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VITRIFICACAO DE TECIDO OVARIANO DE ZEBRAFISH (Danio rerio)
UTILIZANDO UMA CAPSULA DE METAL*

Autor: Lis Santos Marques
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.
Co-orientador: Leandro Cesar de Godoy

RESUMO

O zebrafish (Danio rerio) tem se destacado na pesquisa biomédica
por sua homologia fisioldgica e genética aos humanos. No entanto, ha poucos
relatos sobre a criopreservacao ovariana desta espécie. Assim, pesquisamos a
utilizacdo de um recipiente de metal na vitrificacdo de tecido ovariano de
zebrafish. O objetivo foi avaliar a sobrevivéncia e o desenvolvimento in vitro de
foliculos de zebrafish apds a vitrificacdo de fragmentos ou ovarios inteiros
usando a capsula de metal. Primeiro, testamos quatro solugdes de vitrificacdo
(VS1 - 1,5 M metanol + 4,5 M propilenoglicol; VS2 — 1,5 M metanol + 5,5 M
Me,SO; VS3 — 1,5 M metanol + 4,5 M propilenoglicol + 0,5 M sacarose; VS4 —
1,5 M metanol + 55 M Me,SO + 0,5 M sacarose) e cinco estagios de
desenvolvimento folicular utilizando o teste de coloracdo supravital iodeto de
propidio combinado com diacetato de fluoresceina. Estes resultados mostraram
que os foliculos em estagio |, imaturos, apresentaram as maiores taxas de
sobrevivéncia celular e que VS1 foi a melhor solugdo em termos de viabiidade.
No Experimento 2, utilizou-se VS1 para vitrificar o tecido ovariano em
diferentes dimensfes (fragmentos ou ovarios inteiros) e em dois diferentes
recipientes (palheta de plastico ou capsula de metal). Para avaliar a
sobrevivéncia e o crescimento folicular dos foliculos em estéadio I, o didmetro
dos foliculos foi mensurado antes e depois de cultivo in vitro por 24 horas. A
morfologia folicular foi analisada por microscopia de luz apds vitrificacdo
utiizando a capsula de metal. Os dados mostraram que a morfologia de
foliculos imaturos foi bem preservada ap0s a criopreservacdo. A taxa de
sobrevivéncia folicular foi maior (P <0,05) em fragmentos vitrificados, quando
comparados com a vitrificacdo de ovarios inteiros. Ndo houve diferencas
significativas na sobrevivéncia e crescimento folicular entre os dois recipientes
de vitrificacdo, palheta de plastico ou cipsula de metal. No entanto, a capsula
de metal diminui os riscos de contaminacédo, pois € hermeticamente fechada
evitando contato com nitrogénio liquido e poder ser esterilizada, em vista que é
manufaturada em aco inoxidavel. Por essas razdes, acreditamos que a capsula
de metal tem um uso potencial em reproducdo humana para a vitrificacdo em
grau clinico de tecido ovariano.

Palavras-chave: zebrafish, foliculos ovarianos, vitrificacao, recipiente de metal.

' Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Produgdo Animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil (84 p.). Outubro, 2014.



VITRIFICATION OF ZEBRAFISH (Danio rerio) OVARIAN TISSUE USING A
METAL CAPSULE !

Author: Lis Santos Marques
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Co-supervisor: Leandro Cesar de Godoy

ABSTRACT

Zebrafish (Danio rerio) has excelled in biomedical research for its
physiological and genetic homology to humans. However, there are few reports
on ovarian cryopreservation of this specie. Thus, we studied the use of a metal
capsule to vitrify zebrafish ovarian tissue. The aim of this study was to assess
the survival and in vitro development of zebrafish follicles after vitrification of
fragmented or whole ovaries using the metal capsule. First, we tested four
vitrification solutions (VS1 - 1.5 M methanol + 4.5 M propylene glycol; VS2 - 1.5
M methanol + 5.5 M Me,SO; VS3 - 1.5 M methanol + 4.5 M propylene glycol +
0.5 M sucrose; VS4 - 1.5 M methanol + 5.5 M Me,SO + 0.5 M sucrose) and five
follicular developmental stages using fluorescein diacetate and propidium iodide
supravital staining test. These results showed that immature follicles, stage one,
presented the highest survival rates and VS1 the best vitrification solution in
terms of viability. In Experiment 2, we used VS1 to vitrify ovarian tissue in
different dimensions (fragments or whole ovaries) and tested two different
carriers (plastic straw or metal capsule). To evaluate follicular survival and
growth of stage I, we measured follicle diameter before and after twenty-four-
hour in vitro culture. The follicular morphology was analyzed by light microscopy
after vitrification using the metal capsule. Data showed that the immature
follicles morphology was well preserved after cryopreservation. Follicular
survival rate was higher (P<0.05) on vitrified fragments, when compared to
whole ovaries. There were no significant differences on follicular survival and
growth between the two vitrification devices, plastic straw or metal capsule.
However, the metal capsule being tightly sealed and manufactured in stainless
steel avoids contact with liquid nitrogen and can be sterilized reducing
contamination risk. These reasons lead us to believe that the metal capsule has
a potential use in human reproduction for the clinical grade vitrification of
ovarian tissue.

Keywords: zebrafish, ovarian follicles, vitrification, metal capsule.

! Dissertacéo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil (84 p.). Outubro, 2014.
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1. INTRODUCAO GERAL

A criobiologia vem se destacando na medicina reprodutiva, visto que
€ uma tecnologia importante na formacao de bancos de células germinativas
para a estocagem de DNA de gendtipos valiosos. Diversos trabalhos vém
obtendo resultados satisfatérios em criobiologia reprodutiva, incluindo
nascimentos apds o transplante de ovarios previamente congelados. Assim,
com a finalidade de preservar a fertilidade feminina, a criopreservacao de
tecido ovariano vem tendo cada vez mais destaque na area de biotecnologia
animal e humana, com aplicagcdes médicas e cientificas.

A criopreservacao € definida como a preservacdo da viabilidade
das células ou dos tecidos armazenados em baixas temperaturas, em estado
de quiescéncia, induzindo a parada das reacdes enziméaticas, possibilitando,
apdés o aquecimento do sistema, a restauracdo da atividade metabdlica
(Cheuiche et al., 2011).

A criopreservagdo de embrides € uma ferramenta consagrada
com taxas de sobrevivéncia e gestacao aceitaveis, de 96,9% e 40,5% na
vitrificacdo e de 82,8% e 21,4% no congelamento lento, respectivamente
(Valojerdi et al.,, 2009). E a criopreservacdo de o0citos tem evoluido,
especialmente com o0 uso de novos protocolos (Kuwayama, 2007; Dondorp et
al., 2012). No entanto, em ambas as técnicas a coleta de od4citos maduros
requer estimulacdo hormonal (Wang et al., 2009), o qual demanda tempo e,
infelizmente, na maioria das neoplasias malignas, ndo é possivel aguardar
esse tempo antes de iniciar o tratamento. Assim, a criopreservagao de tecido
ovariano é uma alternativa para a preservacao da fertilidade de mulheres que
necessitam de tratamentos téxicos as gbnadas, como quimioterapia, ou com
problemas de infertilidade que possa causar falha ovariana prematura
(Andersen et al.,, 2008; Zhou et al., 2010). Na medicina veterinéria, a
implantacdo de um banco de tecido ovariano pode ser aplicada para a
estocagem de DNA de animais de alto valor zootécnico, transgénicos ou
espécies em perigo de extincdo (Santos et al., 2010).

O zebrafish (Danio rerio) tornou-se um importante modelo no estudo
de genética, biologia do desenvolvimento e biomedicina (Kalueff et al., 2014).
Ele tem um papel cada vez mais expressivo na area da pesquisa médica uma
vez que o genoma do zebrafish possui semelhancas com o genoma humano
(Howe et al., 2013). Assim, o0 zebrafish é uma alternativa promissora como
modelo biologico para otimizar os protocolos de criopreservacdo para uso
humano. No entanto, apesar de iniUmeras tentativas de criopreservar embrides
e oocitos de peixes terem sido conduzidas (Guan et al., 2008, Zhang et al.,
2008), um protocolo bem sucedido ainda permanece inexistente. A grande
maioria das pesquisas utilizou a técnica de resfriamento lento, a qual requer um
procedimento controlado e gradual redugao de temperatura, entretanto, ocorre
o risco de cristalizacdo da agua intracelular que esta correlacionada com danos
de membrana. A vitrificagcdo, em contraste, na presenca de solucdes
crioprotetoras altamente concentradas, permite a reducdo brusca de
temperatura proporcionando a passagem do liquido para um estado vitreo
amorfo, evitando a formacéao de cristais de gelo.



15

Nos ultimos anos, uma variedade de procedimentos e recipientes de
transporte tém sido desenvolvidos para aumentar a eficiéncia da vitrificacéo, no
entanto, a maioria desses recipientes sdo confeccionados de polipropileno,
composto caracterizado por apresentar baixa condutibilidade térmica. Assim,
buscando alcancar uma alta taxa de resfriamento nas amostras, pesquisadores
tém desenvolvido técnicas colocando o material em contato direto com o
nitrogénio liquido (NL). Entretanto, esse procedimento pode acarretar a
contaminacd@o do material biolégico, inutilizando a amostra para transplante.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a sobrevivéncia e
o desenvolvimento in vitro de tecido ovariano de zebrafish apds vitrificacdo
utilizando um recipiente manufaturado em aco inoxidavel que, além de evitar o
contato direto com o vapor ou o proprio NL, é um excelente condutor de calor.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Criopreservacao nareproducao assistida

A criobiologia (do grego kryos = frio, bios = vida, e logos = ciéncia) é
o0 ramo da biologia que estuda os efeitos de baixas temperaturas em sistemas
biolégicos. A partir dos conhecimentos obtidos da criobiologia, desenvolveu-se
a criopreservacao.

A criopreservacao é definida como a preservacgao da viabilidade das
células ou dos tecidos armazenados em baixas temperaturas, em estado de
quiescéncia, induzindo a parada das rea¢des enzimaticas, possibilitando, ap6s
0 aquecimento do sistema, a restauracao da atividade metabdlica (Cheuiche et
al.,, 2011). Assim, essa biotecnologia vem sendo estudada por muitos
pesquisadores devido ao seu potencial no tratamento da infertilidade humana,
estocagem de DNA de animais de alto valor zootécnico, transgénicos ou
espécies em perigo de extingdo (Santos et al., 2010). Recentemente, também
vem sendo empregada para preservacdo de células-tronco destinadas a
medicina regenerativa (He et al., 2008).

Os primeiros sucessos obtidos na criopreservacdo foram
primeiramente relatados por Whittingham et al. (1972) e Wilmut (1972) para
embrides de camundongos e por Trounson & Mohr (1983) para embrides
humanos. Desde entdo, a criopreservacdo de embrides tornou-se uma
ferramenta consagrada com taxas de sobrevivéncia e gestacdo aceitaveis, de
96,9% e 40,5% na vitrificacdo e de 82,8% e 21,4% no congelamento lento,
respectivamente (Valojerdi et al., 2009). E a criopreservacdo de odécitos tem
evoluido, especialmente com o uso de novos protocolos (Kuwayama, 2007;
Dondorp et al., 2012; Al-Azawi et al., 2013). No entanto, em ambas as técnicas
a coleta de embrides e o6citos maduros requer estimulacdo hormonal (Wang et
al., 2009), a qual demanda tempo e, infelizmente, na maioria das neoplasias
malignas, ndo é possivel aguardar esse tempo antes de iniciar o tratamento.
Estima-se que mais de um terco das mulheres jovens expostas a terapia contra
0 cancer desenvolvem faléncia ovariana prematura (Chung et al., 2013). Assim,
a criopreservacao de tecido ovariano é uma alternativa para a preservacao da
fertiidade de mulheres que necessitam de tratamentos téxicos as gbnadas,
como quimioterapia, ou com problemas de infertiidade que possam causar
falha ovariana prematura (Andersen et al., 2008; Ting et al., 2011). Porém,
essa tecnologia também pode ser utilizada para qualquer mulher que deseja
prolongar o seu tempo de vida reprodutiva. Por outro lado, um fator que deve
ser avaliado € a idade da paciente. Considerando que a criopreservacao
destrdi certo niumero de foliculos e que mulheres em torno da menopausa tém
significativa perda de foliculos, ap6s o congelamento/aquecimento € improvavel
que se consiga foliculos suficientes para uma gestacao (Aubard et al., 2001).
Assim, para mulheres acima de 40 anos, a criopreservacao de tecido ovariano
pode ser ineficaz.

Na medicina veterinaria, a grande vantagem na criopreservacao do
tecido ovariano é nédo precisar de estimulacdo hormonal (Zhou et al., 2010),
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permitindo a coleta do material independente da idade ou fase do ciclo estral
(Saraiva et al., 2010). Essa particularidade € muito interessante, sobretudo
para animais de alto valor genético, cientifico ou sentimental que venham a

Obito de forma inesperada (Shaw et al., 2000).
2.2. Porque criopreservar tecido ovariano

O sucesso da criopreservacdo de tecido ovariano tem sido
amplamente demonstrado. Em animais, a criopreservagao de tecido ovariano
mostrou-se eficiente em diversas espécies incluindo murinos (Liu et al., 2001,
Liu et al., 2008; Wang et al., 2009), ovinos (Bordes et al., 2005; Onions et al.,
2007), caprinos (Santos et al., 2009), bovinos (Celestino et al., 2008), suinos
(Borges et al. 2009) e primatas ndo humanos (Ting et al., 2011; Lu et al., 2014).
Em humanos, estudos recentes relatam nascimentos apos transplante de
tecido ovariano que havia sido criopreservado (Donnez et al., 2004; Meirow et
al., 2005; Demeestere et al., 2007; Andersen et al., 2008; Roux et al., 2010;
Dittrich et al., 2012; Donnez et al, 2012), comprovando o avanco da
criopreservacao e do transplante ovariano.

Pesquisas tém demonstrado por analise histologica, que foliculos
pré-antrais presentes no tecido ovariano apds a congelacdo e descongelacdo
apresentam-se morfologicamente inalterados (Martinez-Madrid et al., 2004;
Thomaz et al., 2005; Amorin et al., 2012; Bos-Mikichi et al., 2012). Os odcitos
imaturos inclusos em foliculos pré-antrais, especialmente nos primordiais,
possuem caracteristicas que os tornam mais tolerantes a criopreservacao do
gue os odcitos maturos (Shaw et al., 2000). Dentre as quais, pode-se destacar:
a) o menor tamanho do odcito, bem como das células da granulosa (células de
suporte); b) baixa taxa metabdlica; c) estadio do ciclo celular (nucleo em
profase 1); d) numero restrito de células de suporte; e) auséncia de zona
pelicida e de granulos corticais e f) pequena quantidade de lipidios
intracitoplasméaticos sensiveis as baixas temperaturas (Shaw et al., 2000;
Kagawa et al., 2009; Hornick et al., 2012). Um experimento congelando tecido
ovariano ovino relatou que os foliculos imaturos podem ser criopreservados
sem danos irreversiveis ao seu DNA (Merdassi et al., 2011). Salehnia et al.
(2012) relataram que a vitrificagdo de tecido ovariano humano nao afetou a
morfologia de foliculos primordiais ou primarios e que nao houve sinal de
apoptose nessas células.

A criopreservacgdo do cortex ovariano também evita conflitos éticos,
religiosos e legais que pode haver na criopreservacdo de oo6citos e embrides,
principalmente quando esse procedimento é realizado na espécie humana
(Zhang et al., 2009). Desse modo, a criopreservacdo de tecido ovariano tem
despertado um grande interesse na reproducao clinica assistida em humanos,
especialmente para pacientes que necessitam de tratamento imediato contra o

cancer (Silber et al., 2012).
2.2.1. Criopreservacao de fragmentos de tecido ovariano

A criopreservacao de tecido ovariano € principalmente realizada
utilizando fragmentos pequenos com dimensdo menor ou igual a 2 mm
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(Ferreira et al., 2010). Em tecidos mais espessos poderia ndo ocorrer
adequada penetracdo do agente crioprotetor, assim ndo haveria completa
protecdo contra os danos causados pelo procedimento de criopreservacao.
Ferreira et al. (2010) observaram uma maior ocorréncia de alteragdes
morfolégicas quando o tecido ovariano bovino foi congelado em dimenséao
superior a 2 mm. Em outro trabalho desenvolvido recentemente, Lu et al.
(2014) avaliaram os efeitos de diferentes tamanhos de tecido ovariano de
babuinos sobre a eficiéncia da vitrificacdo. Os niveis de 17-B estradiol, bem
como a porcentagem de foliculos primordiais morfologicamente normais,
foram significativamente mais elevados em cortes de 0,5-1,5 mm do que em
cortes de 2 mm, 0s autores sugeriram, portanto, que fragmentos menores e
mais finos seriam mais adequados na vitrificagdo de tecido ovariano.
Entretanto, além do tamanho dos fragmentos, o tempo de exposicao, o tipo e
a concentragdo do crioprotetor desempenham um papel importante para o
sucesso da criopreservacao (Sheikhi et al., 2013).

A criopreservacdo de fragmentos de tecido ovariano seguida de
transplante tem obtido sucessos com nascimento de bebés saudaveis
(Donnez et al., 2004; Meirow et al., 2005; Demeestere et al., 2007; Andersen
et al., 2008; Roux et al., 2010; Dittrich et al., 2012; Donnez et al, 2012), no
entanto, a eficiéncia desse método ainda € baixa (Milenkovic et al. 2012).
Apos a reimplantagdo dos enxertos avasculares ha uma alta perda folicular
causada pela isquemia (Kim, 2010). Além disso, a distribuicdo de foliculos
pré-antrais no cértex ovariano humano é desigual, dificultando a avaliacdo
guantitativa e qualitativa da populacdo folicular em fragmentos de ovario
(Vanacker et al., 2013).

2.2.2. Criopreservacao de ovario inteiro

De acordo com Milenkovic et al. (2012) a maior parte da perda
folicular ndo acontece durante o procedimento de criopreservagdo, e sim
durante o processo isquémico. Deste modo, a criopreservacao de ovario inteiro
tem sido investigada com o objetivo de alcancar anastomoses vasculares e 0
funcionamento do 6rgao apds o transplante (Martinez-Madrid et al., 2004; Kim,
2010). Além de evitar o longo periodo de isquemia, e a consequente perda
folicular, um grande pool de foliculos é transplantado quando se mantem o
ovario intacto, ao contrario do que ocorre nos fragmentos de tecido ovariano
(Brannstrom & Milenkovic, 2010).

A criopreservacdo de ovario inteiro mostrou restaurar a fertilidade
em ratas (Milenkovic et al. 2012) e ovelhas (Courbiere et al., 2009), porém uma
alta taxa de perda folicular foi observada. Arav et al. (2010) relataram seis anos
de funcdo ovariana ap6s congelamento e transplante, realizado por meio de
anastomose microvascular, de ovarios intactos. Em humanos, as pesquisas em
criopreservacao e transplante de ovario inteiro ainda estdo nos estagios iniciais
(Rodriguez-Wallberg & Oktay, 2012).

No entanto, o transplante vascular de ovarios inteiros
criopreservados tem duas limitacbes principais: a dificuldade técnica em
proceder a reanastomose e o desafio de criopreservar um Orgao intacto
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(Brannstrom & Milenkovic, 2010). Estas questdes devem ser resolvidas em
pesquisas com modelos experimentais antes de chegarem a clinica humana
como um procedimento experimental.

2.2.3. Avaliacao de foliculos ovarianos apés criopreservacéao

A eficiéncia da criopreservacgéo do tecido ovariano pode ser avaliada
atraveés de diferentes parametros, entre eles: a viabilidade celular, por meio de
corantes vitais e/ou marcadores fluorescentes (Chambers et al., 2010); a
manutencao da morfologia dos foliculos e do estroma ovariano, analisados por
microscopia de luz e eletronica de transmisséo (Sheikhi et al., 2011; Sheikhi et
al., 2013); e pelo desenvolvimento folicular in vitro (cultivo in vitro) ou in vivo
(transplante) (Telfer & Zelinski, 2013).

Sheikhi et al. (2013) relatam que a microscopia eletrGnica permitiu a
visualizacdo detalhada das alteraces ultra-estruturais em foliculos e no
estroma, apoés criopreservacao de tecido ovariano.

Autores afirmam que a analise histologica apresenta limitaces, pois
nem sempre a capacidade de desenvolvimento folicular pode ser
correlacionada com a manutencdo da morfologia celular (Martinez-Madrid et
al., 2004). Sabe-se que a criopreservacgao pode acarretar ruptura da membrana
celular, ocasionando a morte das células. Assim, corantes vitais como azul de
Trypan (Zampolla et al., 2011) ou marcadores fluorescentes, como o diacetato
de fluoresceina (DAF) e o iodeto de propidio (PI) (Tsai et al., 2009b; Zampolla
et al., 2009) tém sido usados para analise da viabilidade celular dos foliculos
apos isolamento do tecido ovariano. As moléculas apolares de DAF entram na
célula e sdo hidrolisadas por esterases produzindo um composto polar de
fluoresceina. Em células viaveis, a fluoresceina é incapaz de atravessar a
membrana intacta, que se acumula no citoplasma da célula, enquanto que em
células danificadas ocorre perda de fluoresceina através da membrana celular.
Células vivas com membranas intactas sao distinguidas pela sua capacidade
de excluir o Pl que facilmente penetra em células mortas ou danificadas e se
liga &s fitas de DNA e/ou RNA, gerando uma fluorescéncia vermelha brilhante
(Zampolla et al., 2009). Assim, no teste DAF + IP, os foliculos fluorescentes
verdes brilhantes s&o considerados viaveis e os vermelhos brilhantes inviaveis.

Além dessas técnicas, o cultivo in vitro dos foliculos pode ser uma
ferramenta importante na avaliacado da eficiéncia da criopreservacao (Anil et al.,
2012), bem como o transplante do tecido ovariano pos-descongelamento (Liu
et al., 2008; Santos et al., 2009; Lee et al., 2014).

2.3. Métodos e etapas da criopreservacao

Os protocolos de criopreservacdo podem ser classificados em dois
grandes grupos como "protocolos de equilibrio” ou lentos e "protocolos sem-
equilibrio" ou super-rapidos (vitrificacdo), conforme a curva de resfriamento e
0S agentes crioprotetores utilizados (Rosato & laffaldano, 2013). Ambos os
protocolos baseiam-se nos mesmos principios de proteger as células dos
danos devido a formacao de gelo intracelular, da desidratacao célula excessiva
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e das alteracdes nas concentracdes de solutos. O congelamento lento é
considerado o método convencional de criopreservacdo, no entanto, a
vitrificagdo surgiu como um método alternativo ao congelamento lento (Rall &
Fahy, 1985), e atualmente vem sendo amplamente utilizada para a
conservacao de tecido ovariano (Zhou et al., 2010).

O congelamento lento requer um procedimento controlado e gradual
de temperatura, através do uso de congeladores programaveis, entretanto,
ocorre 0 risco de cristalizacdo que estd correlacionada com danos de
membrana. A vitrificacdo, em contraste, na presenca de solu¢des crioprotetoras
altamente concentradas, permite a reducdo brusca de temperatura
proporcionando a passagem do liquido para um estado vitreo amorfo, evitando
a formacao de cristais de gelo (Rodriguez et al., 2011). No entanto, a auséncia
de cristalizacdo, ndo exclui a possibilidade da ocorréncia de danos celulares,
como por exemplo, de origem téxica ou osmdética. As lesdes toxicas sdo
comuns no processo de vitrificacdo, devido a necessidade do uso de altas
concentracbes de solucdes crioprotetoras, porém o grau de toxicidade vai
depender das propriedades dos crioprotetores, somadas ao tempo e a
temperatura de exposicdo (Bertolini et al., 2005). O método de vitrificacdo, além
de ser um procedimento extremamente rapido, apresenta a vantagem do custo
reduzido, jA que nado requer a utilizacdo de um equipamento programavel de
congelacgéo (Yavin et al., 2009).

O processo de criopreservacédo, independente de congelamento
lento ou vitrificacdo, € constituido basicamente pelas seguintes etapas: 1)
exposicdo a solucdo crioprotetora (periodo de equilibrio); 2) resfriamento e
reducdo gradual da temperatura ou vitrificacdo; 3) estocagem em NL; 4)
descongelacdo ou aquecimento e 5) remoc¢ao da solucéo crioprotetora (Santos

et al., 2008).
2.3.1. Vitrificacao

A matéria em condigbes normais existe em um dos trés estados:
gas, liquido ou sélido. Mas, e o estado vitreo ou amorfo? E um estado de
matéria que combina a estrutura ordenada dos materiais solidos cristalinos,
com a estrutura desordenada, caracteristica dos liquidos (Wowk, 2010). O
resultado do "liquido so6lido" é chamado de vidro. Os atomos no estado vitreo,
embora apresentem um arranjo desordenado, apresentam uma posicao fixa
(Figura 1). O vidro resulta de um arrefecimento rapido de materiais que foram
fundidos, tornando-se rigidos, sem adquirirem uma estrutura soélida cristalina. O
processo inverso da fusdo é a cristalizacdo, que ocorre através do
arrefecimento do liquido a mesma temperatura que ocorre a fusdo. Esse
processo de tornar-se vidro por arrefecimento é chamado de vitrificacdo (do
grego vitri = vidro). Assim, para que ocorra vitrificacdo é necessario que o
arrefecimento seja rapido, ndo havendo tempo para que ocorra a
reorganizacao da estrutura atdbmica dos materiais, requerida pela cristalizacao

(Zarzycki et al., 1991).
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Estado solido Estado vitreo

FIGURA 1. Arranjos dos estados fisicos da matéria.

A transicdo para o estado vitreo ndo envolve mudancas quimicas,
apenas mudancas fisicas na viscosidade do liquido (Wowk, 2010).

A vitrificac&o, em criobiologia, pode ser definida como o processo no
qual um liquido solidifica sem cristalizacdo, mas também, de acordo com
Taylor-Robinson et al. (2014), pode ser considerada pelo aumento extremo na
viscosidade das solucdes a baixas temperaturas. De modo a induzir o
fenbmeno em condi¢Bes praticas, existem duas exigéncias: concentracfes
relativamente elevadas de agentes crioprotectores (4 a 8 mol/L) e altas
velocidades de resfriamento e aquecimento (> 20.000 °C/min ou superior)
(Vajta, 2013).

De acordo com Sharma et al. (2010) a vitrificacdo poderia minimizar
as crioinjurias no citoesqueleto e nas membranas celulares devido as altas
taxas de resfriamento obtidas por essa técnica.

Essa metodologia tem se tornado popular por dispensar
equipamentos, ja que a exposicado ao NL pode ser feita de maneira eficiente em
uma pequena caixa de isopor (Vajta, 2010). Outra vantagem dessa técnica €
ser extremamente rapida quando comparada ao congelamento lento que tem
duracdo de aproximadamente 3 h enquanto que a vitrificagdo requer apenas
alguns minutos (Al-Azawia et al., 2013).

Bos-Mikich et al. (1995) monstraram que a vitrificacdo de odcitos
murinos, ndo ocasiona danos cromossémicos ap0s 0 aquecimento, e que O
desenvolvimento fetal se assemelha aqueles obtidos de fertilizacdo in vitro.
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Trabalhos tém relatado, ainda, que a vitrificacdo ndo aumenta a incidéncia de
apoptose das células do estroma ou dos foliculos primordiais ou primarios em
tecido ovariano humano (Salehnia et al., 2012; Sheikhi et al., 2013). Além
disso, Dominguez et al. (2013) relataram n&o haver distirbios no metabolismo
de embribes desenvolvidos a partir de odcitos vitrificados.

Recentemente, um experimento avaliou o efeito da vitrificacdo de
oo0citos murinos sobre o comportamento da prole adulta, e os resultados
mostraram que a vitrificacdo dos o0citos ndo causou alteragdes significativas,
quer na locomocao ou na coordenacdo motora dos descendentes (Liu et al.,
2013). Além disso, a prole de odcitos vitrificados ndo apresentaram alteracdes
no comportamento emocional.

Assim, a vitrificacdo vem sendo amplamente utilizada, em
mamiferos, para a conservacdo de ceélulas, tecidos e érgdos reprodutivos,
como o ovario (Zhou et al., 2010; Carvalho et al., 2013; Fathi et al., 2013), e
tem mostrado resultados promissores na preservacdo dos foliculos e do
estroma de diversas espécies, incluindo os seres humanos (Isachenko et al,
2009;. Keros et al, 2009; Sheikhi et al, 2011; Sheikhi et al, 2013).

BN

As principais desvantagens relacionadas a vitrificagcdo s&o o
estresse osmotico e a toxicidade causada pela solucéo crioprotetora, os quais
tém efeitos deletérios as células (Lee et al., 2010). De acordo com Vajta (2010)
€ possivel minimizar os danos através da utilizacdo de rapidas taxas de
resfriamento, que reduzem a toxicidade dos crioprotetores e diminuem o tempo
de exposicdo da célula as temperaturas criticas. O aumento da velocidade da
curva reduz as lesbes da porcdo lipidica das membranas celulares e do
citoesqueleto, por passar rapidamente pelas zonas térmicas criticas (Arav,
2014).

Segundo Arav (2014) quanto menor o volume da amostra, maior a
probabilidade de vitrificacdo, pois volumes menores permitem uma melhor
transferéncia de calor, facilitando assim uma maior taxa de resfriamento.

2.3.2. Agentes crioprotetores

Os agentes crioprotetores sdo compostos quimicos naturais ou
sintéticos utilizados a fim de proteger as células das injurias causadas durante
o congelamento e descongelamento. Entre as fun¢cBes dos crioprotetores, a
principal € remover e/ou substituir o liquido intracelular (Ebertz & McGann,
2004). Rosato & laffaldano (2013) ressaltaram que os crioprotetores séo
necessarios para aumentar a permeabilidade da membrana e a desidratacdo
parcial da célula, diminuindo o ponto de congelamento, e reduzindo assim a
formacéo de cristais de gelo intracelulares.

As caracteristicas ideais descritas por Fahy (2010) para um agente
crioprotetor foram baixo peso molecular, baixa toxicidade e alta capacidade de
atravessar a membrana celular.

Os crioprotetores intracelulares sdo substancias orgéanicas bastante
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solUveis e de baixo peso molecular capazes de penetrar nas celulas e conduzir
sua acao protetora por todo o citoplasma e organelas, por isso, também sao
chamados de crioprotetores permeaveis (Hubalek, 2003). Merino et al., (2011)
citou o etilenoglicol, o dimetilsulfoxido (Me,SO), o propilenoglicol e o glicerol
como o0s crioprotetores intracelulares mais utilizados. O glicerol é usado
frequentemente na criopreservacdo de sémen de diferentes espécies e tem
baixa toxicidade. No entanto, o glicerol ndo é recomendado para a
criopreservacdo de odcitos e tecido ovariano devido a sua baixa solubilidade
(Rodriguez-Wallberg & Oktay, 2012). Ja o etilenoglicol, o propilenoglicol e o
Me,SO, por outro lado, possuem alta solubilidade na agua e penetram
rapidamente nas células. O Me,SO tem peso molecular 78 e é rapidamente
permeavel através das membranas (Hubalek, 2003). O propilenoglicol tem
peso molecular 76 e € caracterizado por uma baixa toxicidade, sendo
considerado atualmente como um composto ndo-genotoxico ou carcinogénico
(Aye et al., 2010), bem como o etilenoglicol que possui peso molecular 62 e é
um dialcool com rapida capacidade de difusdo (Baudot & Odagescu, 2004).

O uso de alcoois monovalentes é pouco frequente, devido a sua alta
toxicidade. No entanto, o metanol e, em menor concentragéo, o etanol, podem
ser eficazes na criopreservacao de algumas células procariéticas e eucariéticas
(Hubalek, 2003). Zhang et al. (2005) sugeriram que o metanol, devido ao seu
baixo peso molecular (32) tem uma alta taxa de permeabilidade, superando
significativamente o Me,SO. Além disso, em um teste de exposi¢ao por 30 min,
o metanol foi menos téxico que o Me,SO para embrides de zebrafish (Zhang et
al., 1996).

Os crioprotetores extracelulares sado agucares ou polimeros de alto
peso molecular e, portanto, ndo conseguem penetrar no interior das células,
assim, sdo denominados também de ndo permeéveis (Hubélek, 2003). Por
serem compostos hidrofilicos, eles se ligam as moléculas de agua,
aumentando a viscosidade da solucéo e diminuindo a formacéao de cristais de
gelo (Fahy, 2007).

Frequentemente os crioprotetores extracelulares sdo associados aos
crioprotetores intracelulares para controlar a reidratacdo celular durante o
aquecimento (Yavin et al., 2009). A adicdo de sacarose, por exemplo, a
solucao crioprotetora ou solucdo de aquecimento leva a retencdo de agua no
meio extracelular de forma que a saida de crioprotetor seja mais rapida que a
entrada de agua na célula, diminuindo o estresse osmotico e a cristalizagdo no
meio intracelular (Fahy, 2007). Godoy et al. (2013) relatou que presenca de
sacarose na solucéo de vitrificacdo aumentou a viscosidade e a temperatura de
transicdo vitrea, consequentemente, melhorando a vitrificacdo. Os acucares
também podem reduzir a toxicidade quimica dos crioprotetores, pois 0 aumento
da viscosidade permite que se reduza a concentracdo de crioprotetor e,
portanto, a toxicidade (Rodrigues et al., 2008; Godoy et al., 2013). Estudos
relataram que elevadas concentracdes de sacarose em solucdes crioprotetoras
e de aquecimento aumentam as taxas de sobrevivéncia oocitaria em termos de
fertilizacdo e desenvolvimento embrionario (Bianchi et al., 2005; Borini et al.,
2006; Bianchi et al., 2007).



24

Ambos crioprotetores, intracelulares e extracelulares, interagem com
os fosfolipidios na membrana celular conferindo uma maior estabilidade a
membrana (Dong et al., 2009). Assim, o0s crioprotetores agem diminuindo a
fragilidade das membranas e reduzindo danos.

De acordo com Fahy et al. (2004) os efeitos toéxicos dos
crioprotetores sdo os proprios de cada agente, efeito fisico-quimico e osmético.
Estratégias, como o uso de crioprotetores menos toxicos e a combinacdo de
dois ou trés, tem sido utilizadas nos procedimentos de criopreservacao (Vajta &
Nagy 2006).

2.3.3. Danos celulares causados pela criopreservacao

Apesar dos sucessos recentes em criobiologia reprodutiva, com
nascimentos de descendentes saudaveis tanto por congelamento lento quanto
por vitrificacdo (Setti et al., 2014), sabe-se que a exposicdo aos crioprotetores,
a reducdo de temperatura e o0 posterior aquecimento da amostra
criopreservada ocasionam danos celulares estruturais e metabdlicos (Kopeika
et al., 2005; Vajta & Kuwayama, 2006; Gosden, 2011). Por outro lado, de
acordo com Vajta & Nagy (2006) os odcitos e 0s embribes possuem
capacidade de reparar parcial ou totalmente os danos, possibilitando a
retomada do desenvolvimento.

O congelamento € resultado de duas fases chamadas de nucleacéo
e crescimento dos cristais. A nucleacdo consiste na associacdo de moléculas
para formar uma pequena particula ordenada e estavel, a qual servira de base
para a formacdo do cristal. A adicdo organizada de moléculas de agua aos
nuacleos formados faz aumentar o tamanho dos cristais, e 0s solutos
concentram-se no meio extracelular, criando um gradiente osmotico. Esses
dois fendbmenos, a formacao de cristais de gelo e 0 aumento da concentracéo
de soluto, sdo as principais causas de lesdo e morte celular associadas a
criopreservacdo (Wong et al., 2014). Assim, os protocolos de criopreservacao
visam desidratar 0 espacgo intracelular, consequentemente minimizando a
formacdo de gelo intracelular e mantendo a concentracdo de soluto baixa
(Smith & Silva e Silva, 2004). O agente crioprotetor, por exemplo, atua durante
o processo de desidratacdo provocando a saida de agua do citoplasma para
diluir a alta concentracdo de soluto extracelular. A agua, entdo, congela
externamente, consequentemente evitando a formac&o de cristais de gelo
intracelular.

Ao contrario do congelamento lento, a velocidade de resfriamento
durante a vitrificagdo é extremamente rapida (> 20.000 °C/min ou superior)
(Vajta, 2013). Consequentemente, agua passa do estado liquido para um
estado vitreo, sem exposi¢cdo ao estégio cristalino (Rall & Fahy, 1985). Assim,
as taxas de resfriamento ultra-rapidas reduzem as lesGes decorrentes do
resfriamento, da porgéo lipidica das membranas celulares e do citoesqueleto,
por passar rapidamente pelas zonas térmicas criticas (Vajta & Kuwayama,

2006).

A sobrevivéncia da célula, durante a criopreservacdo, esta
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fortemente relacionada com a integridade da membrana plasmatica, pois essa
atua como uma barreira semipermeével entre o citoplasma e o meio externo.
Muldrew & McGann (1994) presumem que o gelo se forma através da
membrana plasmatica apds uma lesao, resultante de um gradiente de pressao
osmoética e efluxo de &gua causados pelo resfriamento. Os danos de
membrana também parecem estar relacionados com a composicao lipidica da
membrana, que influencia diretamente suas propriedades bioquimicas e
biofisicas, inclusive a resisténcia ao estresse térmico (Zeron et al., 2002; Arav
& Zvi, 2008). A composicao lipidica da membrana parece variar de acordo com
0 desenvolvimento e tipo celular. Tsai et al. (2009a) mostraram, em zebrafish,
que a sensibilidade ao resfriamento dos foliculos ovarianos variou de acordo
com o estadio de desenvolvimento. Provavelmente, essa variagdo esta, em
parte, relacionada com a composicao fosfolipidica e concentracdo de colesterol
da membrana (Zeron et al., 2002).

A presenca de lipidios, seja na forma de goticulas lipidicas
intracitoplasméticas ou na composi¢cdo da membrana celular, parece ser um
fator limitante no sucesso da criopreservagcao, principalmente em suinos
(Dobrinsky, 2001), felinos (Luvoni, 2006; Galiguis et al., 2014) e peixes
(Isayeva et al., 2004). Embrides produzidos in vitro sdo mais sensiveis ao
resfriamento do que os produzidos in vivo, e essa caracteristica tem sido
atribuida a quantidade de lipidios no interior da célula (Pryor et al., 2011).
Assim, procedimentos experimentais, tais como a centrifugacéo (Galiguis et al.,
2014) e a remocao por micromanipulacdo (Men et al.,, 2011; Higaki et al.,
2013), tém sido propostos visando reduzir o alto teor lipidico de odcitos e
embrides, aumentando a sobrevivéncia apos a vitrificacao.

As goticulas lipidicas intracitoplasmaticas estdo fortemente ligadas
aos filamentos intermediarios do citoesqueleto (Okada et al., 2014) e acredita-
se que essa interacdo esta relacionada a manutencdo da morfologia celular
(Bodin et al., 2005). As mudancas de estado fisico, além de alterarem as
propriedades fisico-quimicas dos lipidios intracelulares, podem causar
deformacéo e ruptura do citoesqueleto (Isachenko et al., 2001).

Durante a criopreservacdo, o estresse osmaético pode alterar as
propriedades fisico-quimicas e a integridade do citoesqueleto dos odcitos,
conduzindo a progressdo anormal da divisdo meidtica e o retardamento do
desenvolvimento embrionario (Wong et al., 2014). Além disso, a ruptura da
arquitetura do citoesqueleto pode causar anomalias cromossdmicas, bem como
a citocinese anormal, e consequentemente falhas na fertilizacdo e no
desenvolvimento (Eroglu el al., 1998).

Danos no fuso meidtico ja foram relatados apés a vitrificacdo de
oocitos de bovinos (Hyttel et al., 2000), suinos (Rojas et al., 2004), ovinos
(Succu et al., 2007), camundongos (Gomes et al., 2008) e humanos (Martinéz-
Burgos et al., 2011). A preservacao do fuso meidtico de o6citos em metafase |l
(maturos) € a principal dificuldade da criopreservacao destas estruturas. Nesta
fase, os cromossomos estdo alinhados sobre a placa equatorial e os
microtUbulos ligados aos cromossomos estao estendidos (Rodriguez-Wallberg
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& Oktay, 2012), tornando-se mais vulneraveis as crioinjurias. Rojas et al. 2004
propds que a criopreservacao de odcitos imaturos seria uma alternativa para
essa questao, pois nesta fase o fuso meiético ndo esta organizado ainda.

A formacéo de cristais de gelo intracelular acarreta danos nas cristas
e na matriz das mitocondrias (Bonetti et al., 2011). Mazoochi et al. (2008) ao
vitrificarem tecido ovariano murino observaram reducgéo de cristas mitocondriais
e alteracbes na morfologia mitocondrial. No entanto, em um estudo de
vitrificagdo de odcitos humanos, verificou-se matriz elétron-densa e cristas bem
preservadas (Bonetti et al., 2011). A preservacao da morfologia e da atividade
mitocondrial é essencial para o desenvolvimento oocitario e embrionério, uma
vez que essa organela é responsavel pela producdo de energia celular
(Shahedi et al., 2013). As mitocdndrias também tém sido investigadas em
embrides criopreservados, pois o ATP produzido pelas mitocondrias é
fundamental na regulagéo do desenvolvimento durante a embriogénese inicial,
incluindo a divisdo celular e replicacdo do DNA gendémico (Van Blerkom, 2011).
Em embrides de zebrafish, apés congelamento lento, foi observado um
aumento do nivel de mutacdo no DNA mitocondrial (Kopeika et al., 2005).

As células sdo submetidas a uma série de fatores durante a
criopreservacdo que podem causar danos ao DNA, entre eles: efeitos
especificos e inespecificos de crioprotetores; alteracdes da pressdo osmatica;
redistribuicdo nos compostos idnicos; alteracdes do pH; desidratagéo; transicao
de fase de biopolimeros; sobrecarga mecanica causada pelos cristais de gelo;
efeito do aumento da presséo hidrostatica e a acdo de radicais livres (Kopeika
et al., 2005; Sharma et al., 2010; Riesco et al., 2012). Apesar de haverem
muitos estudos sobre os danos da criopreservagcéo na morfologia e viabilidade
celular, ainda s&o poucos os estudos que investigam os efeitos que a
criopreservacdo pode causar ao DNA. Trabalhos tem citado a producao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) como principais responsaveis, direta ou
indiretamente, pelos danos as proteinas, lipidios e DNA (Riesco et al., 2012;
Zhang et al.,, 2013). Um estudo em ratas mostrou que O processo de
criopreservacdo de células da granulosa de tecido ovariano, ocasionou
estresse oxidativo, fragmentacdo de DNA e apoptose (Zhang et al., 2013). A
apoptose, morte celular programada, é ativada por mecanismos intrinsecos e
extrinsecos, como estresse oxidativo e dano no DNA. Morfologicamente é
caracterizada pela condensacao da cromatina, fragmentacao do DNA, perda de
volume celular, formacdo de protuberancias na membrana plasmatica e de
corpos celulares condensados (Hussein, 2005). A apoptose do tecido ovariano
causada pelo processo de criopreservacdo acarreta a reducao do numero de
foliculos sobreviventes. Assim, estudos tem avaliado a ocorréncia de apoptose
apos criopreservacdo de tecido ovariano. Trabalhos relataram aumento do
processo apoptotico nas células foliculares apds congelacao/descongelacao de
tecido ovariano humano (Rimon et al., 2005; Fauque et al., 2007).

Tanto o resfriamento quanto o aquecimento aumentam a producao
de ERO causando alteragcdes no metabolismo oxidativo. O aumento das ERO
esta relacionado com o estresse osmotico ocasionado pelas concentracdes
elevadas de crioprotetores e as alteragdes fisico-quimicas da célula durante os
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procedimentos de criopreservacdo (Tatone et al., 2010). A producao
desequilibrada de ERO resulta em peroxidacdo de grande quantidade de
lipidios da membrana plasmatica acarretando perda de fluidez e alteracdo de
permeabilidade (Li et al., 2010).

2.3.4. Sistema aberto versus sistema fechado

A vitrificacdo pode ser realizada por contato direto (sistema aberto)
ou indireto (sistema fechado) com o nitrogénio liquido (NL). Os sistemas
abertos possibilitam o resfriamento mais rapido, no entanto, esses sistemas
podem apresentar risco de contaminacdo e transmissao de doengas. De
acordo com Bielanski (2012), o NL é uma fonte potencial de contaminacéo
microbiana, portanto, as amostras biolégicas devem ser protegidas em
recipientes hermeticamente fechados e de alta qualidade. Uma adicional
precaucdo sugerida pelo autor é a desinfeccdo peridédica dos recipientes,
evitando assim a ocorréncia de contaminacgao cruzada.

Os criotubos séo os recipientes mais populares em laboratérios para
a criopreservacao e armazenamento de tecido ovariano em NL. No entanto, o
NL pode se infiltrar para dentro desses frascos, podendo acarretar
contaminagcdo microbiana, e inclusive explosfes acidentais apés a retirada do
frasco do NL (Chen et al., 2006). Portanto, a contaminacdo pode ocorrer
durante os procedimentos de criopreservacao ou durante 0 armazenamento em
recipientes indevidamente selados ou danificados (Parmegiani et al., 2010).

Neste contexto, novas abordagens para a prevencado do risco de
contaminagao estéo sendo investigadas, tais como evitar o contato direto com
NL, e a esterilizacdo do NL por filtracdo (McBurnie et al., 2002; Lin et al., 2011)
ou por radiacdo ultravioleta (Parmegiani et al., 2010). Entretanto, o0s
tratamentos por filtracdo e radiacdo ndo garantem a auséncia de contaminacao
do material biolégico por virus (Hawkins et al., 1996). A atencdo a seguranca
do material biolégico criopreservado aumentou significativamente apds uma
transmissdo de hepatite B humana através do transplante de medula 0ssea
criopreservada em NL (Tedder et al., 1995).

A utilizacdo de sistemas fechados, tais como o criotubo (Tsang &
Chow, 2010), o Cryo Tip (Kuwayama et al., 2005), o Cryopette (Keskintepe et
al., 2009) e o VitriSafe (Vanderzwalmen et al., 2009), apesar de eliminarem o0s
riscos de contaminacdo durante a vitrificacdo e o armazenamento, apresentam
uma reducdo muito lenta da temperatura (<2.000°C/min) quando comparados
aos sistemas abertos (>20.000°C/min) (Vanderzwalmen et al., 2009). Em um
estudo comparativo, a taxa de sobrevivéncia de odcitos apoés vitrificagdo foi
significativamente maior no sistema aberto (91%) em comparacdo com o
fechado (82%) (Papatheodorou et al., 2013). Os protocolos de vitrificacdo em
sistema fechado requerem o transporte das amostras em um recipiente selado
antes do contato com o NL. Deste modo, o isolamento térmico, retarda a taxa
de resfriamento na amostra, podendo ocorrer danos pela formacéao de cristais
de gelo (Panagiotidis et al., 2013). No intuito de acelerar a reducdo de
temperatura em um sistema fechado asséptico, Aquino et al. (2014)
desenvolveram um recipiente manufaturado em aco inoxidavel (Figura 2), que
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além de ser um excelente condutor de temperatura, evita o contato direto com
0 vapor ou o proprio NL. Apés a vitrificagdo de tecido ovariano bovino neste
recipiente de metal, os autores observaram elevadas taxas de foliculos
primordiais e primarios morfologicamente normais.

FIGURA 2. Cépsula de metal desenvolvida por Aquino et al. (2014)

2.4. Zebrafish (Danio rerio) como modelo biolégico

O zebrafish (Danio rerio) é um teledsteo tropical de agua doce,
pertencente a familia Cyprinidae e € caracterizada pelo pequeno tamanho,
podendo atingir em torno de 4-5 cm de comprimento (Spence et al., 2008).
Essa espécie possui dimorfismo sexual, no qual os machos sdo mais afilados e
geralmente dourados na regido ventral (Figura 3A), e as fémeas sdo mais
prateadas e arredondadas na regido ventral (Figura 3B), o que é mais evidente
no periodo préximo da desova.

é
é

FIGURA 3. Dimorfismo sexual em zebrafish, macho (A) e fémea (B)
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O zebrafish € um peixe oviparo, ou seja, a fertilizacdo e o
desenvolvimento s&o externos. A maturidade sexual é atingida por volta de 10-
12 semanas de vida e as fémeas podem desovar a cada 2-3 dias, sendo que
cada desova pode conter centenas de odcitos (Lawrence, 2007). Entre as
vantagens dessa espécie, esta o fato de os embribes serem translicidos,
permitindo aos pesquisadores visualizar em tempo real todos os estagios do
desenvolvimento embrionario.

Recentemente, foi descrita & semelhanca genética de 70% entre
humanos e zebrafish, apresentando 12.719 genes em comum (Howe et al.,
2013), tornando possivel o estudo de doencas e fenbmenos de forma
extremamente controlada, com resultados cientificos detalhados e relevantes.

A popularidade do zebrafish como modelo bioldgico deve-se as suas
caracteristicas de alta fecundidade, pequeno tamanho, tempo de geragdo
rapido, transparéncia optica durante a embriogénese e homologia genética com
humanos (Lawrence, 2007). Todas essas vantagens o tornaram um importante
modelo vertebrado em varias areas de investigacao, tais como a biologia do
desenvolvimento, a fisiologia, a genética e a criobiologia. Além disso, o custo
de criacdo e manutencao é inferior a de outros animais utilizados na pesquisa,
por exemplo, na criagdo de camundongos é cerca de trés vezes maior que a de
zebrafish (Lieschke & Currie, 2007).

2.5. Estrutura e fisiologia do ovario do zebrafish

O ovario, além da sua funcdo enddcrina, é responsavel por garantir
o desenvolvimento dos foliculos e possibilitar a ovulacdo de odécitos aptos a
serem fecundados. Os ovarios de peixes foram classificados em trés tipos,
sincrénico, grupo sincronico e assincronico, de acordo com o padrdo de
desenvolvimento folicular (Wallace & Selman, 1981). No ovario sincrono, os
foliculos crescem, maturam e ovulam simultaneamente. O ovério do tipo grupo
sincrono apresenta pelo menos duas populacées de foliculos em diferentes
fases de desenvolvimento. Os teledsteos com esse tipo de ovario, geralmente
ovulam uma vez por ano e 0s o0citos sao liberados num intervalo de tempo
relativamente curto. JA os chamados assincronos, possuem foliculos em
diferentes fases de desenvolvimento, 0os quais sdo liberados a medida que se
tornam maduros. Estudos histolégicos da estrutura ovariana do zebrafish
descreveram o ovario do zebrafish como assincrono (Cakici & Ugiincii, 2007;
Kog & Akbulut, 2012; Connolly et al., 2014).

2.5.1. Morfologia ovariana

O zebrafish apresenta um par de ovarios alongados, cada um com
aproximadamente um centimetro, localizados bilateralmente entre a parede
abdominal e a bexiga nadatdria. A estrutura € suspensa por um mesovario
vascularizado e um curto oviduto conduz os odcitos para o exterior (Menke et
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al., 2011). No corte histolégico € possivel visualizar os foliculos ovarianos em
diferentes estadios de desenvolvimento (Connolly et al., 2014).

Apesar de o zebrafish possuir sexos separados (gonocoristicos),
eles séo classificados como hermafroditas transitorios, pois no periodo larval
entre 10 a 25 dias pos-fecundacdo (dpf), as gbnadas inicialmente
desenvolvem-se em ovarios (Dranow et al., 2013). Em aproximadamente
metade da populacdo, o tecido ovariano posteriormente se degenera e €
invadido por células somaticas, produzindo um estagio gonadal intersexual que
resulta em um testiculo (Devlin & Nagahama, 2002).

Em ovarios de mamiferos, a divisdo mitética das ceélulas germinais
se completa antes do nascimento. Assim, o niumero de odcitos a ser ovulado é
limitado ao namero de foliculos primordiais que sdo gerados durante a
embriogénese. Em contraste, em vertebrados ndo mamiferos com elevada
fecundidade, como o zebrafish, o nimero de odcitos pode ser infinito (Draper et
al., 2007). No ovério adulto destas espécies, as células germinativas mitoticas
tém caracteristicas citologicas de oogonias, assim a formacdo de o0Ocitos
ocorre continuamente ao longo da vida (Nakamura et al., 2011).

2.5.2. Oogénese

A oogénese em teledsteos é um processo dinamico, no qual ocorre
a formacéo, crescimento e maturacao dos odcitos.

As principais etapas do desenvolvimento folicular sédo a formacao de
células germinativas primordiais (CGPs), a transformacdo de CGPs em
oogobnias e, posteriormente, a sua transformacdo em odécitos primarios, com o
inicio da meiose (Lubzens et al., 2010). O desenvolvimento de CGPs esta
associado a deposicdo de genes maternos na forma de transcritos de RNA em
regides especificas do oocito durante o seu desenvolvimento (Hashimoto et al.,
2004). Em zebrafish, as CGPs sao identificadas oito dpf e sdo essenciais para
a determinacdo do sexo feminino através da manutencdo da expressédo de
genes especificos do ovario (Okuthe et al., 2014). A transformacédo de CGPs
em oogobnias envolve mudancas estruturais e cada oogbnia multiplica-se por
mitose. Nesta etapa, as oogbnias tornam-se rodeadas por uma monocamada
de células da granulosa que secretam a lamina basal, separando o estroma
ovariano. Ao redor da lamina basal esta a camada tecal que se associa aos
vasos sanguineos. O odcito formado pela camada interna da granulosa, a
lamina basal e a camada externa de células da teca constitui o foliculo ovariano
e da origem ao oocito primario (Lubzens et al., 2010). De acordo com Selman
et al. (1993) a transicdo de oogbnia para o0cito primario € também
caracterizada pelo inicio da primeira divisdo meiotica.

Selman et al. (1993) classificaram o desenvolvimento dos od0citos em
zebrafish em cinco estadios baseados em critérios morfoldgicos e em eventos
fisioldgicos e bioquimicos (Figura 4).
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FIGURA 4. Estadios de desenvolvimento oocitario em zebrafish. (I) crescimento
primario; (1) cortical-alveolar; (Ill) vitelogénese; (IV) maturacéo; e (V) maturo.

O estéadio | (fase de crescimento primario) é dividido em duas fases:
pré-folicular (diametro entre 7 e 20 um) e folicular (diametro entre 20 e 140
um). Na fase pré-folicular, o6cito encontra-se rodeado por uma Unica camada
de células pré-foliculares e o nucleo deste odécito é grande em relacdo ao
citoplasma. Em leptoteno, a cromatina apresenta um aspecto filamentoso e
numerosos pequenos nucléolos sdo visiveis. Devido a essa configuracao,
alguns autores classificam essa fase como cromatina-nucléolo (Lubzens et al.,
2010). Com o avanco da meiose, com 0s od6citos em zigéteno prosseguindo
para paquiteno, 0S cromossomos se tornam mais visiveis. Na fase folicular, no
inicio de dipléteno, os odcitos sdo individualizados pelas células pré-foliculares
que rompem o0s cistos, formando os foliculos ovarianos. Os odcitos se
desenvolvem dentro de foliculos ovarianos e apresentam multiplos nucléolos,
que se dispdem perifericamente, junto ao envoltério nuclear. Essa
conformacao, também confere a fase outra nomenclatura chamada perinuclear
(Lubzens et al., 2010). Durante esta fase ocorre uma intensa proliferacdo de
organelas, diferenciacdo das células foliculares e tecais e o citoplasma se
apresenta levemente basofilico devido ao acimulo de RNA (Selman & Wallace,
1989).

No estédio Il (fase alvéolo cortical), os o6citos sdo distinguidos pelo
aparecimento de alvéolos corticais de tamanhos variaveis. Esta fase também
foi denominada como vitelogénese primaria. Os alvéolos corticais sdo vesiculas
de glicoproteinas limitadas por membranas e eles se localizam proximos aos
complexos de Golgi, que se acredita participarem da sintese de seu conteudo.
A medida que o o6cito aumenta, os alvéolos corticais aumentam em ndmero e
tamanho, preenchento o citoplasma. Células especializadas aparecem na teca
e pressupde-se que elas secretam o0s esterbides necessarios para 0
crescimento do odcito.
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No estadio lll (vitelogénese), vitelogeninas hepéticas induzidas por
esterbides sao sequestradas pelos od6citos através de endocitose. As
vitelogeninas sdo glicoproteinas de fosfolipidos que contribuem para a
producédo de proteinas que sao essenciais para o desenvolvimento embrionario
(Connolly et al., 2014). O odcito continua perdendo sua basofilia, o foliculo se
torna mais opaco e a vesicula germinal € completamente invisivel (Wallace &
Selman, 1989). Os lipidos que se acumulam no citoplasma do oécito originam
de lipoproteinas do plasma e das vitelogeninas (Lubzens et al., 2010).

No estadio IV (maturacdo), a vesicula germinal (GV) migra para a
periferia do odcito, ocorre a quebra da vesicula germinativa (GVBD) e o
envelope nuclear rompe-se (Lessman, 2009).

No estadio V (maduro), os oo6citos maduros séo liberados no lumen
do ovario e estdo prontos para serem fertilizados.

2.5.3. Controle hormonal da maturacao oocitaria

O hipotalamo produz o horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), que atua na hipofise estimulando a secre¢cdo do horménio luteinizante
(LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH). As gonadotrofinas, por sua vez,
regulam a foliculogénese e subsequentemente, a produgcdo de hormodnios e
fatores de crescimento a partir do ovéario. A fase de crescimento esta sob o
controle de FSH e a fase de maturacédo ocorre principalmente sob a influéncia
de LH. So et al. (2005) sugeriram que o FSH e o LH exercem os seus efeitos
sobre as funcbes ovarianas através de receptores de membrana localizados
nas células da granulosa e da teca. O FSH regula a secrecdo de 178 estradiol
(E2) e a incorporacdo de vitelogenina nos odcitos (Kwok et al., 2005). O LH
estimula a producao de 17a, 20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a, 203-DHP).

O FSH se liga aos receptores acoplados nas ceélulas da teca
estimulando a producéo de E2. Durante vitelogénese, o E2 produzido pelas
células foliculares estimula os hepatécitos a produzirem vitelogenina. A
vitelogenina é levada via corrente sanguinea até o ovario, onde participam da
formacdao de vitelo e da zona pelucida (Clelland & Peng, 2009).

Em zebrafish, como em muitos teledsteos, a maturacdo oocitaria é
desencadeada pelo horménio 17a, 203-DHP, que atua sobre um receptor de
esterdides na membrana plasmatica do odécito (Hanna et al., 2006). O LH se
ligar aos seus receptores nas células foliculares e induz a secrecdo de
esterdides indutores da maturacdo (MIS) pelas células da granulosa. Em
consequéncia ocorre retomada da meiose no odcito, a migracado da GV e sua
posterior quebra (GVBD). O MIS mais comum identificado em varias espécies
de peixe, inclusive no zebrafish, € o 17a, 203-DHP (Ge, 2005). O 17a, 20B-
DHP atua ativando o fator promotor da maturacéo (MPF).

Lister & Van Der Kraak (2008) revelaram que as prostaglandinas, em
zebrafish, podem induzir a ovulacdo e também atuar como feroménios para
estimular o comportamento de desova.
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3. HIPOTESES

3.1. A vitrificacdo pode ser eficiente na criopreservacdo de tecido
ovariano de zebrafish;

3.2. Todas as etapas do processo de vitrificacdo podem ser
realizadas em um sistema fechado, garantindo maior seguranca a amostra a
ser criopreservada;

3.3. A utilizacdo de um recipiente manufaturado em aco inoxidavel
que possibilite a vitrificacdo fragmentos ovarianos ou um ovario inteiro néo
altera a morfologia e viabilidade folicular;

3.4. A vitrificacdo de fragmentos de tecido ovariano ou ovario inteiro
realizada em um recipiente fechado de metal ndo afeta a capacidade de
desenvolvimento folicular;

3.5. A céapsula de metal pode ser mais eficiente na vitrificacdo de
tecido ovariano de zebrafish do que a palheta de plastico.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar a sobrevivéncia e o desenvolvimento in vitro de tecido
ovariano de zebrafish (Danio rerio) apds vitrificagdo utilizando um recipiente
manufaturado em aco inoxidavel, que permite a criopreservacdo de varios
fragmentos de foliculos ovarianos ou ovario inteiro.

4.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito de quatro solucbes de vitrificacdo (VS1 — 1,5 M
metanol + 4,5 M propilenoglicol; VS2 — 1,5 M metanol + 5,5 M Me,SO; VS3 —
1,5 M metanol + 4,5 M propilenoglicol + 0,5 M sacarose; VS4 — 1,5 M metanol +
55 M Me,SO + 0,5 M sacarose) apés aquecimento sobre a viabilidade
folicular, através das sondas fluorescentes diacetato de fluoresceina (DAF) e
iodeto de propidio (IP);

Avaliar a capacidade de desenvolvimento folicular in vitro, através do
cultivo in vitro (CIV) dos foliculos em estadio |, apds vitrificacdo de fragmentos
e ovario inteiro em palheta de plastico e no novo recipiente de metal,

Avaliar a morfologia dos foliculos, por meio da histologia, apés
vitrificagcdo em sistema fechado utilizando o novo recipiente de metal.
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Abstract

Cryopreservation of ovarian tissue is an emerging area in human
assisted reproduction and oncology. Zebrafish (Danio rerio) has excelled in
biomedical research for its physiological and genetic homology to humans.
Previous studies of our group has shown that the use of a metal capsule for the
cryopreservation of bovine ovarian fragments results in very good primordial
and primary follicle morphological integrity after vitrification. The aim of this
study was to assess the survival and in vitro development of zebrafish follicles
after vitrification of fragmented or whole ovaries using the same metal capsule.
First, we tested four vitrification solutions (VS1 - 1.5 M methanol + 4.5 M
propylene glycol; VS2 - 1.5 M methanol + 5.5 M Me2SO; VS3 - 1.5 M methanol
+ 4.5 M propylene glycol + 0.5 M sucrose; VS4 - 1.5 M methanol + 5.5 M
Me2SO + 0.5 M sucrose) and five follicular developmental stages using
fluorescein diacetate and propidium iodide supravital staining test. These
results showed that immature follicles, stage one, presented the highest survival
rates and VS1 the best vitrification solution in terms of viability. In Experiment
2, we used VS1 to vitrify ovarian tissue in different dimensions (fragments or
whole ovaries) and tested two different carriers (plastic straw or metal capsule).
To evaluate follicular survival and growth of stage I, we measured follicle
diameter before and after twenty-four-hour in vitro culture. The follicular
morphology was analyzed by light microscopy after vitrification using the metal
capsule. Data showed that the immature follicles morphology was well
preserved after cryopreservation. Follicular survival rate was higher (P<0.05) on
vitrified fragments, when compared to whole ovaries. There were no significant
differences on follicular survival and growth between the two vitrification
devices, plastic straw or metal capsule. However, the metal capsule being
tightly sealed and manufactured in stainless steel avoids contact with liquid
nitrogen and can be sterilized reducing contamination risk. These reasons lead
us to believe that the metal capsule has a potential use in human reproduction
for the clinical grade vitrification of ovarian tissue.
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Introduction

Ovarian tissue cryopreservation has been widely studied, duo to
its potential use in human fertility preservation. Zebrafish (Danio rerio) has
become an important model in the study of human genetics and physiology,
developmental biology and biomedicine [1, 2]. Thus, zebrafish is a valid
alternative as a biological model to optimize cryopreservation protocols for
human use.

To date, the two traditional cryopreservation methods are slow-rate
freezing and vitrification. Slow-rate freezing is the most commonly used method
for the cryopreservation of human ovarian tissue and embryos [3, 4]. Traditional
slow-rate freezing requires a controlled and gradual cooling rate. However,
there is the risk of ice formation inside the cell, which may be correlated with
membrane damage and cell death. In contrast, vitrification uses highly
concentrated cryoprotectant solutions, allowing fast rates of cooling and
resulting a glassy state, therefore avoiding ice crystals formation inside the
cells. In humans, studies have suggested that the vitrification could be more
effective than slow-rate freezing in terms of morphological integrity, particularly
the ovarian stroma [5, 6, 7]. However, to date there is only one baby born from
vitrification of human ovarian tissue [8].

The advantage of cryopreserving ovarian samples is that it does not
need hormonal stimulation [9], allowing the collection of material regardless of
age or stage of estrous cycle. This feature is very positive, particularly for
women who need gonadotoxic treatment [10] as for oncologic patients.
Cryopreservation is predominantly performed with small tissue fragments [11],
which, after warming, can be used for follicle in vitro maturation [12],
xenotransplantation [13] or autotransplantation, both orthotopic or heterotopic
[14]. Nevertheless, in different species of animals cryopreservation and
transplantation of whole ovaries proved to be effective including mice [15, 16],
rabbit [17], canine [18] and sheep [19, 20].

In recent years, a variety of carrier and procedures have been
developed to increase the efficiency of vitrification, and majority of these
devices aim to achieve a very high cooling rate [21]. Among them, we can
mention the cryoloop [22], nylon mesh [23], hemi-straw [24], cryotop [25],
vitrification spatula [26] and plastic blade [27]. Researchers have achieved
satisfactory results in cell viability using these devices to vitrify embryos and
oocytes. However, these devices are open systems that allow the contact of the
biological material with the liquid nitrogen (LN2) with the potential risk of
contamination. Among the closed systems, there are the cryotube [28] and
plastic straw [29]. However, these devices present some problems: cryotube
has a relatively thick wall with low thermal conductivity, and the plastic straw,
during the sample recovery after cryopreservation, must have its ends cut off,
which may lead to material loss.

In 2012, with the purpose of accelerating temperature reduction in
the sample, our group developed a vitrification technique in a metal closed
system [30]. The technique consists in placing the sample in a handmade
aluminium foil shell. The bottom of the shell comes in contact with the LN2
before being stored in a cryotube. In order to improve the technique, our group
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created a metal capsule manufactured in stainless steel, which is an excellent
thermal conductor. Moreover, it is a closed system that prevents direct contact
with vapor or liquid nitrogen. Recently, a protocol for cryopreservation of bovine
ovarian tissue was reported [31], on which high rates of primordial (93%) and
primary (80%) follicle viability were obtained using this metal capsule. However,
the authors presented only light microscopy analysis of tissue viability and no
post-cryopreservation follicle survival in terms of in vitro or in vivo development.

The main objective of the present study was to assess the survival
rate and in vitro development of vitrified-rewarmed zebrafish ovarian tissue
cryopreserved in a stainless steel capsule.

Our results showed that the morphology and viability of immature
follicles were preserved after ovarian tissue cryopreservation using the metal
capsule. The survival rate and follicular growth in the cryopreserved groups
were significantly lower than the control group. However, there was no
difference between the plastic straw and the metal capsule. Taken together, our
data suggests that the metal capsule has the potential to be used for
therapeutic human ovarian tissue cryopreservation, because it protects the
sample against a possible contaminant in the liquid nitrogen.

Materials and Methods

Chemicals

Unless otherwise stated, the chemicals used were purchased from
Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA).

Animals and Ethics

Zebrafish (Danio rerio) were maintained in filtered and aerated 40 L
aquaria at 27°C under a 14/10 h (light/dark) photoperiod. Fish were fed four
times a day with TetraMin® dry flake fish food (Tetra, Germany).

All the experimental procedures and protocols described in this study
were approved by the Ethics Committee of our Institution (Federal University of
Rio Grande do Sul). Permit Number: 25676.

Ovaries collection

Ovaries were collected from six-month-old adult females, euthanized
with a lethal dose of tricaine methane sulfonate (0.6 mg/mL) for 5 min and
decapitated. Ovaries were collected and placed in a Petri dish containing 90%
Leibovitz L-15 medium (pH 9.0) supplemented with L-glutamine.
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Experiment 1 - Ovarian follicles using four different
vitrification solutions viability after vitrification.

The aim of Experiment 1 was to test the effects of four different
vitrification solutions on ovarian follicle viability.

The cryopreservation procedures are an adaptation of two published
vitrification protocols [31, 32]. All cryoprotectants and warming solutions were
prepared in Leibovitz L-15 medium (pH 9.0) supplemented with L-glutamine.
Ovaries were carefully removed from the Leibovitz L-15 medium and exposed
to the equilibrium solution (ES) for 15 minutes at room temperature (RT).
Vitrification procedures are illustrated in Figure 1. The ES1 contained 1.5 M of
methanol and 2.25 M of propylene glycol, and in ES2 contained 1.5 M of
methanol and 2.75 M of dimethyl sulfoxide (Me,SO). Next, ovaries were divided
into four different vitrification solutions (VS): VS1 (1.5 M of methanol and 4.5 M
of propylene glycol), VS2 (1.5 M of methanol and 5.5 M of Me,S0O), VS3 (1.5 M
of methanol, 4.5 M of propylene glycol and 0.5 M of sucrose) and VS4 (1.5 M of
methanol, 5.5 M of Me,SO and 0.5 M of sucrose). The ovaries were kept in the
different vitrification solutions for 90 sec, and then gently transferred with a
minimum volume of medium to the metal capsule [31]. The bottom of the metal
capsule was placed in contact with LN2, tightly sealed and immediately plunged
in LN2 for storage. After two to seven days, the metal capsule was removed
from the LN2 for rewarming. The metal capsule remained at RT for 30 sec,
exposed to water bath at 28°C and then opened. Ovaries were removed and
transferred to the first warming solution containing 1 M sucrose for 1 min, then
to the second solution containing 0.5 M sucrose for 3 min and finally to the third
solution of 0.25 M sucrose for 5 min, at RT.
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Vitrification procedures

Ovaries collection (n 15)

N~ o e

Ovaries were exposed two d|fferent ES's for 15 min Non-vitrified ovaries
(Control)

@@@@@
Q@ @@

Ovaries were exposed four Ovaries were placed into The metal chamber
different VS's for 90 sec the metal chamber was plunged in LN2

Figura 1. Vitrification procedures of zebrafish ovaries. Equilibrium solution (ES)
and vitrification solutions (VS).

Control fresh ovaries were maintained in L-15 medium (pH 9.0) at RT
(23-25°C) until staining. Cryopreserved and control follicles were isolated by
gentle pipetting in Leibovitz L-15 medium and washed three times in phosphate
buffered saline (PBS) (pH 9.0). Five developmental stages were selected: stage
| (primary growth); stage Il (cortical alveolus); stage Il (vitellogenic); stage IV
(maturation) and stage V (mature) according to Selman et al. [33]. Ovarian
follicle viability was assessed by the method described by Jones and Senft [34].
A stock solution of fluorescein diacetate (FDA) was prepared by dissolving 5
mg/mL FDA in acetone. The FDA working solution was prepared by adding 20
ML of stock solution in 5 mL of PBS. The propidium iodide (PI) solution was
prepared by dissolving 1 mg of Pl in 50 mL PBS. Ovarian follicles were
incubated in drops containing 100 yL (2 pg) FDA working solution and 30 pL
(0.6 pg) PI solution in the dark for 3-4 min at RT. Cell viability assessment was
performed on an inverted fluorescence microscope (Opton, TNI-51-IMU). The
bright green fluorescent follicles were considered viable (Figure 2A) and the
bright red stained follicles were considered non-viable (Figure 2B).
Experimental and control groups were composed by at least 100 ovarian
follicles in each group, and the experiments were repeated three times.
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Figure 2. Fluorescein diacetate and propidium iodide assays. Bright green
fluorescent follicles, stage I, are viable (A) and bright red fluorescent follicles,
stage V, are non-viable (B). Bar=200 pm.

Experiment 2 — In vitro culture of ovarian follicles after
vitrification using two different dimensions and
cryopreservation systems.

The aim of Experiment 2 was to evaluate the effect of two different tissue
sizes (fragment or whole ovary) vitrified in two different devices (metal capsule
or plastic straw) on follicular survival and growth.

Fragments containing stage | follicles were carefully dissected from the
ovaries and cut into thin slices (2 mm) using syringe needles. The ovarian
pieces were stretched so that stage | follicles could easily be observed.
Dissections of ovarian fragments were performed within a maximum of 20 min
at RT.

Vitrification and rewarming protocols were the same as described in
Experiment 1. VS1 from Experiement 1, which showed the highest stage |
follicle viability was selected to be used in Experiment 2. In all groups, the
samples were vitrified with minimum volume of vitrification solution.

Four vitrification treatments were tested: whole ovary in 5 mL plastic
straw (Minitib, Tiefenbach, Germany) (Group 1), whole ovary in metal capsule
(Group 2), ovarian fragments in 5 mL plastic straw (Group 3) and ovarian
fragments in metal capsule (Group 4). Groups 3 and 4 were performed with
tissue fragments of 0.4-0.5 mm long and 2 mm thick containing stage | ovarian
follicles.

After vitrification/rewarming, stage | follicles were isolated and classified
as described before (Experiment 1) and the follicles were selected according to
their diameter (between 90-140 pm). Using an in vitro culture protocol based on
previously published protocols [35, 36, 37] with some modifications, the
selected follicles were washed three times with L-15 medium 90% (pH 9.0),
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before being randomly distributed into 96 well plates containing 200 pL of L-15
medium 90% (pH 9.0) supplemented with 0.5 mg/mL follicle stimulating
hormone (FSH), 20% fetal bovine serum (FBS) and 100 pg/mL gentamycin. All
follicles, including fresh controls were individually cultured in the wells for 24 h
at 28°C. Survival was assessed in terms of follicular diameter increase. Further,
growth was evaluated by measuring diameters, before and after in vitro culture
(IVC), on an ocular micrometer under an inverted light microscope (Carl Zeiss,
Axiovert 135, Germany).

The experimental and control groups were composed by 96 ovarian
follicles and experiment was repeated three times.

Histological analysis of ovarian follicles

The aim was to assess morphological integrity of ovarian follicles
after vitrification in VS1 using the metal capsule by light microscopy.

Whole ovaries were fixed in 10% buffered formalin and prepared for
histological analysis, as described by Prophet et al. [38].

The histological evaluation of the control group and the vitrified
ovaries was descriptive, and based on criteria described by Selman et al. [33].

Statistical Analysis

Variables between groups in Experiments 1 and 2 were analyzed using
the statistical package SAS 9.2 (2009), passing the normality test, followed by
analysis of variance, with mean comparison by Duncan test (P<0.05).

Results

Experiment 1 - Ovarian follicles viability assessment
using four different vitrification solutions after
vitrification.

Table 1 shows follicular viability among the five stages within each group.
Stage | follicles showed the highest viability percentage in VS1 after rewarming
(Table 1). Therefore, VS1 was chosen to be used in Experiment 2. Stage Il
follicular viability was superior than observed in stages Ill, IV and V in groups
VS1, VS3 and VS4 (P<0.05).
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Table 1. Follicular viability of the five development stages within each group
after vitrification.

Control VS1 VS2 VS3 V&4

Stage V (%) V (%) V (%) V (%) V (%)

| 95.74+2.44  76.84°+2.28 49.40°+36.46 54.62°+13.30 64.17°+16.34
I 96.66+3.05 43.14°+12.05 20.27%°+16.34 40.50°+4.76 45.66°+19.33
Il 91.82+11.70 8.68°+4.25 6.67°+4.89 9.36°+8.16  13.24°+10.13
IV 90.95+5.34  1.29°¢1.52  7.06°+36.46  2.30°+3.18  0.98"+0.98
V. 88.98+3.32  0.30°+0.52 0.00" 0.59°+1.03  0.30°+0.52

V: viable. Control (fresh ovaries), VS1 (1.5 M of methanol and 4.5 M of propylene glycol), VS2
(1.5 M of methanol and 5.5 M of Me,SO), VS3 (1.5 M of methanol, 4.5 M of propylene glycol
and 0.5 M of sucrose) and VS4 (1.5 M of methanol, 5.5 M of Me,SO and 0.5 M of sucrose).
Averages followed by different letters in the same column indicate significant difference. Duncan
(P<0.05).

Table 2 compares follicular viability of stages | and Il among groups. In
stage I, the results showed no significant difference among the control group
(95.74%), VS1 (76.84%) and VS4 (64.17%). In stage Il, there was significant
difference among control and vitrified groups.

Table 2. Follicular viability of stage | and Il among groups.

Control VS1 VS2 VS3 VS4

Stage vV %) V (%) V (%) V (%) V (%)

I 05.74%+2.44  76.84%°+2.28  42.45°+36.46 54.62°+13.30 64.17%°+16.34

Il 96.66%+3.05 43.13°°+12.05 20.27°+16.34 40.50°+4.76  45.66°+19.33

V: viable. V: viable. Control (fresh ovaries), VS1 (1.5 M of methanol and 4.5 M of propylene
glycol), VS2 (1.5 M of methanol and 5.5 M of Me,S0O), VS3 (1.5 M of methanol, 4.5 M of
propylene glycol and 0.5 M of sucrose) and VS4 (1.5 M of methanol, 5.5 M of Me,SO and 0.5 M
of sucrose). Averages followed by different letters in the same row indicate significant
difference. Duncan (P<0.05).
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Experiment 2 — In vitro culture of ovarian follicles after
vitrification using two different dimensions and
cryopreservation systems.

Follicular survival rate in control group (86.11%) was significantly higher
compared with all four vitrified groups (Figure 3). Among the vitrified groups,
Group 3 had the highest rate of follicle survival, however, there was no
difference between Group 3 and Group 4 (31.25%; P<0.05). Figure 3 shows
that Group 2 had the lowest follicular survival (12.85%) but, there is no
significant difference between Group 2 and Group 1 (23.61%; P<0.05). These
results suggest that vitrification of ovarian tissue fragments increase the
chances of follicular survival in stage I, when compared with whole ovary.

100 -
a
90 | 86,11%1,58

80 -
70 A

60 -

b

50 38.1947,35 ., . PC

31,25+11,46
40 A cd

23,616,69
30 -

d
20 A 12,85%2,62

0

Control Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Follicular survival rate (%)

Figure 3. Survival rate of vitrified/rewarmed stage | ovarian follicles after 24 h in vitro culture.
Group 1 (whole ovary in 5 mL plastic straws), Group 2 (whole ovary in metal capsule), Group 3
(fragments in 5 mL plastic straws), Group 4 (fragments in metal capsule). Bars labelled with
commom letters do not differ significantly (P<0.05) from each other (mean * SD).

Control group showed a greater increase in follicular diameter (40.71
pum), when compared with vitrified groups (Figure 4). However, there was no
significant difference between the controls and Group 1 (29.27 um; P<0.05).

Among the vitrified groups, there was no significant difference in
diameter increase, suggesting that neither the device nor the dimension of the
sample had an effect on in vitro follicular growth after vitrification/rewarming.
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Figure 4. Average diameter growth of vitrified/rewarmed stage | follicles after 24 h in vitro
culture. Group 1 (whole ovary in 5 mL plastic straws), Group 2 (whole ovary in metal capsule),
Group 3 (fragments in 5 mL plastic straws), Group 4 (fragments in metal capsule). Bars labelled
with commom letters do not differ significantly (P < 0.05) from each other (mean + SD).

Histological analysis of ovarian follicles

Zebrafish follicular development was divided into four stages (primary
growth, cortical alveolus, vitellogenic and mature, Figure 5A), based on
morphological characteristics described by Selman et al. [33].

Cortical, vitellogenic and mature stage follicles presented the major
cytoplasmic alterations mainly concerning the distribution and integrity of lipid
droplets after cryopreservation. Follicle membrane layers appeared detached in
a few instances (Figura 5B). However, in higher resolution we could notice that
the membrane remained intact (Figure 6B, arrowhead).

The best preserved follicles were the primary growth stage. These
follicles showed intact follicular layers and homogeneous cytoplasm.
Condensed chromatin was the main alteration observed in primary growth stage
(Figura 6B, arrow). All together, these observations suggest that lipid droplets
are the most affected cell components during vitrification, potentially making the
follicle more susceptible to cryoinjuries.
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Figure 5. Control group (A) and vitrified ovarian tissue (B). Primary growth
stage (Pg), cortical alveolus stage (Ca), vitellogenic stage (V) e mature stage
(M). Lysed lipid droplet (arrow in B). Light microscope 10x. Stain: HE. Bar=150
pm.

Figure 6. Control group (A) and vitrified ovarian tissue (B). In B condensed
chromatin (arrow) and intact follicular membrane layer (arrowhead). Primary
growth stage (Pg). Light microscope 100x. Stain: HE. Bar=50 um.

Discussion

Cryopreservation of human ovarian tissue is of paramount importance for
fertility preservation of oncologic patients. Vitrification has been shown to be an
effective mean of cryopreservation resulting in very good stromal and follicular
integrity [7, 31, 38] and a recent report of the first baby born after the vitrification
of ovarian fragments [8]. Our group has developed a clinical grade metal
capsule for the vitrification of ovarian tissue [37] using the bovine model as
tissue donor. In that study, despite the very good survival rate measured in
terms of stromal, primordial and primary follicle integrity, for technical reasons,
we were not able to show in vitro or in vivo tissue survival in terms of follicular
growth. In the present study, we used the zebrafish model to vitrify ovarian
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follicles in the same metal capsule and cultured them after rewarming to assess
in vitro follicular survival and growth.

In Experiment 1, Fluorescein Diacetate and Propidium lodide assays
showed that there were no significant differences between fresh controls and
the cryopreserved groups VS1 and VS4. However, in Experiment 2, stage |
follicular survival was significantly lower in all four vitrification groups, when
compared to fresh controls after in vitro culture. The FDA + Pl assay is based
on the living cells ability to eliminate the PI stain through their intact membranes
and in the intracellular esterases to hydrolyze FDA. Although FDA+ PI test
demonstrates cell viability, it does not necessarily reflect the oocyte
developmental competence. Therefore, IVC is a more accurate procedure to
assess follicular viability, because IVC shows cell functional competence.

High rates of primary growth (stage I) follicular viability were obtained
after vitrification of whole ovaries using the metal capsule (Experiment 1). This
result is in agreement with other studies that used metal devices to vitrify
ovarian tissue and reported a good rate of primordial and primary follicle
recovery after rewarming [30, 31, 39, 40]. Fish ovarian follicles, as well as
mammalian follicles have a smaller size in early stages, which results in a
higher surface / volume ratio. Therefore, early follicles are more permeable to
water and solutes, increasing survival chances after cryopreservation.
Histological analysis and FDA+PI assay showed very few vitellogenic (stage III),
maturing (stage 1V) and mature (stage V) intact follicles. Possibly, the main
reasons for follicular loss on these stages were the high lipid content of the
oocytes and low membrane permeability, limiting cell dehydration and
cryoprotectant penetration. In addition, during maturation, oocytes of freshwater
fish become less permeable, acquiring resistance to hypotonic environment
before being spawned in the water [41].

VS1 (1.5 M of methanol and 4.5 M of propylene glycol) and VS4 (1.5 M
of methanol, 5.5 M and 0.5 M of Me,SO of sucrose) did not significantly differ
from the control group in terms of follicular viability for stage I. Seki et al. [42]
had already suggested that the combination of methanol and propylene glycol
might be more effective in reducing damage caused by cryopreservation of
zebrafish immature follicles. In addition, in an extensive survey on the toxicity of
several cryoprotectants, it was found that methanol and propylene glycol were
the least toxic agents for zebrafish follicular survival after cryopreservation [32].

On the other hand, it has already been shown that dimethyl sulfoxide
(Me,SO) is a more permeable [41] and less toxic [43] cryoprotectant than
propylene glycol to zebrafish follicles and embryo cryopreservation. Also, it was
reported that the addition of sucrose enhanced the Me,SO cryoprotectant
action [43]. This observation is in agreement with our data, wherein sucrose
addition to the cryoprotectant solution containing methanol and Me,SO (VS4),
increased immature follicle survival (stages | and Il). Unlike Me,SO, sucrose
does not penetrate the cell membrane and acts only in the extracellular medium
by increasing its osmolarity. Consequently, contact between the outside of the
cell membrane and the water molecules decreases, reducing intracellular
crystallization during cryopreservation. According to this phenomenon, Godoy et
al. [32] suggested that sucrose present in vitrification solutions acted as an
osmotic buffer stabilizing the follicular membrane. Therefore, it may be
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suggested that sucrose supplementation in cryoprotectant solutions containing
Me,SO lead to an increased follicular viability.

In order to increase the efficiency of ovarian cryopreservation protocols,
the cryopreservation of whole ovary has been suggested as an alternative
option [44]. After avascular transplantation of ovarian tissue fragments, the
tissue undergoes significant damage caused by ischemia [6, 45]. Thus, vascular
transplant of intact ovaries would be an answer to this problem [46, 47].
Moreover, when the whole ovary is cryopreserved, a larger pool of follicles is
transplanted back to the patient, unlike the situation that occurs when small
fragments are used. However, vascular transplantation of whole cryopreserved
ovary has two major limitations: the technical difficulty in proceeding
reanastomosis [45] and the challenge to cryopreserve an intact organ [47].
These issues must be addressed in studies with experimental animal models,
before they be put through human clinical trials. Therefore, the effect of the
tissue dimension (ovarian fragment or whole ovary) was also here evaluated in
terms of follicular survival after vitrification. We observed that the survival rate
after vitrification was higher on tissue fragments when compared to whole
ovary. The reasons for these results may be because the ovary is a bulky organ
made from a group of different cell types, which hinders the easy diffusion of
cryoprotectants into cells and stromal components.

The plastic straw is the most popular carrier device in laboratories for
vitrification of biological samples. However, the use of plastic straws, even
sealed, carries the risk of contamination from the liquid nitrogen and sample
loss during rewarming process [21]. Liquid nitrogen is a well-known
contamination source [48, 49] and the processes to eliminate pathogens would
be costly and time consuming. Cryotubes have also been used for vitrification
of ovarian samples [7]. However, these devices have a relatively thick wall
which may result in low thermal conductivity when exposed to the liquid
nitrogen. Consequently cryotubes may not have a fast temperature drop during
vitrification [21] potentially leading to tissue damage. Furthermore, liquid
nitrogen can seep into the cryotube increasing contamination risk [50].
Therefore, contamination can occur during cryopreservation procedures or
storage [51]. Thus, the metal capsule manufactured in stainless steel
represents a high cooling rate system and no contamination risk, which may
potentially be employed for the clinical grade cryopreservation and storage of
human tissues.

Finally, a point to emphasize from this study is the fact that after
vitrification in the metal capsule, primary stage | follicles presented the highest
survival rates in all vitrification groups (Experiment 1). Zebrafish primary growth
follicles are similar to mammalian primordial or primary follicle, in the sense that
it represents the female gamete surrounded by a single layer of cells.
Considering that the ovarian reserve and fertility potential of a woman is directly
related to the number of primordial and primary follicles, the main concern when
ovarian tissue cryopreservation is considered is the maintenance of the integrity
of these follicular populations together with the surrounding stroma. Our results
of zebrafish follicular survival and growth after vitrification suggest that human
ovarian tissue may be safely vitrified using the metal capsule for fertility
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preservation in oncologic patients.
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1. CONCLUSOES

A utilizacdo da capsula de metal mantém a viabilidade e a morfologia
dos foliculos ovarianos de zebrafish em estadio | (crescimento primario).

A vitrificagdo de fragmentos de tecido ovariano garante maiores
taxas de sobrevivéncia folicular que a vitrificacdo de ovarios inteiros.

A utilizacdo da cépsula de metal na vitrificacdo de tecido ovariano
apresenta taxas de sobrevivéncia e crescimento folicular similares ao da
palheta de plastico, porém, é um sistema fechado que garante maior seguranca
a amostra durante a criopreservacao e 0 armazenamento.
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2. PERSPECTIVAS FUTURAS

A ténica de criopreservacao desenvolvida nesse trabalho foi eficiente
e segura na criopreservacéao de fragmentos de tecido ovariano de zebrafish. No
entanto, a metodologia para a vitrificacdo de ovario inteiro ainda precisa ser
aprimorada. O transplante de ovario intacto criopreservado evita os danos
foliculares causados pela hipoxia durante a isquemia. Além disso, o transplante
vascular do 6rgdo permite que um grande pool de foliculos ovarianos seja
transplantado, ao contrario do que ocorre com fragmentos de tecido. Assim,
sdo necessarios mais estudos visando aperfeicoar os protocolos de exposi¢ao
e perfuséo de solugdes crioprotetoras, pois € possivel que em funcao do ovario
ser muito volumoso e composto por diferentes tipos de células, a difusdo do
agente crioprotetor ndo ocorre de modo uniforme.

Os nossos dados na vitrificacdo de tecido ovariano de zebrafish em
um sistema fechado asséptico utilizando a capsula de metal mostraram-se
promissores, e reforcam as perspectivas para o uso desta técnica para a
criopreservacao de tecido ovariano humano.
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APENDICE 1 - Relag&o dos quimicos utilizados nos experimentos

Produto Fornecedor Cddigo
Diacetato de fluoresceina Sigma F7378
Dimetilsulfoxido (M,SO) Sigma-Aldrich 472301
Hormonio foliculo estimulante (FSH) Sigma F4021
Gentamicina Sigma G1264
Hidréxido de potassio Sigma-Aldrich P4494
Hidréxido de sédio Sigma-Aldrich S-26-37/39-45
lodeto de propidio Sigma P4170
Leibovitz (L-15) Sigma L4386
Metanol Sigma-Aldrich 154903
Propilenoglicol Sigma-Aldrich W294004
Sacarose Sigma S5016
Soro fetal bovino (SFB) Nutricell 8724
Tricaina metano sulfonato (MS-222) Sigma A5040
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APENDICE 2 — PLOS ONE instrucfes para autores

PLOS ONE MANUSCRIPT GUIDELINES

Format Requirements

PLOS ONE does not consider presubmission inquiries. All submissions should
be prepared with the following files:

o Cover letter
e Manuscript, including tables and figure legends

e Figures (guidelines for preparing figures can be found at the Figure and
Table Guidelines)

Prior to submission, authors who believe their manuscripts would benefit from
professional editing are encouraged to use language-editing and copyediting
services. Obtaining this service is the responsibility of the author, and should be
done before initial submission. These services can be found on the web using
search terms like "scientific editing service" or "manuscript editing service."
Submissions are not copyedited before publication.

Submissions that do not meet the PLOS ONE Publication Criterion for language
standards may be rejected.

Cover Letter
You should supply an approximately one page cover letter that:

e Concisely summarizes why your paper is a valuable addition to the
scientific literature

e Briefly relates your study to previously published work

e Specifies the type of article you are submitting (for example, research
article, systematic review, meta-analysis, clinical trial)

e Describes any prior interactions with PLOS regarding the submitted
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e Suggests appropriate PLOS ONE Academic Editors to handle your
manuscript (view a complete listing of our academic editors)

e Lists any recommended or opposed reviewers

Your cover letter should not include requests to reduce or waive publication
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include your requests at that time. See PLOS ONE Editorial Policy for more
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Manuscript Organization

PLOS ONE considers manuscripts of any length. There are no explicit
restrictions for the number of words, figures, or the length of the supporting
information, although we encourage a concise and accessible writing style. We
will not consider monographs.

All manuscripts should be double-spaced and include line numbers and page
numbers.

Manuscripts should begin with the ordered sections:
o Title
e Authors
o Affiliations
e Abstract
e Introduction
and end with the sections of:
e Acknowledgments
e References
e Figure Legends
e Supporting Information Captions
e Tables

Figures should not be included in the main manuscript file. Each figure must be
prepared and submitted as an individual file. Find more information about
preparing figures here.

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the
first page of the manuscript file.

There are no explicit requirements for section organization between these
beginning and ending sections. Articles may be organized in different ways and
with different section titles, according to the authors' preference. In most cases,
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e Materials and Methods
e Results
e Discussion

e Conclusions (optional)
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PLOS ONE has no specific requirements for the order of these sections, and in
some cases it may be appropriate to combine sections. Guidelines for individual
sections can be found below.

Abbreviations should be kept to a minimum and defined upon first use in the
text. Non-standard abbreviations should not be used unless they appear at least
three times in the text.
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Microsoft Word Submissions with Equations. If your manuscript is or will be in
Microsoft Word and contains equations, you must follow the instructions below
to make sure that your equations are editable when the file enters production.

1. Format display equations only in MathType
(http://www.dessci.com/en/products/mathtype/).

2. Do not use Equations tools or Symbol font for any equation formatting. If
your inline equations require special formatting, use MathType.

3. Do not use Graphic Objects.

If you have already composed your article in Microsoft Word and used its built-
in equation editing tool, your equations will become unusable during the
typesetting process. To resolve this problem, re-key your equations using
MathType.

If you do not follow these instructions, PLOS will not be able to accept your file.
Guidelines for Standard Sections
Title

Manuscripts must be submitted with both a full title and a short title, which will
appear at the top of the PDF upon publication if accepted. Only the full title
should be included in the manuscript file; the short title will be entered during
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the online submission process.
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concise, and comprehensible to readers outside the subject field. Avoid
abbreviations if possible. Where appropriate, authors should include the species
or model system used (for biological papers) or type of study design (for clinical
papers).

Examples:

eImpact of Cigarette Smoke Exposure on Innate Immunity: A Caenorhabditis
elegans Model

*Solar Drinking Water Disinfection (SODIS) to Reduce Childhood Diarrhoea in
Rural Bolivia: A Cluster-Randomized, Controlled Trial

The short title must be 50 characters or fewer and should state the topic of the
paper.

Authors and Affiliations

All author names should be listed in the following order:
e First names (or initials, if used),
e Middle names (or initials, if used), and
e Last names (surname, family name)

Each author should list an associated department, university, or organizational
affiliation and its location, including city, state/province (if applicable), and
country. If the article has been submitted on behalf of a consortium, all author
names and affiliations should be listed at the end of the article.

This information cannot be changed after initial submission, so please ensure
that it is correct.

To qualify for authorship, one should contribute to all of the following:
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interpretation of data

2. Drafting the article or revising it critically for important intellectual content
3. Final approval of the version to be published
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All persons designated as authors should qualify for authorship, and all those
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the work to take public responsibility for appropriate portions of the content.
Those who contributed to the work but do not qualify for authorship should be
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When a large group or center has conducted the work, the author list should
include the individuals whose contributions meet the criteria defined above, as
well as the group name.

All authors must approve the final manuscript before submission. PLOS ONE
will contact all authors by email at submission to ensure that they are aware of
the submission of the manuscript.

One author should be designated as the corresponding author, and his or her
email address or other contact information should be included on the
manuscript cover page. This information will be published with the article if
accepted.
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