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José Ricardo de Figueiredo?, Sheyla Farhayldes Souza Domingues’? & Regiane Rodrigues dos Santos'?

ABSTRACT

Background: One of the strategies to preserve genetic material from nonhuman primates (NHP) consists in
the implementation of germplasm banks, for future application in reproductive biotechniques, as well as for
biomedical research. Based on the success rates achieved in human, there is a prominent possibility to suc-
ceed also with NHP. However, studies with NHP are still scarce, especially regarding the cryopreservation
of ovarian tissue.

Review: Neotropical non-human primates, especially males, have been used in research related to reproduc-
tive biotechniques in Brazil. Regarding research on female reproduction and ovarian tissue preservation,
most studies were performed using domestic animals as models. Current concepts and controversies in the
restoration of gametes in adult females does not exclude the needs to preserve ovarian tissue. Importantly,
ovarian tissue can be collected and preserved even after the death of the donors, being applied when finding
dead females. Furthermore, collection of ovarian biopsies is also feasible and will not affect reproductive
function. Among the cryopreservation methods, the vitrification has been indicated due to practical logistic,
as well as because it will avoid the formation of large intracellular ice crystals, and it is claimed that ovarian
stromal damage will be decreased under vitrification. Considering the number of threatened primate species
and the needs to preserve their habitat, but also their gametes, development of preservation protocols are
needed. Among the procedures, vitrification appears as a practical method to be applied in the near future.
Although a low number of studies is reported, most of them were performed in the recent years. In this con-
text, this article reviews recent information on the vitrification of ovarian tissue of non-human primates. Due
to the limited number of studies in these species, observed data are compared with the literature in domestic
and human mammals.

Conclusion: Despite the advances summarized here, it is possible to conclude that there is still a need to im-
prove procedures for the preservation of genetic material, including in post-mortem situations. The technique
of vitrification, therefore, consists of a feasible and promising option. However, it is needed to study properly
the methods of vitrification, as well as the introduction of new systems and supplements to minimize or avoid
the cell damage caused by the cryopreservation procedure (physical and chemical).
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L. INTRODUCAO

A implantac¢do de bancos de germoplasma é
essencial na manutengdo de patrimdnio genético e
para sua utilizacdo futura em biotécnicas reprodutivas.
Ressalta-se a possibilidade de coleta e preservacao de
gametas apds a morte de animais em risco de extin¢ao
[14,53], ou através de bidpsias, sem prejuizo da fungdo
reprodutiva das doadoras [51].

Embora a renovagdo de gametas femininos
em grandes mamiferos apds o nascimento seja con-
troversa [16], o ovario ainda € considerado uma fonte
limitada de células reprodutivas que formam um pool

Desenvolvimento
invitro foliculos secunddrios
tecido ovariano vitrificado de
Macaca mulatta
[61]

Co-cultivo de tecido
ovariano vitrificado de
Macaca mulatta
[63]

Ultra-estrutura de
tecido ovariano vitrificado
de Macaca fascicularis
[20]

Morfologia de tecido
ovariano vitrificado de
Macacamulatta
[62]

de reserva representado pelos foliculos pré-antrais
(FOPA). Desta forma, a preservacao de FOPA torna-se
relevante e possivel nessas espécies uma vez que o Sis-
tema reprodutivo feminino e a foliculogénese ja foram
caracterizados [1,12,29-31,58], bem como protocolos
de maturacdo oocitéria e de producdo de embrides in
vitro [13,27] encontram-se disponiveis.

Apesar dos vastos estudos direcionados a ani-
mais domésticos, os avancos em primatas neotropicais
ainda sdo recentes e geralmente focados na congelagdo
convencional de sémen [25,26,41,42], com raros estu-
dos sobre a criopreservacao (congelacio convencional
ou vitrificacdo) de tecido ovariano [6].

A vitrificagdo em particular, vem sendo in-
dicada pela praticidade de execug¢do a campo, por
evitar danos teciduais ocasionados por cristais de
gelo e reduzir riscos de danos no estroma ovariano e
foliculares [23]. Nos ultimos cinco anos, publicagdes
[4,11,32,39,40,60,62] demonstraram os avancos da
técnica (Figura 1). Desta forma, a presente revisao
objetiva fornecer informagdes sobre o desenvolvimento
cronolégico da vitrificagdo em PNH, métodos utiliza-
dos e principais resultados.

Meorfologia
de tecido ovariano
vitrificade Papio anubis
[40]

Vitrificagdo e autotransplante
tecido ovariano Papio anubis

[4]

Cultivo in vitre foliculos
secunddrios de tecido

ovariano vitrificado de
Macaca mulatta
[60]

Vitrificagdo e transplante
detecido ovariano de
Macaca fascicularis
[11]

2015

Tamanho fragmento
ovariano vitrificado sobre
morfologia folicular em
Papio anubis
[32]

Vitrificagdo de ovdrio
inteiro de Callithrix jacus
[39]

Figura 1. Ordem cronolégica de publicagdes relacionadas a vitrificacdo de tecido ovariano de primatas ndo-humanos.
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II. CRONOLOGIA DA VITRIFICACAO
EM PRIMATAS NAO-HUMANOS

Em 2005, foi publicado o primeiro relato de
vitrificacao de tecido ovariano de PNH, no qual ndo foi
observada diferencga entre a congelagao lenta e a vitrifi-
cacdo de tecido ovariano de Macaca mulata e Macaca
fascicularis em relacdo as taxas de sobrevivéncia foli-
cular [63]. Importante salientar que no citado trabalho
amaioria dos foliculos sobreviventes eram primordiais.
Alguns anos depois, foi demonstrado que solucdes de
criopreservacdo complexas eram mais eficientes que
solucdes contendo apenas um crioprotetor para a vitri-
ficacdo de foliculos ovarianos de Macaca fascicularis,
o que favorecia a manuten¢do da morfologia normal
de mitocdndrias [20]. No ano seguinte, alguns autores
indicaram ser possivel, apds vitrificagcdo de tecido ova-
riano, obter o desenvolvimento in vitro de FOPA até a
formacao de antro [61]. Subsequentemente, 0s mesmos
autores observaram que a suplementacido do meio de
vitrificagdo com polimeros sintéticos melhorava as ta-
xas de sobrevivéncia folicular [62]. Infelizmente, esses
resultados ndo foram substancialmente suficientes para
otimizar o protocolo, € os autores observaram uma
reducdo no didmetro dos foliculos vitrificados apds
cultivo in vitro por trés semanas [60]. Posteriormente
um promissor estudo piloto apresentou a preservagao
da morfologia folicular apds o processo de vitrificagdao
de tecido ovariano de babuinos [40].

Resultados mais animadores foram reportados
ao auto-transplantarem tecido ovariano previamente
vitrificado [4]. No estudo foi demonstrado que foliculos
primordiais de babuinos foram ativados e se desenvol-
veram nos transplantes, observando-se uma diminui¢@o
na taxa de foliculos primordiais e aumento nas taxas
de foliculos secundarios. Além disso, foi observada a
presenca de um corpo ldteo, indicando a ocorréncia
de ovulagdo. Em acréscimo, outro estudo sobre a
vitrificag@o de tecido ovariano de babuinos, relatou a
importancia do tamanho do fragmento de ovério sobre
a sobrevivéncia e funcionalidade folicular [32]. Apds o
cultivo in vitro dos fragmentos previamente vitrifica-
dos, a producio de estradiol foi maior em fragmentos
de 1x0,5x1,5 mm do que em fragmentos de 1x1x2 mm.
Em seguida, foi demontrado que fragmentos ovarianos
de Macaca fascicularis apresentavam melhor desenvol-
vimento folicular e qualidade estromal se vitrificados
e auto-transplantados no local de um ovario imedia-
tamente removido [11]. Recentemente, foi relatada a

vitrificagdo de ovdrios inteiros de Callithrix jacchus
[39], onde a proporg¢ao de foliculos normais nao diferiu
da propor¢do observada no controle fresco. Contudo,
houve uma reducgdo na taxa de células sométicas vidveis
apos a vitrificagao.

Apesar do nimero restrito de estudos em PNH,
em comparagdo aos realizados em animais domésticos
ou na prépria espécie humana, é possivel observar
que alguns pesquisadores estao obtendo sucesso com
o desenvolvimento de protocolos promissores. Desta
forma, o envolvimento de pesquisadores especialistas
em PNH com essa técnica de preservacdo de gametas,
auxiliard na sua aplicagdo a campo permitindo a for-
magao de bancos com valioso material genético. Além
disso, as informacdes obtidas com diferentes protoco-
los de vitrificacdo e métodos de avaliacdo permitem
o aprimoramento das técnidas de criopreservagdo a
serem aplicadas em tecido ovariano de PNH.

III. PROTOCOLOS DE VITRIFICACAO UTILIZADOS
EM PRIMATAS NAO-HUMANOS

Apesar de ser um método simples, existem
diferentes protocolos disponiveis de vitrifica¢io. E im-
portante ressaltar que ndo é objetivo da presente revisao
detalhar técnicas, meios de vitrificacao ou protocolos,
o que pode ser aprofundado em revisdes ji publicadas
[2,33]. A Tabela 1 apresenta as diferentes técnicas em-
pregadas para a preservacdo de FOPA de PNH. Quando
necessdrio outras técnicas desenvolvidas para grandes
mamiferos domésticos, bem como para humanos, tam-
bém sdo apresentadas. Com base na Tabela 1 € possivel
perceber a impossibilidade de comparar protocolos,
devido a grande variacdo na composi¢ao dos meios de
vitrificagdo (agentes crioprotetores - ACPs - e meios
base), tempo e temperatura de exposicao, e protocolos
de aquecimento empregados pelos seis diferentes gru-
pos de pesquisa aqui citados. A seguir, apenas alguns
direcionamentos podem ser tomados.

O primeiro deles consiste no meio base,
que possui uma constituicdo variavel, sendo ou nao
suplementado com fontes proteicas, por exemplo, o
substituto do soro ou albumina sérica humana. Além
disso, a criopreservacao requer a utilizacio de solucdes
contendo ACPs intracelulares, associados ou ndo com
ACPs extracelulares. Dentre os ACPs intracelulares
utilizados, o etilenoglicol (EG) estd presente em todas
as solucdes de vitrificagcdo, geralmente em combinagdo
com dimetilsulf6xido (DMSO) ou glicerol. Na maioria
das vezes, esses ACPs intracelulares estao associados
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a ACPs extracelulares como a sacarose [4,11,39] e a
polivinilpirrolidona (PVP) [4,11,60,62]. Outro agicar
que ainda nao foi testado em primatas ndo-humanos é
a trealose, que vem apresentando resultados animado-
res na vitrificagdo de tecido ovariano humano [59]. E
importante considerar que outros tampdes osmoticos
[46] além de acicares, deveriam ser considerados.

E comum vitrificar tecido ovariano com a uti-
lizacdo de apenas um crioprotetor intracelular como
também com uma combinacdo de dois crioprotetores
intracelulares. A eficiéncia do crioprotetor dependera
da 6tima perfusdo do tecido ovariano [37,45], o qual
é complexo e fibroso em grandes mamiferos. Recen-
temente, foi demonstrado que a vitrificagdo de tecido
ovariano ovino utilizando a combinagdo DMSO +
EG resultou em uma redugdo na sintese de proteinas
de canais transmembranares, as aquaporinas 3 e 9, o
que ndo aconteceu quando a vitrificagao foi realizada
na presenca de apenas EG com sacarose 0,25 M [49].
Independente da presenca ou auséncia da sacarose no
meio de vitrificagdo, todos os estudos aqui revisados
relatam a utilizacdo da sacarose no meio de lavagem
para remog¢do dos crioprotetores. Vitrificando tecido
ovariano bovino, alguns autores mostraram que a adi-
¢do de um crioprotetor extracelular como a sacarose
no meio de remogao do crioprotetor pode aumentar as
taxas de sobrevivéncia folicular [21], uma vez que o

dano celular por choque osmético € causado ndo ape-
nas durante a exposi¢ao ao crioprotetor, mas também
durante a sua remogao [56].

Existem estudos indicando que a temperatura
de remocao do crioprotetor pode afetar a sobrevi-
véncia folicular pds-aquecimento. Por exemplo, foi
observado que a remocdo do crioprotetor realizada a
4, 30 ou 37°C afetou as taxas de foliculos ovarianos
ovinos previamente criopreservados, sendo a tempe-
ratura de 30°C a mais indicada [43]. Contudo, pelos
dados coletados em PNH, a temperatura de remogao
do crioprotetor ndo tem sido um fator crucial para o
sucesso do procedimento.

Diferentes técnicas de vitrificagdo comumente
utilizadas sdo as denominadas de dropping (ou em go-
tas) [63], criotubos com agulhas no topo [20], [Amina
de aluminio [61,62], agulhas [4,11], palhetas [40,60],
vitrificacdo em superficie sélida - VSS [32], bem como
cryotop [39]. A maioria dessas técnicas foi previamente
testada em mamiferos de laboratério ou domésticos.
Além dessas técnicas, um sistema que vem preservando
com sucesso a qualidade folicular durante a vitrifica-
cdo, consiste no OTC (ovarian tissue cryosystem em
inglés). O primeiro relato foi publicado [9], e testes
em tecido ovariano de PNH poderiam indicar se essa
seria mais uma possibilidade a ser considerada nos
procedimentos de vitrificagao.

Tabela 1. Descricdo de protocolos utilizados para a vitrificacdo de tecido ovariano de diferentes espécies de primatas ndo-humanos.

Espécie

Descri¢ao do protocolo

Composicao

Método

Vitrificacdo em TALP* (TALP com 15% SFB)
1) 10% Glicerol em TALP* (3 min) — temperatura ndo informada
2) 10% Glicerol + 20% EG (3 min) — temperatura nao informada

Macaca mulatta
[63]

3) 25% Glicerol + 25% EG (alguns segundos) — temperatura nao
informada
Fragmentos de 2 x 2 x I mm

Dropping (gotas de
meio de vitrificacdo)

Aquecimento
1) sacarose 0,5 M, 0,25 M e 0,125 M em TALP*, cada por 3 min, 37 °C
2) lavado em TALP* a 37 °C

(continua...)
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(...continuagdo)

Vitrificacdo (Duas solu¢des foram preparadas em H199* - H199
com 20% SSS)
VS1
1) EG 0,805 M + DMSO 0,64 M em H199* (10 min) a TA
2) EG 1,61 M + DMSO 1,28 M em H199* (10 min) a TA

3) EG 3,22 M + DMSO 2,56 M em H199* (5, 10, and 20 min) a TA .
VS2 Criotubo com agulhas

Macaca . . no topo, a fim de
fascicularis [20] 1) EG 1,61 M em H199" (10 min) a TA perfurar o tecido

2) EG 3,22 M em H199* (10 min) a TA ovariano
3) EG 5,64 M + PVP 5% em H199* (5, 10, and 20 min) a TA ’
Fragmentos de 10 x 10 x 1 mm
Aquecimento
1) sacarose 0,8 M em H199* por 1 min a TA
2) sacarose 0,4 M e 0,2 M em H199*, cada por 5 min, a TA
3) HI99* por 3h a TA

Vitrificagdo em HM* (HM com 15% SPS e 29 mg/mL 4cido
ascorbico)
1) 10% Glicerol (8 min) a 4 °C
2) 10% Glicerol + 20% EG (8 min) a 4 °C
Macaca mulatta 3) 25% Glicerol + 25% EG (5 min) a 4 °C
[61] Fragmentos de 3 x 3 x | mm
Aquecimento
1) sacarose 0,5 M, 0,25 M e 0,125 M em HM*, cada por 5 min, a 37
°C
2) HM* por 10 min a 37 °C

Lamina de aluminio,
acondicionada em
Criotubos.

Vitrificagdo em HM* (HM com 15% SPS e 29 mg/mL 4cido
ascorbico)
VS1
1) Glicerol 1,2 M em HM* (3 ou 8 min) a 37 °C
2) EG 3,6 M + gilcerol 1,2 M em HM* (3 ou 8 min) a 37 °C
3) EG 4,5 M + glicerol 3 M em HM* (1 ou 3 min) a 37 °C
VS2
1) Glicerol 1,2 M em HM* (3 ou 8 min) a 37 °C Lamina de aluminio,
2) EG 3,6 M + glicerol 1,2 M em HM* (3 ou 8 min) a 37 °C acondicionada em
3) EG 4,5 M + glicerol 3 M + polimeros sintéticos em HM* (1 ou 3 Criotubos.
min) a 37 °C
Fragmentos de 3 x 3 x | mm
Aquecimento
1) sacarose 0,5 M em HM* por 5 min a TA
2) sacarose 0,25 M em HM* por 5 min a TA
3) sacarose 0,125 M em HM* por 5 min a TA
4) HM* por 10 min a TA (2x) e HM* por 30 min a 37 °C
Vitrificagdo em MEM*(MEM com 20 mg/mL ASH)
1) DMSO 2,5%, EG 6,5%, PVP 0,625%, sacarose 0,25 M (7 min) a
TA
2) DMSO 5%, EG 13%, PVP 1,25%, sacarose 0,5 M (4 min) a TA
3) DMSO 10%, EG 26%, PVP 2,5%, sacarose 1 M (3 min) a TA
Fragmentos de 8 x 3 x | mm
Aquecimento
1) sacarose 1 M em MEM" por 15 s a 37 °C
2) sacarose 0,5 M, 0,25 M e 0 M em MEM*, cada por 5 min, a 37 °C

Macaca mulatta
[62]

Papio anubis [4] Agulhas

(continua...)
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(...continuagdo)

Vitrificagdo em PBS* (PBS com 10% ASH)
1) DMSO 10%, e EG 10% em PBS* por 2 min a TA
2) DMSO 20%, e EG 20% em PBS* por 30 s a TA
Fragmentos de 1 mm?3
Papio anubis [40] Aquecimento Palhetas 0,5 mL
1) sacarose 0,5 M em PBS* por 2 min a 37 °C
2) sacarose 0,25 M em PBS* por 1 min a 37 °C
3) sacarose 0,125 M em PBS* por 1 min a 37 °C
4) 10% de HSA em PBS* por 1 min a 37 °C

Vitrificagdo em HM* (HM com 15% SPS e 29 mg/ml 4cido
ascorbico)
VS1: EG 27% + glicerol 27% em HM*
VS2: EG 25,5% + DMSO 25,5% em HM*
Macaca mulatta 1) 25% VS1 ou VS2 (5 min) a 37 °C Palhetas
[60] 2) 50% VS1 ou VS2 (5 min) a 37 °C (6 x 65 mm)
3) 100% VS1 + polimeros ou VS2 + polimeros (1 min) a 37 °C
4) 1 mL VS1 + polimeros ou 1 mL VS2 + polimeros (10 min) ao
vapor de NL — palhetas
Fragmentos de 3 x 3 mm?

Aquecimento
1) sacarose 1 M em HM*, por 1 min, a 37 °C
2) sacarose 0,75 M, 0,5 M e 0,25 M em HM*, cada por min, a 37 °C
3) HM*por 10 min a 37 °C (2 x)

Vitrificagdo em MEM*(MEM com 25 mg/mL ASH)
1) EG 5% ¢ DMSO 5% a 4 °C
2) EG 10% e DMSO 10% a 4 °C
3) EG 20% e DMSO 20% a 4 °C
Tempo de exposicao em cada etapa:
Fragmentos de 0,5 x 1 x 1 mm (2,5; 2,5; 5 min)
Fragmentos de 1 x 1 x 1 mm (5; 5; 10 min)
Fragmentos de 1 x 1 x 1,5 mm (7,5; 7,5; 15 min)
Fragmentos de 1 x 1 x 2 mm (10; 10; 20 min)
Aquecimento
1) sacarose 1 M em MEM*por 15 s a 37 °C
2) sacarose 0,5 M e 0,25 M e 0 M em MEM*, cada por 5 min, a 37 °C

Papio anubis [32] VSS

Vitrificagdio em MEM* (MEM + 20 mg/mL ASH)
1) DMSO 2,5%, EG 6,5%, PVP 0,625%, sacarose 0,25 M (4 min) a
TA
2) DMSO 5%, EG 13%, PVP 1,25%, sacarose 0,5 M (4 min) a TA
Macaca 3) DMSO 10%, EG 26%, PVP 2,5%, sacarose 1 M (3 min) a TA
fascicularis [11] Fragmentos de 5 x 1 x 1 mm
Aquecimento
1) sacarose 1 M em MEM* por 15 s a 37 °C

2) sacarose 0,5 M, 0,25 M e 0 M em MEM*, cada concentrag¢do por

5 min a 37 °C

Agulhas

(continua...)
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(...continuagdo)

Vitrificacdo em TCM199* (TCM199 Hepes com SSS 20%)
1) EG 7,5% e DMSO 7,5% em TCM199* (15 min) a TA

Callithrix jacus
[39]

2) EG 15%, DMSO 15% e sacarose 0,5 M em TCM199* (30 min) a 4 °C.
Ovario inteiro
Aquecimento

Cryotop

1) TCM199*e sacarose 1 M por 3 min a 37 °C.
2) TCM199* e sacarose 0,5 M por 5 min (TA)
3) TCM199* por 15 min (TA) - 2x

IV. PRINCIPAIS METODOS DE ANALISE E FATORES QUE
INFLUENCIAM O SUCESSO DA VITRIFICACAO

Para uma comparagao subjetiva dos dados obti-
dos na literatura relacionada a PNH, o presente tépico
apresenta os métodos de andlise utilizados nos dez
trabalhos aqui apresentados, bem como os principais
resultados obtidos (ver Tabela 2).

Em geral, a eficiéncia de todos os protocolos
foi avaliada através de histologia cldssica. Quando a
morfologia folicular observada no tecido vitrificado
ndo foi mantida similar aquela verificada no tecido
fresco, as taxas de foliculos normais atingiram cerca
de 57%. Anélises realizadas imediatamente apds a crio-
preservacdo geralmente nao fornecem dados robustos
relativos a eficiéncia do procedimento, uma vez que a
qualidade folicular pode ser avaliada de maneira con-
sistente apds o cultivo in vitro ou transplante de tecido
ovariano previamente criopreservado [17,44]. Dos dez
estudos em PNH, trés apresentam resultados imedia-
tamente apds o aquecimento das amostras de tecido e
posterior remog¢do dos crioprotetores [20,39,40], cinco
apresentam resultados apds cultivo in vitro [32,60-63]
e dois apresentam resultados apds autotransplante
[4,11]. Contudo, € necessario reconhecer que métodos
eficientes de cultivo de FOPA ainda estdo sendo de-
senvolvidos, especialmente para PNH. Além disso, o
transplante do tecido ovariano também pode influenciar
a sobreviéncia e o desenvolvimento folicular.

Relatou-se o desenvolvimento in vitro de
foliculos primdrios para o estdgio de foliculos secun-
ddrios cultivados in vitro no tecido ovariano de Sapajus
apella, por 24 h [5]. Contudo, torna-se necessario
ainda investigar se esse desenvolvimento folicular
¢ sincronico, i.e. se odcito e células da granulosa
se desenvolvem de maneira conjunta permitindo o
funcionamento normal de ambos os compartimentos
foliculares, ou se os mesmos resultados seriam obtidos
ao cultivar tecido ovariano previamente vitrificado.
Além disso, em ovinos, foi observado que dependendo
da fase folicular, a vitrificacdo deve ser realizada na
forma de fragmentos ovarianos ou foliculos isolados.
Por exemplo, foliculos secundérios sobrevivem melhor
se vitrificados isoladamente e nio inclusos no tecido
ovariano [35]. Ndo menos importante, a manutencdo da
estrutura tridimensional pode ser um fator facilitador
para a sobrevivéncia e desenvolvimento folicular in
vitro [47,48].

Finalmente, o meio de criopreservacao [6,36]
ou o meio de cultivo in vitro apés aquecimento [19],
tem permitido uma maior sobrevivéncia folicular
[28,38]. A adicdo de antioxidantes e vitaminas para
manter transplantes frescos ou criopreservados vidveis
também tem sido relatada com sucesso [18,24,57], por
reduzir a massiva ativacdo folicular e consequente per-
da do pool de reserva imediatamente ap6s o transplante
de tecido ovariano [54].

Tabela 2. Resumo de andlises e resultados obtidos apos a vitrificagio de tecido ovariano de diferentes espécies de primatas nao-humanos.

Espécie

Descri¢ao

Analises

Resultados

Macaca mulatta e
M. fascicularis [63]

Cultivo in vitro 5 dias
Viabilidade folicular (sonda fluorescente)

70% foliculos vidveis imediatamente apos
vitrificagdo, e 89% foliculos vidveis apds
cultivo in vitro de tecido vitrificado.

(continua...)
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Macaca fascicularis
[20]

Morfologia (histologia cldssica - ultra-
estrutura)
Estimativa taxas de mitocOondrias intactas
Frequéncia de lisossomos

Apds aquecimento, 77-94% foliculos
normais. EG+DMSO superior a EG+PVP,
mas reduziu a percentagem de mitocdndrias
intactas e aumentou a frequéncia de
lisossomos.

Macaca mulatta [61]

Histologia cldssica
Marcador de mitose (PPH3 e BrdU)
Quantificacdo de foliculos secundérios
Cultivo in vitro (5 semanas) de foliculos
secundarios
sobrevivéncia e crescimento folicular
Producdo hormonal (E2, P4 e A4)

Foliculos primordiais, primdrios
e, especialmente, secunddrios bem
preservados. 74% foliculos pré-antrais
normais. Apés cultivo in vitro, proliferacao
das células da granulosa do tecido
vitrificado foi similar ao obtido de tecido
fresco. Contudo, taxa de sobrevivéncia foi
inferior, bem como a formagao de antro e
producdo hormonal.

Macaca mulatta [62]

Histologia classica
Marcador de mitose (PPH3)
Quantificacdo de foliculos secundarios
Cultivo in vitro (5 semanas) de foliculos
secunddrios
Sobrevivéncia e crescimento folicular
Producao hormonal (E2, P4 e A4)

57% e 74% de foliculos normais foram
observados no tecido fresco, nos foliculos
com 2 camadas e mais de 2 camadas,
respectivamente. Apds cultivo in vitro,
proliferacdo das células da granulosa do
tecido vitrificado foi similar ao obtido
de tecido fresco. Conduto, taxa de
sobrevivéncia foi inferior, bem como a
formacao de antro e produc¢do hormonal.

Papio anubis [4]

Autotransplante
Histologia cldssica
Densidade folicular
Imunohistoquimica
Detecg@o de fibrose

Decréscimo na densidade da populacdo
de foliculos primordiais, e na proliferagcdo
de células da granulosa dos foliculos
secunddrios, mas sem efeitos no
funcionamento folicular. Vitrificacdo
aumentou a taxa de fibrose tecidual. Foi
observado corpo liteo em todos os enxertos
apds 5 meses.

Papio anubis [40]

Histologia

84 e 67% foliculos normais foram
observados em tecido fresco e vitrificado,
respectivamente.

Macaca mulatta [60]

Histologia clédssica
Marcador de mitose (BrdU)
Quantificagdo de foliculos secundérios
Cultivo in vitro (6 semanas) de foliculos
secundarios
Sobrevivéncia e crescimento folicular
Producdo hormonal (E2, P4 e A4)

Morfologia de foliculos primordiais,
primdrios e secunddrios foi negativamente
afetada pela vitrificacdo combinando EG
e DMSO, quando comparada com EG +
glycerol. Apés cultivo in vitro, (foi cultivado
apenas foliculos secundarios do grupo
EG + glycerol e do controle) proliferacdo
das células da granulosa e a sobrevivéncia
folicular foram similares para os obtidos de
tecidos frescos ou vitrificados. Conduto, a
taxa de a formacdo de antro foi inferior. A
produ¢do de homdnimo foi menor que no
controle, mas ndo teve diferenca estatistica.

(continua...)
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Papio anubis [32]

Histologia classica
Marcador de apoptose (bax)
Cultivo in vitro (2 semanas)

Producdo hormonal (E2, P4 e A4)

Vitrificacdo reduziu as percentagens de
foliculos morfologicamente normais
(Controle fresco 92,6% e tratamentos

de 52,1% a 69,6% de foliculos

morfologicamente normais), reduziu a

produ¢do hormonal in vitro, € aumentou as
taxas de apoptose.

Autotransplante

Decréscimo na densidade da populagdo
de foliculos pré-antrais, e na proliferacao

Macaca fascicularis . S c .
f Histologia classica das células da granulosa de foliculos
(11] : . . .
Densidade folicular secundarios, mas sem efeitos no
Imunohistoquimica funcionamento folicular. Vitrificagdo
aumentou a taxa de fibrose tecidual.
Densidade e morfologia folicular foram
. . similares quando comparando ovarios
Histologia d P

Callithrix jacus [39]

Viabilidade (sonda fluorescente)
Integridade de DNA

frescos e vitrificados. Houve diminui¢io
na sobrevivéncia dos foliculos vitrificados
(86% para 69%). A integridade do DNA nao
foi afetada pela vitrificag@o.

V. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Comparar resultados de diferentes grupos
torna-se dificil quando variados métodos e pontos
de observagdo sao utilizados. Contudo, € possivel
observar que os avangos relacionados a vitrificacao
de tecido ovariano de PNH sdo promissores. Ainda
faz-se necessario comparar diferentes técnicas de vi-
trificacdo em tecido ovariano de PNH antes de definir
um protocolo a ser seguido na formagado de bancos de
germoplasma para essas espécies. Os crioprotetores EG
e DMSO t&€m se mostrado os crioprotetores de escolha
para a vitrificag@o de tecido ovariano, sendo utilizados
de maneira isolada ou combinados. Apesar da adi¢do
de crioprotetores extracelulares como a sacarose ser
rotineira, uma andlise sobre a eficiéncia desse agicar
ainda € necessaria. Além disso, outros métodos ou
substancias capazes de eliminar ou minimizar os danos

causados pelo estresse oxidativo e osmotico precisam
ser testados. Apesar das taxas de sucesso obtidas com
a vitrificacdo de tecido ovariano serem animadoras, a
sobrevivéncia e funcionalidade folicular apés cultivo
in vitro ou transplante do tecido ainda continuam
sendo um desafio. Muitos dos danos causados serdo
observados apenas durante ou apds a inducio do de-
senvolvimento folicular. Para tanto, € necessario um
maior aprofundamento sobre os mecanismos celulares
e moleculares envolvidos na vitrificacio, o desenvolvi-
mento de protocolos especificos de cultivo in vitro, bem
como o tratamento do tecido a ser transplantado para
reduzir os danos causados por hip6xia pés-transplante.
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