortotdpico e heterotopico a restauracdo da fungdo

esteroidogénica, ciclos menstruais normais com gravidez espontidnea, embrides viaveis por

. ~ .. . . 2 1.82 4
procedimentos de reproducio assistida e nascidos vivos - 2% 76 77- 78, 79, 80. 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88]

Aparentemente os principais obstaculos para o sucesso da restauragdo da fertilidade a
partir do cértex ovariano congelado/descongelado sdo: a realizagdo de um novo procedimento
cirargico para o reimplante, o possivel reimplante de células malignas presentes no tecido

criopreservado e aderéncias e dano isquémico macico aos foliculos até o desenvolvimento da

15, 89

neovascularizagdo | 1. A maioria dos foliculos que sobrevivem a criopreservagio sofre

[90]

isquemia durante o tempo necessario para neovascularizacio Desde entdo, o

congelamento de tecido ovariano por técnicas de criopreservacdo tém sido motivo de

inimeras pesquisas e existem dados recentes mostrando recuperagdo completa da funcao

6]

gonadal apés transplantes de isoenxertos em camundongos, ratos, ovelhas, primatas ' e

[9

humanos ", inclusive com nascimento de prole sadia. O reimplante em si, independente do

congelamento prévio do tecido, parece ser bastante promissor com relagdo ao
restabelecimento da fun¢do gonadal global, embora os relatos tenham um tempo curto de

seguimento ",
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O tecido cortical ovariano pode ser colhido por laparoscopia ou laparotomia
realizando-se varias biopsias ovarianas, ou podendo realizar-se a ooforectomia total ou

parcial, uni ou bilateral, seguido de criopreservagio do tecido %

. Os protocolos mais
difusamente utilizados para congelamento de tecido ovariano envolvem as técnicas de
congelamento progressivo lento (em rampa) P® e direto/rapido - vitrificagio em nitrogénio
liquido °1,

Muitos centros de assisténcia médica em medicina reprodutiva no mundo vém
ofertando o congelamento de tecido ovariano para pacientes com demanda de preservacao da
fertilidade. Entretanto, poucos sdo os que realmente comprovam a qualidade da técnica
empregada. Além disso, a depender da doenga, da idade da paciente, do tempo em que esta

amostra devera permanecer congelada ¢ bastante variavel, havendo assim a necessidade de se

avaliar se ha dano progressivo dependente do tempo de preservagao.



2. Justificativa
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O aumento da sobrevida apds tratamentos oncologicos trouxe consigo complicagdes
tardias destas terapias, dentre elas a faléncia ovariana precoce, restringindo o futuro
reprodutivo destas pacientes. A criopreservagdo de tecido cortical ovariano ¢ um dos métodos
atualmente propostos para manutencdo da fertilidade destas pacientes, com a vantagem de
possibilitar a maternidade natural e de manter também a producdo de hormodnios sexuais,
dispensando a necessidade de reposi¢cdo hormonal medicamentosa. Assim, surge como técnica
de grande importancia na assisténcia com vistas @ manutengdo da qualidade de vida dessas

mulheres.



3. Objetivos
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3.1. Objetivosprincipais

3.1.1 Implementar a técnica de congelamento progressivo lento em rampa para
criopreservacao de tecido cortical ovariano no servico de Reprodu¢do Humana do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(HCFMRP/USP).

3.1.2 Avaliar se hd comprometimento progressivo do tecido criopreservado

dependente do tempo em que ficou submetido a baixas temperaturas.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1 Comparar a densidade folicular do tecido fresco com o tecido criopreservado,
descongelado apds 30 e 180 dias do congelamento, através da contagem do numero de
foliculos por area em lamina corada por hematoxilina-eosina (HE).

3.2.2 Comparar a viabilidade folicular do tecido fresco com o tecido criopreservado,
descongelado apds 30 e 180 dias do congelamento, por imunofluorescencia, através da técnica
Dead-Live.

3.2.3 Avaliar a capacidade esteroidogénica do tecido fresco com o tecido
criopreservado, descongelado apos 30 e 180 dias do congelamento, através da biossintese de
esteroides (estradiol e progesterona), pela técnica de cultivo primario de tecido ovariano em
meio o-MEM, quimicamente definido, sem gonadotrofinas, suplementado com

macromoléculas sintéticas e fatores de crescimento.



4. Casuistica e Métodos
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4.1. Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, onde foram incluidas 17 pacientes férteis, do
ambulatorio de anticoncepgao, com idade entre 20 e 35 anos a serem submetidas a laqueadura
tubdria eletiva, com fins de planejamento familiar, sem nenhuma patologia prévia descrita no
prontudrio e que confirmaram bom estado de saude na entrevista para assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (anexo C). Essa fonte de tecido ovariano sadio vem sendo
sugerida em alguns outros estudos relacionados ao congelamento de tecido ovariano P%%*%%%>%],

O estudo foi realizado no setor de Reprodu¢do Humana do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo, especificamente no ambulatério de planejamento
familiar (recrutamento de pacientes), no centro-cirurgico (procedimento de laqueadura tubéria
e coleta da bidpsia ovariana) e no laboratério de Ginecologia e Obstetricia (processamento,
congelamento e estocagem do tecido ovariano). Além disso, a confeccdo das laminas para
analise histologica com HE e a leitura das mesmas foi realizado no laboratério de
oncopatologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
USP. E a leitura das amostras processadas pela técnica do Dead-Live em microscopio de

fluorescéncia foi realizada no laboratoério de hematologia pediatrica do Departamento de

Pediatria da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP.

4.2. Critériosdeinclusio e exclusdo

42.1. Critériosdeinclusio

e idade maxima de 35 anos,

e prole constituida,
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e reserva ovariana preservada verificada pela presenca de ciclos menstruais
regulares,
e candidata a laqueadura tubaria eletiva,

e concordancia em assinar o TCLE.

4.2.2. Critériosde Exclusao

e patologias pélvicas ou cirurgias ovarianas prévias,
e presenca de endocrinopatias,
e historia de malformagdes fetal ou ma historia obstétrica

e gestante

4.3. M étodos

4.3.1. Descricdo da técnica de tratamento das amostras

Foram colhidas bidpsias de tecido ovariano com aproximadamente 2,0 x 2,0 cm, com
tesoura laparoscopica (Figura 1A); as biopsias foram preparadas submersas em meio nutriente
M199 (Medium 199 — Sigma sterile filtered with Earle’s salts, L-glutamine and NaHCO3).
Para preparo da amostra foram eliminados os restos de tecido medular, corpos luteos e
eventuais cistos hemorragicos, por meio de raspagem com lamina de bisturi 7 (Figura 1B),
de maneira que o tecido manteve espessura de, no maximo, 2,0 mm, preservando somente o
cortex ovariano para adequada penetragdo do crioprotetor DMSO (Dimetil-Sulfoxido 1,5M
Sigma). O tecido foi entdo dividido em 3 fragmentos: (1) para anélise da amostra a fresco

(controle), de 0,4 cm x 2,0 cm; (2) para congelamento em rampa e descongelamento apds 30
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dias, de 0,8 cm x 2,0 cm; (3) para congelamento em rampa e descongelamento apos 180 dias,
de 0,8 cmx 2,0 cm.

As biopsias colhidas foram processadas da seguinte forma:

A amostra para avaliacdo a fresco foi dividida em 2 fragmentos iguais, de 0,4 cm x 1,0
cm, sendo um para avaliacdo por hematoxilina-eosina (HE) e outro pela técnica Dead-Live.
Nos sete ultimos casos, dividiu-se a amostra em 3, e o terceiro fragmento foi submetido a
cultivo para testar a capacidade funcional do tecido para esteroidogénese. As duas amostras
congeladas foram posteriormente descongeladas apds 30 ou 180 dias apos o congelamento. A
analise dos fragmentos descongelados recebeu o mesmo tratamento do fragmento fresco da
mesma paciente.

O tecido foi transportado em solu¢do nutriente M199 para o processamento das
técnicas no laboratorio (Figura 1C). O primeiro fragmento fresco foi fixado em solugdo de
formol aldeido a 4% (MERCK) e embebido em parafina, para posterior confec¢ao de laminas;
o segundo fragmento foi submetido a digestdo em solugdo enzimatica contendo PBS (PBS
DULBECCOS W/O Ca, Mg (1X) INVITOGEN GIBCO) e Colagenase (Collagenasa Crude
Type IA Cell Culture*T, Sigma) para analise da viabilidade folicular pela técnica Dead-Live
(Dead-Live Viability/Cytotoxicity Molecular Probes); e, nas pacientes 11 a 17, o terceiro
fragmento fresco foi subdividido em 4 fragdes de 2 x 2 mm e colocados em cultivo. Estas
fragdes tiveram seu tamanho padronizado a fim de evitar o viés do tamanho do tecido
interferindo na concentracdo de horménios no meio de cultivo.

Em seguida, os fragmentos reservados para o congelamento progressivo lento em
rampa foi iniciado, utilizando programa especifico, até 120°C negativos, seguido de imersao

para armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C).
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4.3.2. Criopreservagao das amostras

Tabela 1. Solugdes empregadas:

Solugao 1 Solugao 2 Solugao 3
Albumina humana 20% 25% / /
M199 75% / /
DMSO / 5% 10%
Solugao 1 / 95% 90%

Obs.: As solugdes preparadas podem ser conservadas por, no maximo, 24h se mantidas a 4°C.

e Processamento das amostras pré-congelamento:

Antes de iniciar o preparo, foram retirados 4 ml do meio de transporte para realizacao
de cultura (2 ml em meio de cultivo para bactérias e 2 ml para fungos); os frascos foram
provenientes do Laboratdrio de Microbiologia do HCFMRP/USP.

O preparo dos fragmentos foi realizado em placas de Petri de 100 mm, seguida de sua
introdugdo em tubos de FALCON de 50 ml juntamente com 10 ml da solugdo 1 (sem
crioprotetor); foram acrescentados mais 10 ml da solu¢do 2 e incubou-se por 5 minutos a
temperatura de 4°C; foram retirados os 20 ml de solucdo e acrescentados novos 20 ml da
solug@o 2 no tubo de 50 ml, seguindo-se incubacdo por 15 minutos a temperatura de 4°C; a
solugdo foi novamente retirada do tubo e foram colocados 25 ml da solugdo 3; incubou-se por
mais 15 minutos a temperatura de 4°C; foram retirados 4 ml da solucao para o meio de cultura
(como feito anteriormente com o meio de transporte). Apds este periodo as amostras estavam
prontas para serem congeladas. Cada fragmento foi colocado em um criotubo com 1 ml de
solugdo crioprotetora (solugdo 3). Os criotubos foram submetidos ao congelamento

progressivo lento em rampa.
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e Programa de Congelamento Progressivo Lento (em Rampa) realizado em equipamento

Freeze Control — Cryobath — CL-8800 — Cryologic:

Programa — Modo de espera (inicio do funcionamento da maquina sem o tecido):
1. Congelamento na velocidade de -1,0°C/min até a temperatura de 10,0°C;
2. Congelamento na velocidade de -4,0°C/min até a temperatura de 4,0°C;

3. Espera por 60 minutos (introdu¢do das amostras no aparelho);

Programa de Congelamento ¢

1. Congelamento na velocidade de -2,0°C/min até a temperatura de -8,0°C;

2. Manutengdo da temperatura (-8,0°C) por 5 minutos para realizagdo de seeding manual
com pinga cirurgica pré-resfriada por imersdo em Nitrogénio liquido;

3. Congelamento na velocidade de -0,3°C/min até a temperatura de -40,0°C;

4. Congelamento na velocidade de -30,0°C/min até a temperatura de -150,0°C;

5. Armazenamento em Nitrogénio liquido (-196°C).

Ap6s 30 e 180 dias do congelamento, foram realizados o descongelamento rapido dos

fragmentos 2 e 3.
e Descongelamento Rapido ¢

Os criotubos permaneceram em temperatura ambiente, entre 21,0°C e 23,0°C por 2
minutos; em seguida, foram colocados em banho de imersao a temperatura de 37°C, por mais
2 minutos; uma vez descongelado, o fragmento foi retirado do criotubo e, a temperatura de
4°C, foi colocado em um tubo FALCON de 15 ml com 5 ml de solu¢do tampao HEPES-MEM
(HEPES-MEM GIBCO, INVITROGEN) para extra¢ao do crioprotetor, sendo necessarios trés

banhos de 5 minutos. Apds o descongelamento do tecido e extracdo do crioprotetor, o tecido
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foi embebido em meio nutriente M199 até o processamento para analise de viabilidade
celular, cultivo de tecido para dosagem de esterdides e contagem de foliculos. Os fragmentos
descongelados sofreram o mesmo processo do tecido fresco, sendo submetidos ao
processamento para andlise da densidade folicular, viabilidade folicular e capacidade

esteroidogénica.

4.3.3. Metodologias de avaliagdo da qualidade tecidual

e Cultivo primario de tecido ovariano:

Para o cultivo de tecido ovariano foi utilizado o meio a-MEM (Minimum Essential
Medium- Invitrogen), suplementado com 0,1% polivinilpirrolidona (PVP-40) (Sigma); 100
ng/ml de insulina bovina (Sigma); 10 ng/ml de IGF-1 recombinante humano (Invitrogen); 10°
"M de androstenediona (Sigma); 11 mM de aminoécidos ndo-essenciais (Gibco); 5pg/ml de
transferrina humana (Sigma); 1,4 ng/ml de selénio de sddio (Acros Organics); 10 mM de
bicarbonato de sddio (Gibco); 0,02M de hepes (Sigma) e antibidticos (10000 UI de penicilina
e 10000 UI de estreptomicina) (Sigma). Foram cultivados 4 fragmentos de 2 x 2 mm/1 ml de
meio de cultura em placa NUNC de 4 pocos e incubados em atmosfera imida de 5% de CO; e
37°C, por 144 horas (Figura 1D). Os meios de cultura foram obtidos a cada troca de 48 horas,
sendo retirados antes (tempo 0 hora), apos 48, 96 e 144 horas de cultivo e estocados em
freezer a -20°C para as dosagens de progesterona (P4) e 17B-estradiol (E2), as amostras de
meio foram submetidas & dosagem hormonal pelo método de quimioluminescéncia, que
combina anticorpos especificos com enzima amplificada, em um aparelho Immulite —
Diagnostic Products Corporation (DPC) sistema randomico automatizado.

Os coeficientes de variagdo intra-ensaio foram inferiores a 10% e, para cada esteroide,

todas as amostras foram analisadas no mesmo ensaio para evitar variabilidade inter-ensaio.
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e Densidade folicular:

Ap6s fixacdo em formol 4% e inclusdo em parafina foram realizados cortes seriados
com espessura de 4 um, e a cada 3 cortes, o material foi corado com HE e analisado ao
microscopio Optico com aumento de 400 vezes para a contagem do nimero de foliculos.
Foram analisados 9 cortes por paciente, sendo 3 cortes do tecido fresco, 3 cortes do
descongelado de 30 dias e 3 cortes do descongelado de 180 dias. Para célculo da area foi
utilizado o sistema para morfometria do fragmento que ¢ constituido de uma camera
analogico-digital modelo JVC TK1270, utilizando uma lente grande angular de 55 mm
acoplada e este conjunto, preso a um suporte vertical permitindo assim seu posicionamento
em relagdo ao objeto captado. As imagens obtidas sdo entdo captadas através de uma placa de
captura de video FG1 da Keiss Zeiss acoplada a um computador padrdao IBM-PC. Desta forma
a primeira fase do processo ¢ a captacdo das imagens dos cortes de fragmento, onde se cuida
da iluminacgdo e foco do objeto para melhor visualizacdo de suas estruturas (Figura 1E). Em
seguida o sistema automaticamente destaca as estruturas da imagem através de ferramentas de
brilho e contraste.

A Segunda fase ¢ propriamente a morfometria das estruturas desejadas. Para isso
desenvolveu-se uma macro sobre o software de processamento de imagem KS400; Karl Zeiss
Versdo 2.0. A macro permite ao usudrio escolher a imagem previamente captada e em seguida
gerar a sua calibragdo, que ¢ a relagdo pixel (unidade de imagem) x milimetro, que permite
obter os valores de medidas de estruturas j4 em milimetros *. O ntimero total de foliculos
por 1 mm? foi calculado usando-se a seguinte formula: Nt=(No x St x t), onde Nt é o nimero

de foliculos, No é a média de foliculos observados em 1 mmz, S ¢ o total de cortes em 1 mm?®

- . 99
do ovario e t é a espessura do corte 1%,
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Legenda: 1A: Etapas da bidpsia ovariana por cirurgia laparoscopica; 1B: Tecido ovariano em processo de
remogdo de tecido medular; 1C: Fragmentos do tecido cortical ovariano, subdividido e embebido em meio
de transporte (M199), pré-processamento para formol, digestdo, cultivo e congelamento; 1D: Placa de
cultivo de tecido ovariano contendo 4 fragmentos de 2x2mm cada; 1E: corte histologico para medicdo da
area da amostra; 1F: Fragmento de tecido ovariano cortado em diminutos fragmentos pré-digestdo; 1G:
foliculos primordiais e primarios isolados ap6s procedimento de digestdo quimica com colagenase.
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e Viabilidade celular:

A viabilidade celular foi estimada pela técnica Dead-Live, que permite diferenciar
c¢lulas vivas e mortas, marcadas, respectivamente, pela calceina e pelo homodimero de etidio,
visualizadas ao microscopio de fluorescéncia. De acordo com os principios da técnica, a
calceina, utilizando o célcio como co-fator, ¢ metabolizada por células com viabilidade
preservada, produzindo a emissdo de fluorescéncia verde. O homodimero de etidio, por sua
vez, somente consegue penetrar em células cuja membrana plasmadtica tenha perdido sua
integridade, ou seja, em células inviaveis, corando-as de vermelho. Assim, utilizando-se um
microscopio de fluorescéncia, esta técnica permite reconhecer células vivas e células mortas

~ A s il 94,97, 100, 101
ou em processo de degeneragio, de acordo com a cor da fluorescéncia emitida [ °7- 100 101,

102 . e , .
[ ], baseia-se na viabilidade do oocito e das

A avaliacao de viabilidade folicular
células da granulosa. Assim, uma classificacio da viabilidade proposta por estes autores
considera quatro categorias de viabilidade na dependéncia da porcentagem de células da
granulosa consideradas vivas:

=  VI: oocito e todas as células da granulosa (CG) vivas;

=  V2: dano folicular minimo, ou seja, odcito vivo e menos de 10%
de CG mortas;

=  V3: dano folicular moderado, o que equivale a 10-50% de CG
mortas porém com odcito vivo;

= V4, foliculo morto ou inviavel, ou seja, mais de 50% de CG

mortas e/ou 06cito morto.

Foram consideradas na andlise final da viabilidade folicular: viaveis os V1 ¢ V2 ¢

inviaveis os V3 e V4.
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Para a aplicagdo da técnica Dead-Live ¢ necessario a desagregacao total ou parcial do
tecido, de maneira que seja possivel identificar os foliculos isoladamente. Com esta finalidade

. roq ~ r s - 101
os fragmentos foram submetidos 4 digestdo por método enzimatico, com Colagenase 7 '

121" Para digestio o tecido foi cortado em diminutos fragmentos até adquirir uma
caracteristica de granulado fino (Figura 1F); este tecido granulado foi entdo colocado em meio
contendo Colagenase na concentracdo de 1mg/ml, diluida em PBS com célcio e levado a
banho de imersdo a 37°C, por tempo entre quarenta e cinco e sessenta minutos, sendo
submetida a agitagdo mecanica com pipeta a cada 15 minutos para desagregar eventuais
formagdes de grumos mais densos. Apds a digestdo a enzima foi inativada com albumina
humana a 10% (SH10%) diluido em PBS sem célcio (PBS DULBECCOS (1X) sem Ca e Mg
GIBCO, INVITROGEN), na proporcdo de 1:1 em relacdo a solugdo de colagenase.

A solucdo de digestdo ja inativada foi centrifugada por 10 minutos a 500 rpm e
retirado o sobrenadante; o precipitado foi ressuspenso na mesma solugdo de SH10% utilizada
para inativar a enzima, completando o volume para 2 ml; a ressuspensao foi vertida em uma
placa de cultivo de 60 mm, os fragmentos de tecido digeridos foram verificados quanto a
auséncia ou presenca de foliculos e os foliculos isolados foram identificados e selecionados
sob estereomicroscopio (Figura 1G) para imersdo em gota de 50 uL de solugdo de calceina
AM e homodimero de etidio do kit Dead-Live; as gotas contendo fragmentos e foliculos
isolados foram incubados a 37°C com 5% de CO, em atmosfera timida; a viabilidade dos
foliculos foi avaliada em microscopio de fluorescéncia e classificados conforme proposto

acima, tomando por base o niumero de foliculos visualizados antes da coloragdo com o kit de

viabilidade.
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4.4. Anélise estatistica

A andlise das variaveis foi realizada utilizando-se o programa GraphPad 5.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Inicialmente foi calculado o valor da
média e desvio padrio para todas as varidveis, seguido do teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov). O nivel de significancia adotado foi p<0,05. O teste aplicado para analise da
densidade folicular, viabilidade folicular, produ¢do de estradiol e progesterona no meio de
cultivo nos diferentes momentos (48, 96 e 144h; para identificacdo de pico de producao destes
hormdnios) e entre os grupos, foi o Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s Multiple Comparison

Test para identificacdo da diferenca entre eles.



5. Resultados
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Foram incluidas na casuistica 17 pacientes higidas, com idade média de 29,0 + 2,78;
onde uma paciente apresentou paridade de 2 filhos e todas as outras com paridade superior a 3
filhos.

A densidade folicular foi avaliada em cortes de tecido corados com HE, onde pode-se
observar a heterogeneidade da distribui¢ao folicular ao longo do parénquima (Figura 2); a
densidade média foi de 361,3 + 2554, 4549 + 676,3 € 296,8 + 2690 foliculos/mm’, para os
tecidos: fresco e congelado/descongelados com 30 e 180 dias, respectivamente, ndo havendo
diferenca entre eles (p=0,46) (Figura 3). Os valores individuais da densidade estdo na tabela 2

(anexo A).
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Figura 2. Cortes histologicos de tecido ovariano fresco (A) e congelado/descongelados de 30 dias (B) e 180 dias (C), da mesma paciente, corados
com HE para avaliagdo da densidade folicular:

Obs: As setas apontam exemplos de foliculos em cada corte.
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Figura 3. Densidade folicular (foliculos/mm?) do tecido ovariano fresco e congelado-
descongelados, ap6s 30 e 180 dias.

1000- v
@
S 800 .
RS v
) ¥
L & 600+ \
S E
®© O
.-9 b 400— l. n A: v
e .
(] - WA v
8 2000 e
O AA v
fresco 30d 180d

A viabilidade folicular foi maior no tecido fresco com 93,4% de foliculos viaveis quando

comparado com os tecidos criopreservados de 30 dias 70,8%; p<0,001 e 180 dias 78,4%;

p<0,001, embora ndo tenha havido diferenca na viabilidade entre as amostras descongeladas

(p>0,05) (figura 4). Os valores da viabilidade por paciente estdo na tabela 3 (anexo A).

Figura 4. Comparagao da viabilidade folicular média entre os tempos 0, 30 e 180 dias.
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Legenda: a = p<0,001

e b=p<0,001.
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Com relagao a capacidade de esteroidogénese do tecido as dosagens no tempo 0 hora
apresentaram valor igual a zero, confirmando entdo a auséncia de contamina¢ao hormonal na
manipula¢do do meio; ndo houve reducdo na produgdo de E2 e P4 apos a criopreservagdo: E2:
tecido fresco = 2026 + 1782 pg/ml, 30 dias = 1272 + 1081 pg/ml e 180 dias = 849,6 +3 66,2
pg/ml, p=0,19; P4: tecido fresco = 0,45 + 0,37 ng/ml, 30 dias = 0,26 + 0,08 ng/ml e 180 dias =
0,45 £ 0,54 ng/ml, p=0,86 (figuras 5 e 6). Os valores individuais das dosagens por paciente e

por tempo de cultivo estdo demonstrados na tabela 4 (anexo B).

Figura 5. Comparagdo da concentracdo de estradiol nos diferentes tempos de cultivo e
diferentes datas de descongelamento.
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Legenda: a = comparagdo das dosagens de E2 apds 48 horas de cultivo nos tempos 0, 30 e 180 dias
onde p=0,19; b = comparagdo das dosagens de E2 apds 96 horas de cultivo nos tempos 0, 30 e 180 dias
onde p=0,22; ¢ = comparagdo das dosagens de E2 apds 144 horas de cultivo nos tempos 0, 30 e 180
dias onde p=0,79.
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Figura 6. Comparacdo da concentracdo de progesterona nos diferentes tempos de cultivo e

diferentes datas de descongelamento.

P4ng/mL

12

10

Progesterona

48hs

96hs 144hs

—d—180d
30d
—4—0d

Legenda: a = comparagdo das dosagens de P4 apds 48 horas de cultivo nos tempos 0, 30 e 180 dias onde
p=0,87; b = comparacao das dosagens de P4apos 96 horas de cultivo nos tempos 0, 30 e 180 dias onde
p=0,51; ¢ = comparagdo das dosagens de P4apds 144 horas de cultivo nos tempos 0, 30 ¢ 180 dias onde

p=0,58.



6. Discussao
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Na tentativa de verificar a qualidade do tecido ovariana congelado/descongelado apos
a criopreservagdo, neste estudo foram avaliados diferentes aspectos do tecido recuperado,
sendo consideradas a densidade e a viabilidade folicular e a capacidade esteroidogénica do
tecido.

A densidade folicular avalia o nimero de foliculos presente no tecido por area e pode
variar de acordo com a idade da paciente, esta técnica vem sendo proposta por diversos

. e . , 4. 1 1
autores como critério de controle para avaliagio do tecido apés descongelamento 1 % 100103

104,105, 106. 1071 'ye acordo com Poirot et al.. **! em pacientes entre 20 ¢ 30 anos de idade
espera-se uma média de 30 a 400 foliculos/mm? de tecido ovariano, devemos lembrar,
entretanto, que a distribui¢do dos foliculos ao longo do cortex ovariano nao costuma ser
homogénea. Neste estudo encontramos uma média de densidade folicular compativel com a
literatura, variando de 300 a 460 foliculos/mm?® além de confirmar a heterogeneidade na
distribuicdo da populagdo folicular. A finalidade da avaliagdo de densidade foi garantir que os
diferentes fragmentos conteriam numero significativo de foliculos que permitiriam avaliar
aspectos funcionais e de viabilidade, j& que os cortes de tecido fresco e congelados-
descongelados, corados com HE e utilizados na avaliacdo foram obtidos de fragmentos
acolados.

Também foi verificada a manutengdo da densidade folicular ap6s o congelamento e
descongelamento do tecido, o que ja era esperado, visto que a perda de foliculos em
conseqiiéncia ao procedimento ndo promoveria alteracdo morfoldgica significativa. Para se
avaliar a real integridade estrutural da unidade folicular seria necessaria a realizagdo de
marcadores de apoptose celular, ou estudo de ultra-estrutura por microscopia eletronica, os
quais nao foram realizados neste estudo.

Embora esta avalia¢do estrutural fina ndo tenha sido o escopo deste estudo, fez parte

das avaliagdes do tecido a verificagdo da viabilidade folicular medida por técnica que
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indiretamente avalia alguma capacidade funcional do foliculo. A técnica do Dead-Live
explora uma capacidade celular de metaboliza¢do da calceina utilizando o célcio como co-
fator, o metabolito produzido emite fluorescéncia a qual ¢ identificada por microscopia, sendo
assim, existe a necessidade de que o metabolismo celular esteja viavel e funcional.

Estudos anteriores com criopreservacao de tecido ovariano obtiveram entre 40 ¢ 60%
de recuperacdo e viabilidade folicular apés congelamento/descongelamento em relagdo ao

tecido a fresco (87 100- 107, 108]

, neste estudo foi observado que a técnica de congelamento lento
em rampa aplicada em bidpsia ovariana humana preserva uma alta viabilidade de odcitos
imaturos (70,8% a 78,4%). Logicamente que havendo o cuidado na manipulacido do tecido
recém extraido, esperou-se que a amostra a fresco demonstrasse uma viabilidade préxima de
100%, a qual foi confirmada (GF = 93% de viabilidade folicular).

Também foi verificado que a viabilidade ¢é preservada ao longo do tempo de
congelamento. A manutencdo da porcentagem de viabilidade independente do tempo de
congelamento (30 ou 180 dias) sugere que o dano tecidual provavelmente ocorra pela
manipulagdo cirurgica e processamento do tecido, os quais podem acarretar isquemia, € nao
pelo congelamento em si. Ndo encontramos na literatura dados que contestem ou reafirmem
estes achados, sendo assim este ¢ o primeiro relato de avaliagdo da influéncia do tempo de
congelamento sobre o dano tecidual nas técnicas de criopreservacdo de tecidos. Por estes
achados podemos inferir que uma vez conservada a amostra o tempo de armazenamento nao
devera prejudicar a qualidade do tecido. Se levarmos em consideracdo que as situagdes
clinicas em que técnica serd aplicada geralmente demandardo longos periodos de conservagao

esta informacdo ¢ extremamente valiosa para a conducdo destes casos. Varios autores tém

relatado o reimplante ou reutilizagdo de amostras preservadas apos periodos variados de

[9, 25, 76-88 [88

tempo com resultados promissores I Ernst et al.. ™ relata que em todo o mundo ha

oito nascimentos de filhos como resultados do transplante de tecido ovariano
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congelado/descongelado. Uma dessas mulheres, que foi originalmente transplantada com seis
fragmentos de cortex ovariano, depois de ter experimentado um periodo de menopausa, ja
concebeu pela segunda vez por concepcao natural, dando a luz uma menina saudavel; esta ¢ a
primeira mulher no mundo a ter dois filhos, de gestacdes separadas, nascidos como resultado
do transplante de tecido ovariano congelado/descongelado. Este resultado incentiva o
desenvolvimento da criopreservagdo de tecido ovariano para a preservacdo da fertilidade
como um procedimento clinico para meninas e jovens mulheres que enfrentam os tratamentos
gonadotoxicos.

Da mesma forma que a integridade estrutural ndo traduz a viabilidade do tecido, esta
ultima ndo garante a funcionalidade do mesmo. Com esta finalidade foi realizada a avaliagdo
da capacidade esteroidogénica do tecido, a qual permite inferir a qualidade funcional do
mesmo em termos de produ¢do hormonal. O cultivo de tecido ovariano vem sendo descrito
por alguns autores como forma de avaliar a capacidade funcional, ou para se obter foliculos
em estadios mais avancados de desenvolvimento com fins reprodutivo U'* 1% %1 Sadeu et

111 ~ e g . . .
MM descreveram a manutencio da viabilidade do tecido ovariano fetal humano em cultivo

al
por um periodo de até 63 dias, inclusive com maturacdo parcial dos mesmos. Sendo assim, foi
optado por este modelo de avaliagdo funcional dado a comprovacdo da capacidade de
sobrevida do tecido no meio de cultivo. Vale ressaltar que uma das premissas da
criopreservacgdo de tecido ovariano, e ndo de gametas isolados, ¢ a possibilidade de se manter
a capacidade de esteroidogénese e ndo somente a capacidade reprodutiva.

Neste estudo foi verificado, a partir das dosagens de estradiol e progesterona no meio
de cultivo, que a capacidade de esteroidogénese do tecido estd preservada. Além disso, o
tecido cultivado continuou produzindo quantidades hormonais equivalentes ao longo de todo

o tempo de cultivo, mantendo a mesma curva de produgdo hormonal, indicando a boa

conservagdao do tecido durante o cultivo. E importante frisar que o tamanho das amostras
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colocadas em cultivo foi padronizado justamente para evitar que o volume de tecido pudesse
influenciar nas concentragdes hormonais do meio, gerando um viés metodologico.

Além disso, a producdo de hormonios a partir do tecido fresco ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparada com os cultivos de tecido congelado/descongelado, ou
seja, houve a preservagdo da capacidade de produ¢do hormonal apds a criopreservagao
independente do tempo de congelamento. Este dado refor¢a a ndo progressao do dano tecidual
pela manutengdo em baixas temperaturas e corrobora os achados da viabilidade folicular de
que provavelmente a agressdo ao tecido ocorre pela manipulagdo e processamento da amostra
mais do que pelo congelamento em si.

Finalmente devemos considerar que a fungdo esteroidogénica preservada nio afirma
que ha fungdo reprodutiva mantida, uma vez que o ovario perde primeiramente a capacidade
reprodutiva para depois perder a capacidade esteroidogénica. Podemos citar como exemplo a
propria fisiologia ovariana da mulher, em que a fecundidade decai bruscamente apds os 40
anos (taxas de gestacdo apos 40 anos < 5%), ¢ a menopausa ocorrera em média entre os 50 e

55 anos de idade.
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Apesar da criopreservacao de tecido ovariano ainda ser considerada como técnica
experimental, muitos centros de Reprodugao Assistida vem praticando este procedimento de

(87, 88]

forma corriqueira em atividades assistenciais , embora ndao haja um consenso com

relagdo ao tema '

e nem respaldo formal das Sociedades competentes para sua aplicacdo
em larga escala !, Entretanto, se o risco de faléncia ovariana relacionada ao tratamento
oncologico for elevado consideramos que a paciente deve ter autonomia para definir se deseja
ou ndo submeter-se ao procedimento de preservacdo de fertilidade, logicamente apos
adequada informagao de riscos, beneficios e real efetividade da técnica.

Muitos sdo os questionamentos relativos a esta nova proposta: quais sao as melhores
candidatas ao procedimento, qual o melhor método para a retirada do tecido, qual a melhor
forma de congelamento/descongelamento, se o(s) ovdrio(s) deve ser criopreservado(s)
inteiro(s) ou em fragmentos, qual o melhor local para o reimplante e se deve ser realizada
anastomose vascular ou ndo. Assim sendo, mais estudos cientificos clinicos e experimentais
ainda devem ser realizados com finalidade de elucidagao de todas estas duvidas.

Apesar de tudo isso, consideramos que a técnica ¢ adequada no que diz respeito a
conservagdo do tecido e manuten¢do de sua viabilidade e capacidade funcional, embora os
aspectos reprodutivos propriamente ditos ndo tenham sido explorados. Entretanto, isso se
justifica facilmente pelas enormes implicagdes éticas que este tipo de avaliagdo demandaria,
visto que somente a fecundacdo, implantagdo e nascimento de bebés saudaveis confirmariam
com certeza a preservagao desta fungao.

Portanto, conclui-se que o tempo de criopreservagdo ndo interfere na estrutura, na
viabilidade e na capacidade esteroidogénica do tecido ovariano. Esses achados permitem
implantar com seguranga e fidedignidade uma técnica ja padronizada para o congelamento de
tecido ovariano humano. Ressaltando que a maior limitacdo atual referente a criopreservacao

ovariana esta na utilizacao desse tecido apds o descongelamento, sendo os resultados encontrados

na literatura mundial ainda limitados a relatos de casos ou estudos com pequena casuistica.
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Anexo A

Tabela 2. Densidade Folicular/mm?

Paciente Odia 30dias 180 dias

3 750 250 153,84
4 187,5 1187,5 700

5 218,75 100 153,84
6 925,92 393,93 666,66
7 387,09 285,71 254,54
8 117,64 533,33 107,14
9 369,56 107,14 194,44
10 234,04 392,85 50

11 173,91 2666,66 976,19
12 52,63 228,57 153,84
13 192,30 50,84 209,67
14 290,32 352,94 127,90
15 394,73 105,26 156,25
16 375 33,33 384,61
17 750 115,38 163,63

Média 361,3+255,4 4549 £ 676,3 296,8 £269,0

Tabela 3. Viabilidade folicular avaliada pela técnica Dead-Live nos tempos 0, 30 e 180
dias apos descongelamento

Paciente N folicular Odia 30dias 180 dias
total

N % N % N %
2 134 45 93 45 82 44 81
4 94 26 84 28 79 40 82
5 109 38 100 38 76 33 81
6 204 85 100 50 72 69 87
7 65 23 95 13 77 29 68
9 73 24 91 26 84 23 87
10 140 53 88 56 73 31 77
11 312 224 95 45 75 43 79
12 27 10 100 7 0 10 80
13 64 17 94 20 70 27 74
14 152 74 93 42 73 36 77
15 140 63 81 51 76 26 71
16 174 85 100 50 82 39 78
17 143 56 94 47 72 40 76

Média 130,78 58,78 93,42 37 70,78 35 78,42
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Anexo B

Tabela 4. Dosagens E2 (pg/ml) e P4 (ng/ml)

Estradiol Progesterona

Fresco 30dias 180 dias Fresco 30dias 180 dias

Paciente  48h 96h 144h 48h 96h 144h 48h 96h 144h 48h 96h 144h 48h 96h 144h 48h 96h 144h

11 2638 2020 2588 954  2420,6 3145,1 601 1938 3535 0,78 3,66 448 <02 1,7 1,72 <02 7,18 8,77
12 1480 3844,4 3546,9 3619 18759,3 39748,8 1515 2220 5149 1,13 242 1,44 0,29 7,04 7,64 <02 5,62 6,37
13 1178 3777,9 39389 812 881 1850 674 1364 2815 <0,2 0,89 1,21 0,2 0,59 0,65 1,66 249 321
14 1806 3118,5 49945 1528 3108 13295 458 1396 3976 <0,2 0,75 095 041 1,69 231 <02 0,38 1

15 630 1063 1324 765 498 648 877 231 1272 <0,2 0,25 0,52 <02 0,56 1,13 025 <0,2 3,62
16 5754 11465,3 18213,3 596 8000 18576 679 739 2180 <0,2 3,37 552 <02 849 12,2 <0,2 0,643 1,97

17 697 801 1939 633 954 1075 1143 1486 901 043 546 428 031 11,5 7,55 046 049 1,36

Grupo p=0,19 p=0,22 p=0,79 p=0,87 p=0,51 p=0,58

Obs: os ps apresentados se referem a comparagdo das dosagens entre os diferentes momentos e comprovam a auséncia de pico na producdo destes esterodides ao longo do
tempo.
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Anexo C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa: “Implementagdo da técnica de congelamento progressivo lento em rampa
para criopreservacdo de tecido cortical ovariano no servico de Reproducdo Humana do HC-
FMRP e Avaliagdo da viabilidade do tecido cortical ovariano criopreservado ao longo do
tempo”

Pesquisador es envolvidos: Doutora Ana Carolina Japur de Sa Rosa e Silva; Jacira Ribeiro
Campos; Bruno Ramalho de Carvalho; Professor Doutor Rui Alberto Ferriani; Maria Cristina
Picinato.

Orientador: Doutora Ana Carolina Japur de Sa Rosa ¢ Silva

1. Conteudo

Este texto ¢ direcionado as mulheres, entre 18 e 40 anos, que serdo submetidas a
procedimento eletivo de laqueadura das trompas por video-laparoscopia, para fins de
planejamento familiar.

2. Justificativa e obj etivo da pesquisa:

Essa ¢ uma pesquisa que vai estudar como fazer para congelar fragmentos de ovario de
mulheres. Os resultados dela poderdo ser usados, no futuro, em mulheres jovens que precisam
ser tratadas por cancer, pois os tratamentos de quimioterapia (soro) e radioterapia
normalmente deixam essas mulheres estéreis, ou seja, ndo podem mais engravidar.

A nova técnica propde congelar um pequeno fragmento do ovério, com tamanho
menor que 1 cm; mas ainda estd em estudo. Para pesquisar ¢ melhorar a técnica, precisamos
de fragmentos de ovarios de mulheres jovens como vocé, com funcionamento normal dos
ovarios, que ja tenham tido filhos. Assim, as voluntarias ideais para a pesquisa sdo as
pacientes que vao fazer a laqueadura das trompas, pois certamente ja tiveram filhos e nao
querem mais engravidar. Vocé NAO esta sob suspeita de ter cancer.

3. Os procedimentos que ser &o utilizados:

Para este estudo, no momento da ligadura das trompas por video-laparoscopia,
aproveitaremos a oportunidade para fazer, também, uma biopsia (a retirada de um pequeno
pedaco) de UM dos seus dois ovarios. O volume de um ovario normal ¢ de 3 a 9 centimetros
cubicos e o fragmento retirado para a pesquisa tera aproximadamente 0,3 centimetros cubicos,
correspondendo, portanto, a, no maximo, 10% do seu ovério (Figura 1).

Esse pequeno fragmento do ovario sera congelado por seis meses e, entdo,
descongelado para ser estudado em laboratério, para ver se estamos congelando de maneira
correta. Os resultados pretendem mostrar o que acontece com o ovario depois do
congelamento, ou seja, se o tecido continua vivo e com células normais.
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Esse material ndo serd utilizado para outra finalidade que ndo a da pesquisa, e,
portanto, ndo existe nenhuma possibilidade de uso de seu ovario para produgdo de 6vulos para
serem usados por vocé ou outra paciente. Apos o congelamento, o fragmento serd digerido e
apenas restardo os ovulos e estes 0vulos serdo analisados ap6s 30 e 180 dias do congelamento
e depois devidamente desprezados.

Normalmente, para a realizacdo da laqueadura por video-laparoscopia, seria necessaria
apenas uma abertura no abdome (um corte), geralmente feita dentro do umbigo, com um
pouco mais de 1 cm de comprimento. Porém, para a retirada desse pequeno fragmento de um
de seus dois ovarios, serdo necessarias mais duas pequenas aberturas no abdome (dois
pequenos cortes com menos de 1 cm de comprimento), abaixo da linha da cintura (na virilha),
ficando as cicatrizes cobertas pela roupa intima ou de banho mais cavada (Figura 2).

Figural Figura2

AREA DE
BIOPSIA

Os riscos sao os mesmos ja presentes no procedimento de laqueadura por video-
laparoscopia, que existem para todas as cirurgias: sangramentos, lesdo de algas intestinais,
infeccdes no pos-operatdrio. As outras duas aberturas no abdome praticamente nao
acrescentam riscos, pois serdo realizadas com visualizagdo através de uma camera, o que evita
a possibilidade de complicagdes.

A biopsia de ovario, em si, normalmente, pode provocar apenas um sangramento
minimo, que pode ser corrigido rapidamente, ndo representando praticamente nenhum risco a
mais para a paciente. Os ovarios que sdo submetidos a bidpsia continuardo funcionando
normalmente depois da cirurgia (produgdo de hormodnios), e esse procedimento é usado
também para diagndstico e tratamento de algumas pacientes.

Assim, tendo lido todo o texto e recebido as informagdes acima, e ciente dos meus
direitos, abaixo relacionados, eu,

, RG
, Registro no HCFMRP , concordo e aceito
o convite para participar como VOLUNTARIA da pesquisa em questio.
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Sdo meus direitos:

. Possuir uma copia deste documento, ficando outra igual com o pesquisador responsavel;

. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa para a
qual sou voluntaria;

. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, em qualquer fase dele, sem penalizacdo alguma e sem que isso traga prejuizo ao
meu cuidado;

. A seguranca de que ndo serei identificada e que serd mantido o carater confidencial da
informacao relacionada com a minha privacidade;

. O compromisso de me proporcionar informagao atualizada durante o estudo, ainda que esta

possa afetar minha vontade de continuar participando.
Ribeirdo Preto (SP), de de 20 .

VOLUNTARIA

Dra Ana Carolina Japur de S& Rosa e Silva

Pesquisadora responsavel

Vocé poderd encontrar a Dra. Ana Carolina e Jacira,
das 07:30h as 17:00h, no ender ego:

Hospital das Clinicas da FMRP-USP / Campus Universitario
Laboratério de Ginecologia e Obstetricia - 1° andar
Bairro Monte Alegre/ Ribeir&o Preto — Sdo Paulo
CEP: 14.049-900
Telefones: (16) 3602-2814 / 3602-2815 / 3602-2817
ou pelo email:

anasar s@fmrp.usp.br
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“O tempo de criopreservacao ndo aumenta o dano no tecido ovariano congelado para
finsde preservacao defertilidade”

RESUMO

Introdugdo: O cancer invasivo ¢ diagnosticado em mais de 600.000 pessoas /ano nos Estados
Unidos, 269.800 dos acometidos sdo mulheres ¢ 8% apresentam idade abaixo de 40 anos '), com
taxas progressivamente maiores de sobrevida. Estima-se que uma em cada 250 jovens adultas ¢

(23] Um dos principais

sobrevivente do cancer infantil, mas com alguns efeitos colaterais
problemas, especialmente para as jovens pacientes, ¢ que a terapia destr6i uma propor¢ao
significativa da populagio folicular, o que pode resultar em infertilidade permanente ** .. Sendo
estas pacientes tao jovens, o tempo que o tecido permanecera congelado ¢ bastante longo e nao
estd bem claro se o tempo de congelamento amostra interfere na qualidade do tecido preservado.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar se o tempo de congelamento da amostra interfere
na populacdo folicular, na viabilidade do tecido ap6s o descongelamento e na capacidade
funcional do tecido para a esteroidogénese.

Material e Méodos. foram incluidas na casuistica 17 pacientes, em idade reprodutiva,
submetidas a laqueadura laparoscopica, durante a qual foi realizada uma biopsia ovariana de cerca
de 2 x 2 cm, a qual foi subdividida em 3 fragmentos. Um foi processado a fresco e os outros dois
embebidas em meio contendo crioprotetor e congelados para posterior descongelamento e analise.
Foi utilizada a técnica de congelamento lento. Os fragmentos foram divididos em trés para andlise
nas amostras a fresco (GF), e descongeladas apds 30 (G30) e 180 (G180) dias. Cada fragmento foi
subdividido em trés: 1) para fixagdo com formaldeido e inclusdo em parafina, seguido de cortes
seriados com espessura de 4 p e a cada 3 cortes, o material foi corado com HE
(hematoxilina/eosina) e analisado com microscopio com aumento de 400 vezes para contagem de
foliculos. O nimero total de foliculos/mm? foi calculado usando-se a seguinte formula: Nt=(No x

St x t), onde Nt ¢ o nimero de foliculos, No ¢ a média de foliculos observados em 1 mmz, Séo

total de cortes em 1 mm’ do ovario e t é a espessura do corte. 2) Digestdo quimica com
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colagenase e aplicagdo técnica DEAD-LIVE (fluorescéncia por calceina AM e brometo de
ethidium) para avaliacdo da viabilidade folicular, dada por %de foliculos viaveis. 3) Cultivo de
tecido ovariano em meio quimicamente definido para avaliacao da capacidade esteroidogénica do
tecido através da dosagem de estradiol e progesterona no meio de cultivo nos tempos 0, 48, 96 ¢
144h.

Resultados. A idade média das pacientes incluidas foi de 29,0 & 2,78 anos, com paridade média
de 2,94 + 0,24 filhos. A densidade folicular média foi 361,3+255,4, 454,9+676,3 ¢ 296,8+269,0
foliculos/mm’, para os tecidos frescos e descongelados com 30 e 180 dias, respectivamente, nio
havendo diferenca entre eles (p=0,46). A viabilidade folicular foi maior no tecido fresco
(GF=93,4% de foliculos vidveis) quando comparado com os tecidos -criopreservados
(G30=70,8%; p<0,001 e G180=78,4%; p<0,001), embora ndo tenha havido diferenca na
viabilidade entre as amostras descongeladas (p>0,05). Com relagdo a capacidade esteroidogénica
do tecido ndo houve reducao na producdo de estradiol e progesterona apos a criopreservagiao
(Estradiol: GF= 2026 + 1782pg/ml, G30=1272+1081pg/ml ¢ G180=849,6+366,2pg/ml, p=0,19;
Progesterona: GF=0,45 + 0,37ng/ml, G30=0,26+0,08ng/ml e G180=0,45+0,54ng/ml, p=0,86).
Conclusdes: O processo de congelamento lento de ovario, embora comprometa parcialmente o
tecido, permite conservar cerca de 80% de viabilidade folicular e preserva a capacidade
esteroidogénica tecidual similar ao tecido fresco. Ainda que a pequena casuistica limite
conclusdes mais definitivas com relagdo a funcdo do tecido, o fato de comprovar a producio
hormonal no meio encoraja a implementacao desta técnica na preservacao da fertilidade feminina,
J& que ensaios clinicos para esta finalidade sdo eticamente complicados e os estudos atualmente
apresentados com série de casos apresentam pequenas amostras ou relatos isolados de caso. Além
disso, nos casos de reimplante, indicios de faléncia do enxerto provavelmente se devem mais a

isquemia do que a criopreservacao propriamente dita.

Palavras-chave: tecido ovariano, criopreservagdo, viabilidade, densidade folicular, cultivo de

tecido.
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Introducao

A cada dia mais pacientes estdo sobrevivendo ao cancer, gragas ao diagnéstico
precoce ¢ tratamento adequado. A agdo citotoxica da radiacdo ionizante e dos
quimioterapicos, com grande freqiiéncia, leva a ocorréncia de faléncia ovariana precoce
(FOP), que implica sérias conseqiiéncias a longo prazo, como reducdo da massa 6ssea levando
a osteoporose, aumento na incidéncia de doengas cardiovasculares, ocorréncia precoce de
sintomas climatéricos e infertilidade !, O risco de infertilidade varia de acordo com o
tratamento, a quimioterapia induzida por esquemas de tratamento individual baseada em
agentes alquilantes e platina possui o maior potencial de dano ao sistema reprodutivo >,

Uma variedade de tratamentos de cancer pode causar infertilidade nos pacientes que se
destinam a cura. Alguns protocolos de quimioterapia podem causar insuficiéncia prematura
do ovario ou insuficiéncia ovariana aguda que ocorre durante ou logo apos o tratamento do
cancer, ou menopausa prematura seguida de uma janela de fungdo normal apds a terapia.
Embora adultos sobreviventes tendam a ter maior interesse na preservagdo e fertilidade
reprodutiva, ¢ fundamental ter em mente que outras opgdes devem ser disponibilizadas aos
jovens pacientes com cancer.

A evolucdo continua das Técnicas de Reprodugdo Assistida (TRA) permite que se
considerem varias estratégias de tentativa de manutenc¢do da funcdo reprodutiva em pacientes
egressas de tratamentos de doengas neoplasicas, dentre as quais se incluem manipulagdo
hormonal, transposi¢ao dos ovarios, criopreservagao de embrides, gametas e de tecido cortical
ovariano. O congelamento de tecido ovariano ¢ atualmente proposto com o intuito principal
de manter a fun¢do ovariana preservada, tanto do ponto de vista de fertilidade como de
produgdo hormonal, o que ndo se alcanca com os demais métodos. Além disso, essa opgao
surge no contexto atual para servir a grupos especificos de pacientes para as quais as demais

técnicas nao sdo recomendaveis, como: (1) pacientes pré-puberes, cujas gonadas ainda nao
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estdo sob controle do eixo hipotalamo-hipofise; (2) mulheres que nao tenham parceiro € nao
desejam embrides oriundos da fertilizagdo com sémen de doador; (3) pacientes portadoras de
neoplasias estrogénio-dependentes, como o cancer de mama; e (4) mulheres portadoras de
neoplasias malignas que necessitam de abordagem imediata, para as quais o retardo no inicio
do tratamento pelo tempo necessario para indug¢do da ovulagdo poderia levar a mudangas no
progndstico da paciente. Particularmente sob esse aspecto, a coleta do tecido cortical ovariano
para criopreservagdo oferece a vantagem de poder ser realizada em qualquer momento do
ciclo menstrual da paciente, e possibilitar a aquisicdo de centenas de milhares de foliculos

[5, 6]

primordiais E relevante comentar sobre as desvantagens encontradas quanto a

criopreservacdo de tecido cortical ovariano, sendo estas, (1) submeter a paciente a
procedimentos cirtirgicos para colheita de tecido ovariano; e (2) possibilidade de reintroduzir
células malignas no caso de posterior reimplante do tecido .

Contudo o presente trabalho teve com objetivo avaliar a densidade folicular, a
viabilidade folicular e a capacidade esteroidogénica do tecido fresco e
congelado/descongelado apds 30 e 180 dias.

Material e métodos

Trata-se de um estudo prospectivo, onde foram incluidas na casuistica 17 pacientes
higidas, com idade média de 29,0 £+ 2,78; onde uma paciente apresentou paridade de 2 filhos e
todas as outras com paridade superior a 3 filhos.

Foram colhidas bidpsias de tecido ovariano com aproximadamente 2,0 x 2,0 cm, com
tesoura laparoscopica; as biopsias foram preparadas submersas em meio nutriente M199
(Medium 199 — Sigma sterile filtered with Earle’s salts, L-glutamine and NaHCO3). Para
preparo da amostra foram eliminados os restos de tecido medular, corpos luteos e eventuais

cistos hemorragicos, por meio de raspagem com lamina de bisturi "', de maneira que o tecido

manteve espessura de, no maximo, 2,0 mm, preservando somente a cortex ovariana para
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adequada penetragdo do crioprotetor DMSO (Dimetil-Sulfoxido 1,5M Sigma). O tecido foi
entdo dividido em 3 fragmentos: (1) para anélise da amostra a fresco (controle), de 0,4 cm x
2,0 cm; (2) para congelamento em rampa e descongelamento apds 30 dias, de 0,8 cm x 2,0
cm; (3) para congelamento em rampa e descongelamento apds 180 dias, de 0,8 ¢ m x 2,0 cm.
A amostra para avaliacdo a fresco foi dividida em 2 fragmentos iguais, de 0,4 cm x 1,0 cm,
sendo um para avaliacdo por hematoxilina-eosina (HE) e outro pela técnica Dead-Live. Nos
sete ultimos casos, dividiu-se a amostra em 3, e o terceiro fragmento foi submetido a cultivo
para testar a capacidade funcional do tecido para esteroidogénese.

As duas amostras congeladas foram posteriormente descongeladas apds 30 ou 180 dias
apods o congelamento. A andlise dos fragmentos descongelados recebeu o mesmo tratamento
do fragmento fresco da mesma paciente. O primeiro fragmento fresco foi fixado em solugao
de formol aldeido a 4% (MERCK) e embebido em parafina foram realizados cortes seriados
com espessura de 4 um, e a cada 3 cortes, o material foi corado com HE e analisado ao
microscopio Optico com aumento de 400 vezes para a contagem do niimero de foliculos.
Foram analisados 9 cortes por paciente, sendo 3 cortes do tecido fresco, 3 cortes do
descongelado de 30 dias e 3 cortes do descongelado de 180 dias. Para célculo da area foi
utilizado o sistema para morfometria do fragmento que ¢ constituido de uma cémera
analogico-digital modelo JVC TK1270, utilizando uma lente grande angular de 55 mm
acoplada e este conjunto, preso a um suporte vertical permitindo assim seu posicionamento
em relagcdo ao objeto captado. As imagens obtidas sdo entdo captadas através de uma placa de
captura de video FG1 da Keiss Zeiss acoplada a um computador padrao IBM-PC. Desta forma
a primeira fase do processo ¢ a captacdo das imagens dos cortes de fragmento, onde se cuida
da iluminacdo e foco do objeto para melhor visualizacdo de suas estruturas. Em seguida o
sistema automaticamente destaca as estruturas da imagem através de ferramentas de brilho e

contraste.
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A Segunda fase ¢ propriamente a morfometria das estruturas desejadas. Para isso
desenvolveu-se uma macro sobre o software de processamento de imagem KS400; Karl Zeiss
Versao 2.0. A macro permite ao usudrio escolher a imagem previamente captada e em seguida
gerar a sua calibragdo, que ¢ a relagdo pixel (unidade de imagem) x milimetro, que permite
obter os valores de medidas de estruturas ja em milimetros ™. O numero total de foliculos por
1 mm? foi calculado usando-se a seguinte formula: Nt=(No x St x t), onde Nt é o nimero de
foliculos, No é a média de foliculos observados em 1 mm?, & é o total de cortes em 1 mm® do
ovario e t ¢ a espessura do corte ).

O segundo fragmento foi submetido a digestdo em solugdo enzimatica contendo PBS
(PBS DULBECCOS W/O Ca, Mg (1X) INVITOGEN GIBCO) e Colagenase (Collagenasa
Crude Type IA Cell Culture*T, Sigma) para andlise da viabilidade folicular pela técnica
Dead-Live (Dead-Live Viability/Cytotoxicity Molecular Probes); e, nas pacientes 11 a 17.

O terceiro fragmento fresco foi subdividido em 4 fragdes de 2 x 2 mm e colocados em
cultivo utilizando o meio a-MEM (Minimum Essential Medium- Invitrogen), suplementado
com 0,1% polivinilpirrolidona (PVP-40) (Sigma); 100 ng/ml de insulina bovina (Sigma); 10
ng/ml de IGF-1 recombinante humano (Invitrogen); 10"M de androstenediona (Sigma); 11
mM de aminodcidos ndo-essenciais (Gibco); Spg/ml de transferrina humana (Sigma); 1,4
ng/ml de selénio de s6dio (Acros Organics); 10 mM de bicarbonato de sédio (Gibco); 0,02M
de hepes (Sigma) e antibidticos (10000 UI de penicilina e 10000 UI de estreptomicina)
(Sigma). Foram cultivados 4 fragmentos de 2 x 2 mm/1 ml de meio de cultura em placa
NUNC de 4 pogos e incubados em atmosfera imida de 5% de CO, e 37°C, por 144 horas. Os
meios de cultura foram obtidos a cada troca de 48 horas, sendo retirados antes (tempo 0 hora),
apos 48, 96 e 144 horas de cultivo e estocados em freezer a -20°C para as dosagens de
progesterona (P4) e 17B-estradiol (E2), as amostras de meio foram submetidas a dosagem

hormonal pelo método de quimioluminescéncia, que combina anticorpos especificos com
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enzima amplificada, em um aparelho Immulite — Diagnostic Products Corporation (DPC)
sistema randoémico automatizado.

Em seguida, os fragmentos reservados para o congelamento progressivo lento em
rampa foi iniciado, utilizando programa especifico Freeze Control — Cryobath — CL-8800 —
Cryologic, até¢ 120°C negativos, seguido de imersdo para armazenamento em nitrogénio
liquido (-196°C) M. O descongelamento rapido também foi seguido segundo o protocolo de
Gosden et al. ',

A viabilidade celular foi estimada pela técnica Dead-Live, que permite diferenciar
células vivas e mortas, marcadas, respectivamente, pela calceina e pelo homodimero de etidio,
visualizadas ao microscopio de fluorescéncia. De acordo com os principios da técnica, a
calceina, utilizando o célcio como co-fator, ¢ metabolizada por células com viabilidade
preservada, produzindo a emissdo de fluorescéncia verde. O homodimero de etidio, por sua
vez, somente consegue penetrar em células cuja membrana plasmatica tenha perdido sua
integridade, ou seja, em células inviaveis, corando-as de vermelho. Assim, utilizando-se um
microscopio de fluorescéncia, esta técnica permite reconhecer células vivas e células mortas
ou em processo de degeneragdo, de acordo com a cor da fluorescéncia emitida [’ 1% 131,
Andlise estatistica

A andlise das variaveis foi realizada utilizando-se o programa GraphPad 5.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Inicialmente foi calculado o valor da
média e desvio padrio para todas as varidveis, seguido do teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov). O nivel de significancia adotado foi p<0,05. O teste aplicado para analise da
densidade folicular, viabilidade folicular, produ¢do de estradiol e progesterona no meio de
cultivo nos diferentes momentos (48, 96 e 144h; para identificacdo de pico de producao destes
hormdnios) e entre os grupos, foi o Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s Multiple Comparison

Test para identificacdo da diferenca entre eles.
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Resultados

A densidade folicular foi avaliada em cortes de tecido corados com HE, onde pode-se
observar a heterogeneidade da distribui¢ao folicular ao longo do parénquima (Figura 1); a
densidade média foi de 361,3 + 2554, 4549 + 676,3 € 296,8 + 269,0 foliculos/mm’, para os
tecidos: fresco e congelado/descongelados com 30 e 180 dias, respectivamente, ndo havendo

diferenca entre eles (p=0,46) (Figura 2).



Figura 1. Cortes histologicos de tecido ovariano fresco (A) e congelado/descongelados de 30 dias (B) e 180 dias (C), da mesma paciente,

corados com HE para avalia¢cdo da densidade folicular:

94

Obs: As setas apontam exemplos de foliculos em cada corte.
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Figura 2. Densidade folicular (foliculos/mm?) do tecido ovariano fresco e congelado-

descongelados, ap6s 30 e 180 dias.
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A viabilidade folicular foi maior no tecido fresco com 93,4% de foliculos viaveis

quando comparado com os tecidos criopreservados de 30 dias 70,8%; p<0,001 e 180 dias

78,4%; p<0,001, embora ndo tenha havido diferenca na viabilidade entre as amostras

descongeladas (p>0,05) (figura 3).

Figura 3. Comparag¢ao da viabilidade folicular média entre os tempos 0, 30 e 180 dias.
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Legenda: a =p<0,001 ¢ b =p<0,001.
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Com relagdo a capacidade de esteroidogénese do tecido as dosagens no tempo 0 hora
apresentaram valor igual a zero, confirmando entdo a auséncia de contamina¢ao hormonal na
manipulagdo do meio; ndo houve redug¢do na producdo de estradiol e progesterona apds a
criopreservacao: Estradiol: tecido fresco = 2026 + 1782 pg/ml, 30 dias = 1272 + 1081 pg/ml e
180 dias = 849,6 £3 66,2 pg/ml, p=0,19; Progesterona: tecido fresco = 0,45 + 0,37 ng/ml, 30

dias = 0,26 £+ 0,08 ng/ml e 180 dias = 0,45 £ 0,54 ng/ml, p=0,86 (figuras 4 ¢ 5).

Figura 4. Comparagdo da concentracdo de estradiol nos diferentes tempos de cultivo e
diferentes datas de descongelamento.
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Legenda: a = comparagdo das dosagens de estradiol ap6s 48 horas de cultivo nos tempos 0, 30 e 180 dias onde
p=0,19; b = comparagdo das dosagens de estradiol apds 96 horas de cultivo nos tempos 0, 30 ¢ 180 dias onde
p=0,22; ¢ = compara¢do das dosagens de estradiol apos 144 horas de cultivo nos tempos 0, 30 e 180 dias onde
p=0,79.
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Figura 5. Comparagdo da concentracdo de progesterona nos diferentes tempos de cultivo e
diferentes datas de descongelamento.
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Legenda: a = comparagdo das dosagens de progesterona apds 48 horas de cultivo nos tempos 0, 30 e 180 dias
onde p=0,87; b = comparagdo das dosagens de progesterona apds 96 horas de cultivo nos tempos 0, 30 e 180 dias
onde p=0,51; ¢ = comparagdo das dosagens de progesterona apos 144 horas de cultivo nos tempos 0, 30 ¢ 180
dias onde p=0,58.

Discussao

Na tentativa de verificar a qualidade do tecido ovariana congelado/descongelado apds
a criopreservacao, neste estudo foram avaliados diferentes aspectos do tecido recuperado,
sendo consideradas a denisdade e a viabilidade folicular e a capacidade esteroidogénica do
tecido.

A densidade folicular avalia o nimero de foliculos presente no tecido por area e pode
variar de acordo com a idade da paciente, esta técnica vem sendo proposta por diversos

autores como critério de controle para avaliacdo do tecido apos descongelamento 1> '+ 12 1415

161718 De acordo com Poirot et al.. *), em pacientes entre 20 e 30 anos de idade espera-se
uma média de 30 a 400 foliculos/mm? de tecido ovariano, devemos lembrar, entretanto, que a

distribuicao dos foliculos ao longo do cortex ovariano ndo costuma ser homogénea. Neste

estudo encontramos uma média de densidade folicular compativel com a literatura, variando
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de 300 a 460 foliculos/mm? além de confirmar a heterogeneidade na distribuicao da
populacdo folicular. A finalidade da avaliacdo de densidade foi garantir que os diferentes
fragmentos conteriam numero significativo de foliculos que permitiriam avaliar aspectos
funcionais e de viabilidade, ja que os cortes de tecido fresco e congelados-descongelados,
corados com HE e utilizados na avaliagdo foram obtidos de fragmentos acolados.

Também foi verificada a manutengdo da densidade folicular ap6s o congelamento e
descongelamento do tecido, o que ja era esperado, visto que a perda de foliculos em
conseqiiéncia ao procedimento ndo promoveria alteracdo morfoldgica significativa. Para se
avaliar a real integridade estrutural da unidade folicular seria necesséaria a realizagdo de
marcadores de apoptose celular, ou estudo de ultra-estrutura por microscopia eletronica, os
quais nao foram realizados neste estudo.

Embora esta avalia¢do estrutural fina ndo tenha sido o escopo deste estudo, fez parte
das avaliagdes do tecido a verificagdo da viabilidade folicular medida por técnica que
indiretamente avalia alguma capacidade funcional do foliculo. A técnica do Dead-Live
explora uma capacidade celular de metaboliza¢do da calceina utilizando o célcio como co-
fator, o metabolito produzido emite fluorescéncia a qual ¢ identificada por microscopia, sendo
assim, existe a necessidade de que o metabolismo celular esteja viavel e funcional.

Estudos anteriores com criopreservacao de tecido ovariano obtiveram entre 40 ¢ 60%
de recuperacdo e viabilidade folicular apds congelamento/descongelamento em relagdo ao

12, 18,19, 2 . r .
(12 18.19:20] ‘neste estudo foi observado que a técnica de congelamento lento em

tecido a fresco
rampa aplicada em bidpsia ovariana humana preserva uma alta viabilidade de odcitos
imaturos (70,8% a 78,4%). Logicamente que havendo o cuidado na manipulacido do tecido

recém extraido, esperou-se que a amostra a fresco demonstrasse uma viabilidade préxima de

100%, a qual foi confirmada (GF = 93% de viabilidade folicular).
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Também foi verificado que a viabilidade ¢ preservada ao longo do tempo de
congelamento. A manutencdo da porcentagem de viabilidade independente do tempo de
congelamento (30 ou 180 dias) sugere que o dano tecidual provavelmente ocorra pela
manipulagdo cirurgica e processamento do tecido, os quais podem acarretar isquemia, € nao
pelo congelamento em si. Ndo encontramos na literatura dados que contestem ou reafirmem
estes achados, sendo assim este ¢ o primeiro relato de avaliagdo da influéncia do tempo de
congelamento sobre o dano tecidual nas técnicas de criopreservacdo de tecidos. Por estes
achados podemos inferir que uma vez conservada a amostra o tempo de armazenamento nao
devera prejudicar a qualidade do tecido. Se levarmos em consideracdo que as situagdes
clinicas em que técnica serd aplicada geralmente demandardo longos periodos de conservagao
esta informacdo ¢ extremamente valiosa para a conducdo destes casos. Varios autores tém
relatado o reimplante ou reutilizacdo de amostras preservadas apos periodos variados de
tempo com resultados promissores *'- 2> #7] Ernst et al.. ) relata que em todo o mundo ha
oito nascimentos de filhos como resultado do transplante de tecido ovariano
congelado/descongelado. Uma dessas mulheres, que foi originalmente transplantada com seis
fragmentos de cortex ovariano, depois de ter experimentado um periodo de menopausa, ja
concebeu pela segunda vez por concepcao natural, dando a luz uma menina saudavel; esta ¢ a
primeira mulher no mundo a ter dois filhos, de gestacdes separadas, nascidos como resultado
do transplante de tecido ovariano congelado/descongelado. Este resultado incentiva o
desenvolvimento da criopreservagdo de tecido ovariano para a preservacdo da fertilidade
como um procedimento clinico para meninas e jovens mulheres que enfrentam os tratamentos
gonadotoxicos.

Da mesma forma que a integridade estrutural nao traduz a viabilidade do tecido, esta
ultima ndo garante a funcionalidade do mesmo. Com esta finalidade foi realizada a avaliagdo

da capacidade esteroidogénica do tecido, a qual permite inferir a qualidade funcional do
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mesmo em termos de producao hormonal. O cultivo de tecido ovariano vem sendo descrito

por alguns autores como forma de avaliar a capacidade funcional, ou para se obter foliculos
, ) . . [36, 37, 38]

em estadios mais avancados de desenvolvimento com fins reprodutivo . Sadeu et

al.”

I descreveram a manutencdo da viabilidade do tecido ovariano fetal humano em cultivo
por um periodo de até 63 dias, inclusive com maturacdo parcial dos mesmos. Sendo assim, foi
optado por este modelo de avaliagdo funcional dado a comprovacdo da capacidade de
sobrevida do tecido no meio de cultivo. Vale ressaltar que uma das premissas da
criopreservagao de tecido ovariano, e ndo de gametas isolados, ¢ a possibilidade de se manter
a capacidade de esteroidogénese e ndo somente a capacidade reprodutiva.

Neste estudo foi verificado, a partir das dosagens de estradiol e progesterona no meio
de cultivo, que a capacidade de esteroidogénese do tecido estd preservada. Além disso, o
tecido cultivado continuou produzindo quantidades hormonais equivalentes ao longo de todo
o tempo de cultivo, mantendo a mesma curva de produgdo hormonal, indicando a boa
conservagdo do tecido durante o cultivo. E importante frisar que o tamanho das amostras
colocadas em cultivo foi padronizado justamente para evitar que o volume de tecido pudesse
influenciar nas concentragdes hormonais do meio, gerando um viés metodologico.

Além disso, a producdo de hormodnios a partir do tecido fresco ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparada com os cultivos de tecido congelado/descongelado, ou
seja, houve a preservagdo da capacidade de produ¢do hormonal apds a criopreservagao
independente do tempo de congelamento. Este dado refor¢a a ndo progressao do dano tecidual
pela manutengdo em baixas temperaturas e corrobora os achados da viabilidade folicular de
que provavelmente a agressdo ao tecido ocorre pela manipulagdo e processamento da amostra
mais do que pelo congelamento em si.

Finalmente devemos considerar que a fungdo esteroidogénica preservada nio afirma

que ha fungdo reprodutiva mantida, uma vez que o ovario perde primeiramente a capacidade
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reprodutiva para depois perder a capacidade esteroidogénica. Podemos citar como exemplo a
propria fisiologia ovariana da mulher, em que a fecundidade decai bruscamente apds os 40
anos (taxas de gestagdo apos 40 anos < 5%), ¢ a menopausa ocorrera em média entre os 50 e
55 anos de idade.
Consider acdes Finais

Apesar da criopreservagdo de tecido ovariano ainda ser considerada como técnica
experimental, muitos centros de Reproducdo Assistida vem praticando este procedimento de

(34, 35]

forma corriqueira em atividades assistenciais , embora ndo haja um consenso com

relacdo ao tema *”!

e nem respaldo formal das Sociedades competentes para sua aplicagdo em
larga escala *'l. Entretanto, se o risco de faléncia ovariana relacionada ao tratamento
oncolégico for elevado consideramos que a paciente deve ter autonomia para definir se deseja
ou nio submeter-se ao procedimento de preservacdo de fertilidade, logicamente apos
adequada informacao de riscos, beneficios e real efetividade da técnica.

Muitos sdo os questionamentos relativos a esta nova proposta: quais sao as melhores
candidatas ao procedimento, qual o melhor método para a retirada do tecido, qual a melhor
forma de congelamento/descongelamento, se o(s) ovario(s) deve ser criopreservado(s)
inteiro(s) ou em fragmentos, qual o melhor local para o reimplante e se deve ser realizada
anastomose vascular ou ndo. Assim sendo, mais estudos cientificos clinicos e experimentais
ainda devem ser realizados com finalidade de elucidacao de todas estas dividas.

Apesar de tudo isso, consideramos que a técnica ¢ adequada no que diz respeito a
conservagdo do tecido e manutengdo de sua viabilidade e capacidade funcional, embora os
aspectos reprodutivos propriamente ditos ndo tenham sido explorados. Entretanto, isso se
justifica facilmente pelas enormes implicagdes €ticas que este tipo de avaliagdo demandaria,
visto que somente a fecundacdo, implantagdo e nascimento de bebés saudaveis confirmariam

com certeza a preservagao desta fungao.
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Portanto, conclui-se que o tempo de criopreservagao nao interfere na estrutura, na
viabilidade e na capacidade esteroidogénica do tecido ovariano. Esses achados permitem
implantar com seguranca e fidedignidade uma técnica ja padronizada para o congelamento de
tecido ovariano humano. Ressaltando que a maior limitacao atual referente a criopreservacao
ovariana estd na utilizacdo desse tecido apés o descongelamento, sendo os resultados
encontrados na literatura mundial ainda limitados a relatos de casos ou estudos com pequena

casuistica.
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