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RESUMO 

 

Introdução: Os efeitos advindos do preparo histológico podem ser interpretados como efeitos 

causados pela criopreservação sobre os tecidos ovarianos. 

Objetivo: O presente trabalho averiguou se os tecidos ovarianos sofreriam alguma alteração 

morfológica quando expostos a diferentes tratamentos de xilol após a criopreservação. 

Materiais e Métodos: Fragmentos grandes e pequenos de tecido ovariano foram vitrificados 

em uma cápsula metálica. Após o reaquecimento o tecido vitrificado foi cultivado por 48 

horas. Durante o processamento histológico, os fragmentos frescos e vitrificados foram 

submetidos a três tratamentos diferentes de xilol. 

Resultados: Os resultados mostraram que não houve diferença significativa na qualidade do 

estroma de tecidos frescos e vitrificados expostos aos tratamentos de xilol. Entretanto, os 

fragmentos grandes vitrificados apresentaram perdas significativas na sua qualidade de 

estroma em comparação aos fragmentos frescos (P= 0,0218). A qualidade folicular dos 

tecidos frescos diminuiu com a redução do tempo de exposição ao xilol, enquanto que a 

qualidade folicular dos tecidos vitrificados aumentou com a diminuição do tempo de 

exposição ao solvente. Não houve diferenças significativas no aumento das taxas de qualidade 

folicular em ambos os grupos, fresco e vitrificado, após a reanálise dos dados utilizando os 

parâmetros da literatura para integridade folicular (P= 0,1025).  

Conclusão: O tecido ovariano após a criopreservação apresenta algumas alterações 

significativas quando exposto ao xilol, mostrando que adequações nos protocolos de técnicas 

histológicas devem ser realizadas. 

  

Palavras-chave: Técnicas Histológicas. Xilol. Tecido ovariano criopreservado. 

 

 



ABSTRACT 

 

Introduction: The effects of histological preparation can be interpreted as effects caused by 

cryopreservation on the ovarian tissues.  

Objective: The present study investigated whether ovarian tissues would undergo a 

morphological change when exposed to different xylol treatments after cryopreservation. 

Methods: Large and small fragments of ovarian tissue were vitrified in a metal capsule. After 

rewarming tissue samples was cultured for 48 hours. During histological processing, the fresh 

and vitrified fragments were submitted to three different treatments of xylol.  

Results: The results showed that there was no significant difference in the stromal quality of 

fresh and vitrified tissues exposed to xylol treatments. However, large vitrified fragments 

showed significant losses in their stromal quality compared to fresh fragments (p = 0.0218). 

The follicular quality of the fresh tissues decreased with the reduction of the time of exposure 

to xylol, whereas the follicular quality of the vitrified tissues increased with the decrease of 

the time of exposure to the solvent. There were no significant differences in the increase in 

follicular quality rates in both fresh and vitrified groups after the reanalysis of the data using 

the literature parameters for follicular integrity (p = 0.1025).  

Conclusion: The ovarian tissue after cryopreservation presents some significant changes 

when exposed to xylol, showing that adequacies in the protocols of histological techniques 

should be performed. 

 

Keywords: Histology Techniques. Xylol. Cryopreserved ovarian tissue. 
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1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 

 

A criopreservação de células mamíferas teve seu primeiro sucesso quando POLGE et 

al. (1949) demonstrou que com o auxilio do glicerol era possível o congelamento de 

espermatozoides de aves, protegendo essas estruturas de lesões causadas pelo congelamento. 

A partir de então, muitas células de mamíferos passaram a ser criopreservadas a -196ºC. A 

manutenção de embriões e gametas viáveis em temperaturas a baixo de zero é uma importante 

adjunto as técnicas de fertilização in vitro e transferência de embriões em diversas espécies de 

mamíferos. Em 1972 nasceram os primeiros camundongos resultantes da transferência de 

embriões criopreservados (WHITTINGHAM et al., 1972).  O mesmo grupo de pesquisadores 

(WHITTINGHAM, 1997) logrou, por meio da metodologia de congelamento e 

descongelamento lento, a preservação de oócitos maduros com altas taxas de viabilidade 

utilizando dimetil sulfóxido (DMSO) como crioprotetor (WHITTINGHAM et al., 1972 e 

1997; WILMUT, 1972; WHITTINGHAM, 1997). Desde então, a criopreservação de 

embriões e gametas foi utilizada para diversas espécies de mamíferos, incluindo humanos 

com muito sucesso por procedimentos de congelamento similares.               

Atualmente, a criopreservação de gameta masculino é um procedimento muito bem 

estabelecido, a qual vem sendo muito utilizada rotineiramente em clínicas do mundo inteiro. 

No entanto, a criopreservação do gameta feminino não é tão corriqueira, pois ainda não está 

estabelecida uma única técnica aceita como padrão para uso clínico. Mesmo assim, esta 

técnica deixou de ser considerada uma metodologia de caráter experimental em 2013 pela 

ASMR (AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2013). A 

criopreservação de oócitos ou embriões passou a ser indicada para mulheres com câncer que 

correm o risco de infertilidade. Entretanto, estas técnicas são inapropriadas para crianças, 

adolescentes ou mulheres cujo curso clínico não fornece tempo adequado para a estimulação à 

base de hormônios para obtenção dos oócitos. Portanto, a criopreservação de tecido ovariano 

tornou-se uma potencial alternativa para preservar a fertilidade de mulheres ou jovens 

meninas, em condições oncológicas (DONNEZ; BASSIL, 1998). Assim, a fertilidade e a 

função hormonal destas pacientes podem potencialmente ser restauradas após estarem livres 

da condição oncológica com o retransplante do tecido ovariano (BROECKE et al., 2001).  

Estudos indicam que a criopreservação não altera significativamente a integridade 

morfológica do tecido ovariano e os níveis hormonais em cultura (LI et al., 2007). Dados 
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recentes descrevem o nascimento de mais de 80 bebes, após a criopreservação de tecido 

ovariano, por diferentes métodos de criopreservação (ESHRE, 2017).  

Os métodos de criopreservação de tecido ovariano mais frequentemente utilizados são 

as técnicas de congelamento lento e de vitrificação. O congelamento lento (Slow-Freezing), 

metodologia convencional, é caracterizado pela utilização de baixas concentrações de agentes 

crioprotetores e pela redução gradual da temperatura, controlada por um equipamento 

programável (WHITTINGHAM; LEIBO; MAZUR, 1972). Apesar de ser amplamente 

difundido, a sua aplicação em programas de reprodução assistida apresenta um custo 

relativamente alto devido à necessidade de equipamentos sofisticados. Além disso, durante o 

procedimento pode haver a formação de cristais de gelo intracelulares, pela redução lenta da 

temperatura que ocorre durante a realização do processo de congelamento do tecido. 

A vitrificação surgiu como um método alternativo ao congelamento lento com o 

objetivo de evitar a formação de gelo intracelular, assim como também, diminuir o tempo do 

procedimento e a necessidade de um equipamento de congelamento (RALL; FAHY, 1985). 

Esta técnica se baseia no uso de altas concentrações de crioprotetores e no resfriamento rápido 

do tecido, de forma que alcance diretamente o estado vítreo sem a exposição do tecido ao 

estado cristalino, evitando, assim, a formação de gelo intracelular (RALL; FAHY, 1985). Os 

crioprotetores comumente usados na vitrificação incluem o DMSO, propanodiol, polietileno 

glicol. 

 HOVATTA et al. (1996) foi pioneira nos estudos de criopreservação de tecido 

ovariano humano utilizando propanodiol (PROH)–sacrose e dimetilsufóxido (DMSO) como 

crioprotetores para a preservação do córtex ovariano humano, baseando-se nos bons 

resultados obtidos com camundongos desde a década de 50 (DEANESLY et al., 1954; 

GREEN et al., 1956; PARKES, 1958; HOVATTA et al., 1996; NEWTON et al., 1996).  

Desde então, vários pesquisadores têm formulado diversos protocolos com o objetivo de 

aumentar a eficácia da vitrificação. 

Os resultados das diferentes técnicas de criopreservação de tecido ovariano, seja por 

congelamento lento ou vitrificação foram, entre outros parâmetros, reportados em sua grande 

parte em termos de achados histológicos de tecido pós-descongelado ou reaquecimento 

(WANG et al., 2008; KAGAWA et al., 2009; FABBRI et al., 2010; KHOSRAVI et al., 2013; 

GAVISH et al., 2014; XIAO et al., 2017). Estudos comparativos entre o método padrão 

(Slow-Freezing) e a vitrificação mostram resultados semelhantes em termos de integridade do 

tecido criopreservado (KEROS et al., 2009; HERRAIZ et al., 2013). Entretanto, os resultados 

de ambas as metodologias, quando são comparados aos tecidos frescos, apresentam discretas 
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alterações no estroma e nos folículos. Estas alterações são consideradas como associadas a 

efeitos da criopreservação sobre o tecido. Porém, nenhum trabalho na literatura relaciona tais 

danos como podendo ser causados durante o preparo do tecido para análises microscópicas. O 

processamento dos tecidos para histologia envolve diversas etapas incluindo a fixação, a 

desidratação e a diafanização, entre outras. Estes processos estão descritos de forma 

uniformizada e são utilizados por laboratórios de técnicas histológicas no mundo inteiro para 

o preparo de diferentes tecidos frescos, fixados logo após a sua coleta. O tecido submetido à 

criopreservação pode, potencialmente, apresentar propriedades estruturais ou de resistência 

aos processos histológicos diferentes daquelas de tecidos frescos. Estas alterações não 

necessariamente comprometeriam a viabilidade do tecido, mas seriam evidenciadas como 

“danos” nas amostras biológicas criopreservadas causados pela inadequação da metodologia 

histológica e não pela criopreservação em si. Assim, lesões teciduais observadas podem vir a 

ser interpretadas erroneamente como sendo da criopreservação e levar a conclusões falsas dos 

achados durante as análises em microscópio. 

Durante o processamento histológico algumas etapas envolvem difusões de reagentes que 

possibilitam a saída de líquido dos tecidos, como a desidratação do material biológico com 

álcool, e a entrada de outros, como o xilol, que remove o álcool e promove a diafanização do 

material biológico. Além disso, o xilol é um solvente que facilita a impregnação do tecido 

com parafina e sua remoção após a microtomia para coloração dos cortes histológicos 

(CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2010). O xilol é um solvente orgânico derivado do 

petróleo com um potencial tóxico significante, classificado como um hidrocarboneto, que 

possui propriedades lipofílicas. Este solvente tende a se acumular em frações adiposas dos 

tecidos, como em membranas celulares podendo perturbar suas propriedades físico-químicas e 

fisiológicas (CROUTE et al., 2002; USEPA, 2010), como por exemplo, afetar a qualidade e 

morfologia do estroma do tecido e dos folículos.     

.  



13 
 

 

 

1.1 JUSTIFICATIVA 

 

A criopreservação de tecido ovariano que ainda se encontra em fase de estudos tem 

sua eficiência muitas vezes avaliada por parâmetros de qualidade do estroma e dos folículos. 

Diversos trabalhos têm diagnosticado os efeitos da criopreservação sobre a morfologia do 

tecido ovariano através da histologia ao longo dos anos. A histologia compreende diversas 

etapas, das quais algumas fazem o uso de solventes como agentes diluidores, o xilol, o qual 

possui um potencial efeito tóxico às membranas celulares, podendo promover alterações 

estruturais e fisiológicas nas mesmas. Efeitos que, muitas vezes, podem ser interpretados 

como sendo efeitos advindos da criopreservação durante análises de lâminas pelos 

investigadores, o que acaba sendo uma inverdade dos achados. Na literatura até hoje não 

encontramos nenhum trabalho que apresente resultados sobre a diferença de efeitos que são 

provocados pela criopreservação daqueles que possam ser provocados durante o 

processamento histológico. Logo, ajustes efetivos e controlados em protocolos de histologia 

são de grande valia, visando uma minimização de danos que possam ocorrer durante o 

processamento histológico para que não haja interpretações errôneas dos resultados descritos. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

O objetivo do presente trabalho foi averiguar se modificações no tempo de exposição 

do tecido ovariano criopreservado ao xilol promovem alterações a nível estrutural do estroma 

e dos folículos ovarianos e comparar estas potenciais alterações com os dados descritos na 

literatura como danos causados pelas técnicas de criopreservação.   

 

1.2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo foi verificar se a diminuição do tempo de exposição do tecido ovariano ao 

xilol pode provocar melhora na qualidade morfológica folicular e do estroma, pós-

criopreservação. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

 Criopreservar o tecido ovariano pela metodologia de Vitrificação em uma cápsula 

metálica e após o reaquecimento cultivar o tecido ovariano por 48 horas; 

 Submeter o tecido ovariano fresco e vitrificado ao processamento histológico, 

passando pelas etapas de fixação, diafanização, inclusão com parafina, cortes em 

micrótomo e desparafinação do tecido e coloração por HE;  

 Submeter os fragmentos dos tecidos ovarianos frescos e vitrificados a três tratamentos 

diferentes de xilol com tempos decrescente para a remoção da parafina e confecção de 

lâminas 

 Confeccionar lâminas e avaliar por microscopia óptica, se houve 

alterações significativas estruturais e morfológicas no estroma e na qualidade folicular 

nos tecidos submetidos aos diferentes tratamentos de xilol. 

 Comparar os resultados obtidos da histologia com achados literários 

tendo como parâmetros o estroma e a qualidade folicular. 
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2 ARTIGO CIENTÍFICO  

 

O artigo científico gerado a partir deste trabalho de conclusão de curso foi redigido conforme 

as normas de publicação do International Journal CryoLetters (ANEXO A). 
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Resumo 

 

INTRODUÇÃO: Os efeitos advindos do preparo histológico podem ser interpretados como 

efeitos causados pela criopreservação sobre os tecidos ovarianos. OBJETIVO: O presente 

trabalho averiguou se os tecidos ovarianos sofreriam alguma alteração morfológica quando 

expostos a diferentes tratamentos de xilol após a criopreservação. MATERIAIS E 

MÉTODOS: Fragmentos grandes e pequenos de tecido ovariano vitrificados em uma cápsula 

metálica e cultivados por 48 horas pós-reaquecimento. Durante o processamento histológico, 

os tecidos frescos e vitrificados foram submetidos a três tratamentos diferentes de xilol. 

RESULTADOS: Os resultados mostraram que não houve diferença significativa na 

qualidade do estroma de tecidos frescos e vitrificados entre aos tratamentos de xilol. 

Entretanto, houve danos significativos nos fragmentos grandes vitrificados (P= 0,0218). A 

histologia afeta de forma contrastante a qualidade folicular tecido fresco e vitrificado. 

CONCLUÃO: O tecido após a criopreservação apresenta algumas alterações significativas 

quando exposto ao xilol, mostrando que adequações nos protocolos de técnicas histológicas 

devem ser realizadas. 

 

Palavras-chave: Técnicas Histológicas, Xilol, Tecido ovariano criopreservado. 

 

INTRODUÇÃO 
 

Diversos trabalhos citam que alterações 

morfológicas pós-criopreservação presentes 

nos tecidos ovarianos estão associadas ao 

uso dos crioprotetores (26, 10, 27). Estes 

trabalhos de fato não citam de forma clara e 

detalhada como os tecidos ovarianos foram 

processados para as analises histológicas, 

permitindo, assim, supor que os tecidos 

frescos, sem criopreservação, e os tecidos 

criopreservados sofrem o mesmo tratamento 

universal, padrão de diafanização, inclusão, 

desparafinação e coloração para a confecção 

de lâminas histológicas.  

Durante o processamento histológico 

algumas etapas envolvem difusão de 

reagentes que possibilitam a saída de líquido 

dos tecidos, como a desidratação tecidual 

com álcool, e a entrada de xilol, que remove 

o álcool e promove a diafanização do 

material biológico, além de ser um solvente 

e facilitar a impregnação do tecido com 

parafina e removê-la após a microtomia, 

para coloração do tecido (4). O xilol é um 

solvente orgânico derivado do petróleo com 

um potencial tóxico significante, 

classificado como um hidrocarboneto que 

possui propriedades lipofílicas tendendo 

acumular se em frações adiposas dos 

tecidos, como em membranas celulares, 

podendo assim, perturbar suas propriedades 

físico-químicas e fisiológicas (5, 25). As 

alterações promovidas pelo xilol podem 

afetar significativamente a qualidade do 

estroma e a qualidade folicular em 

mailto:esanguinet22@gmail.com
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Tabela 1: Tratamentos de xilol e respectivos tempos. 

Tratamentos Banho e Tempo 

 1º Banho 2º Banho 3º Banho 

Tratamento I 30 min 25 min 15 min 

Tratamento II 25 min 20 min 10 min 

Tratamento III 20 min 15 min  10 min 

 

exposições prolongadas do tecido ao 

solvente. Estudos anteriores relatam que a 

exposição prolongada do tecido ao xilol 

durante o processamento histológico pode 

endurecer o tecido a ser impregnado 

prejudicando sua qualidade do material (19). 

Empiricamente podemos supor que a 

vitrificação/reaquecimento mesmo que não 

cause danos à viabilidade do tecido, pode 

levar a uma sensibilidade diferenciada ao 

processamento histológico. As membranas 

celulares são estruturas muito exigidas para 

a criopreservação, visto que elas são 

responsáveis pelo fluxo dos crioprotetores 

(7). Diversos estudos, em diferentes tipos 

celulares demonstraram alterações de 

membrana plasmática causadas pelos 

crioprotetores, sem necessariamente afetar a 

viabilidade celular (16, 21, 24). Este estresse 

fisiológico de transporte trans-membrana 

não ocorre em tecidos frescos e pode levar a 

alterações a nível estrutural ou de 

permeabilidade das membranas celulares, o 

que levaria a uma sensibilidade diferenciada 

desta estrutura ao xilol, quando comparada 

ao tecido não-criopreservado.  

O objetivo deste trabalho foi verificar se 

alterações no tempo de exposição do tecido 

ovariano criopreservado ao xilol, podem 

afetar a morfologia do estroma e a qualidade 

folicular.  

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Processamento dos tecidos e procedimento 

de vitrificação 

Ovários bovinos foram coletados em um 

abatedouro local e transportados para o 

laboratório dentro de 2 h após o abate em 

vasilha de vidro estéril contendo solução 

salina em temperatura ambiente (23
o
C). O 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética de 

nossa Instituição (Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul, nº 25088). 

Nosso protocolo segue os procedimentos 

descritos por Kagawa et al (2007), com 

algumas pequenas modificações. O córtex 

ovariano foi cortado em dois tamanhos 

distintos: 1x1x3 mm (fragmentos pequenos, 

FP) e 1x1x5 mm (fragmentos grandes, FG) 

com bisturi. As amostras foram transferidas 

para solução de equilíbrio (ES) de 7,5% de 

etilenoglicol (EG) e DMSO seguido da 

solução de vitrificação (VS) de 15% EG e 

DMSO, em meio HTF (Irvine), por 25 e 15 

minutos, respectivamente. A transferência 

dos fragmentos de uma solução para a outra 

foi feita com o auxilio de um pincel estéril 

para evitar danos ao tecido e contaminação 

de uma solução a seguinte. De 10 a 12 

pedaços de tecido de diferentes ovários 

foram colocados no fundo de um criovial de 

metal (Patente nº: BR 20 2013 019739 0), o 

qual assim que fechado foi imerso em LN2 

(1). Em cada repetição experimental, quatro 

a cinco amostras frescas de diferentes 

ovários foram fixadas em paraformaldeído 

8% por 15 min.  
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Reaquecimento e cultura do tecido 

As cápsulas metálicas foram removidas 

do LN2 e expostas à água da torneira por 30 

segundos para abrir a tampa. Em seguida, as 

bases das capsulas eram postas em banho de 

água a 37 ºC por 1 min. Os tecidos eram 

removidos do fundo das cápsulas e 

transferidos para a primeira solução de 

aquecimento (S1 Rewarming solution) 

contendo 1M de sacarose durante 1 min, 

 

Figura 1: Fluxograma esquemático do experimento. 

 

 

Figura 2: Fotomicrografias ilustrativas de cortes histológicos de ovário. Tecido fresco (a) e 

tecido vitrificado (b). Exemplos de danos no tecido: Tecido vitrificado com perdas de 50% (c) e 

Vitrificado com perdas de 90-100%(d). Setas em branco apontando vasos íntegros. Asterisco: 

Folículo primários Aumento: 10x.(a,b, c e d). Bar= 10 um. 
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seguido de a segunda solução (S2 Dilution 

solution) contendo sacarose 0,5 M durante 3 

min e a última solução (S3 Wash solution) 

de 0,25 M Sacarose por 5 min. Todas as 

soluções estavam à temperatura ambiente. 

Após o reaquecimento dos fragmentos, eles 

foram cultivados durante 48 horas em meio 

HTF suplementado com 20% de soro 

substituto (SSS, Irvine) a 38,5C. As 

amostras de tecido fresco de diferentes 

ovários foram colocadas sob as mesmas 

condições de cultura (Cultura fragmento 

pequenos/Cultura fragmentos grande, 

controles). Os fragmentos de tecido ovariano 

dos diferentes grupos foram fixados em 

paraformaldeído 8% por 15 minutos, após 

foram lavados duas x em álcool absoluto e 

deixados sobre-noite (cerca de 12 horas) até 

o processamento do material.  

Processamento histológico das amostras 

Os diferentes grupos de tecido ovariano 

foram submetidos ao processamento 

histológico corriqueiramente empregado no 

Laboratório de Histologia e Embriologia 

Comparada. A desidratação tecidual foi 

realizada através de 4 banhos de álcool 

absoluto, iniciando com 3 banhos de 2 

minutos e 1 banho de 20minutos. A 

diafanização (clareamento) com o uso de 

xilol (Xilol, LabSynth, SP, Brasil) foi 

realizada por uma sequência 2 banhos, o 

primeiro banho por 30 minutos e o segundo 

banho por 20 minutos. A 

impregnação/inclusão foi feita em parafina 

líquida (Parafina Histológica em flocos, 

Êxodo Científica, SP, Brasil) (60º-70º) 

consistindo em 2 banhos de 40 minutos, o 

primeiro banho com 10% de xilol e o 

segundo com parafina pura.  A seguir, os 

fragmentos de tecido foram deixados em 

temperatura ambiente para o endurecimento 

do bloco de parafina. Após 24 horas, os 

blocos eram utilizados para confecções de 

cortes de 7 µm de espessura em um 

micrótomo rotativo manual. A cada 10 

cortes, os 3 primeiros eram recolhidos com 

uma lâmina de vidro e deixados para secar 

em estufa a 38°C overnight.  

 

Figura 3: Porcentagem de fragmentos por proporção de danos por área entre os cortes dos 

fragmentos pequenos e grandes do grupo de tecido fresco (a) e vitrificado (b). Não houve 

diferença significativa entre os grupos experimentais, fragmentos pequenos e grandes do 

tecido fresco (a) e vitrificado (b), P=0,1025 e P=0,4739 respectivamente. Quantidade total de 

cortes (preto), tecidos bons com danos não significativos (cinza), cortes com danos médios 

(cinza grafite) e cortes danificados (Cinza pontilhado).   
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A remoção de parafina é feita pelo o uso de 

xilol, que consiste em uma bateria de três 

banhos consecutivos com tempos 

decrescentes, o primeiro banho de 30 

minutos, o segundo banho de 25 e o último 

banho de 15 minutos. Portanto, os cortes 

 

Figura 4: Porcentagem de fragmentos por proporção de danos por área entre os cortes 

dos fragmentos pequenos do tecido fresco (esquerda) e vitrificado (direita). Não houve 

diferenças significativas entre os grupos experimentais, fragmentos pequenos do tecido, 

fresco e vitrificado, P=0,1025. Quantidade total de cortes (Preto), tecidos bons com danos 

não significativos (cinza), cortes com danos médios e cortes danificados (cinza pontilhado). 

 

 

Figura 5: Porcentagem de fragmentos por proporção de danos por área entre os cortes 

dos fragmentos grandes do tecido fresco (esquerda) e vitrificado (direita). Os fragmentos 

grandes do tecido vitrificado apresentam danos significativos quando comparado aos do 

tecido fresco, P=0,0218. Quantidade total de cortes (Preto), tecidos bons com danos não 

significativos (cinza), cortes com danos médios (cinza grafite) e cortes danificados (Cinza 

pontilhado). 
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parafinados foram submetidos a três 

tratamentos de xilol em tempos 

decrescentes, quais sejam: I: tratamento 

padrão; II: diminuição de cinco minutos em 

cada banho do tratamento I; III: diminuição 

de 10 minutos em cada banho do tratamento 

I (Tabela 1 e Figura 1). Após, seguiu-se os 

procedimentos conforme protocolo padrão,  

qual sejam, os cortes foram hidratados 

com álcool em concentrações decrescentes, 

99%, 96%, 80% e 70%, com duração de 5, 

1, 1 e 1 minuto(s), respectivamente, 

transferidos para água destilada por 1 

minuto e corados com Hematoxilina e 

Eosina (HE). Os cortes corados foram 

lavados 3x em álcool 80% e depois por 3 

banhos de álcool para desidratação, o 

primeiro banho de álcool 96% por 1 minuto 

e os outros dois banhos de álcool 99% por 3 

minutos cada. O tecido foi diafanizado, 

novamente, por dois banhos de 5 minutos 

cada e mais 3 banhos de xilol, 3 minutos. A 

montagem das lâminas foi realizada 

utilizando bálsamo do Canadá e lamínula.  

Os folículos foram classificados 

conforme seu estágio de desenvolvimento 

em: Primordiais contendo uma única camada 

de células de granulosa pavimentosas; 

Primários contendo única camada completa 

de células de granulosa cuboide e os 

secundários contendo diversas camadas de 

células da granulosa cuboide e a presença de 

um antro. Critérios considerados para 

classificação de folículo primordial ou 

primário danificado incluem: presença de 

vacúolos no oócito, vesícula germinativa 

picnótica, desprendimento dos folículos da  

membrana basal, camada de células 

foliculares incompletas em torno do oócito. 

A qualidade do estroma foi avaliada de 

forma subjetiva de acordo com a proporção 

de dano no campo de visão: 0 a 10%, 50% e 

de 90 a 100% de danos. Critério para 

considerar tecido com danos: Vacuolização 

e presença de núcleos picnóticos nas células 

do estroma. As amostras foram analisadas as 
cegas. 

Análises estatísticas 

As diferenças das médias entre o tecido 

fresco e vitrificado, fragmentos grandes e 

pequenos, submetidos aos diferentes 

tratamentos de xilol foram analisadas 

estatisticamente usando o teste de Kruskal 

Wallis seguido pelo teste de comparação 

múltiplo Dunn (versão Bioestat 5.0). Valores 

de P <0,05 eram considerados significativos. 

 

RESULTADOS 
 

Setenta e duas lâminas histológicas foram 

analisadas, contendo um total de 264 cortes, 

de tecido ovariano, dividido em grupos de 

tecido fresco (controle) e vitrificado 

(tratados) em distintos tamanhos, fragmentos 

grandes e pequenos. Deste total de cortes, 

2% foram retirados das análises por 

problemas advindos da montagem das 

lâminas. Todos os cortes histológicos foram 

realizados em fragmentos de tecidos já 

emblocados e utilizados para confecção de 

lâminas de um estudo anterior, já em 

andamento no laboratório.  

Qualidade do estroma ovariano 

De uma maneira geral, o estroma de 

tecido fresco apresenta uma maior 

“compactação” das células e fibras 

colágenas do que os tecidos vitrificados. Os 

tecidos ovarianos frescos e vitrificados 

expostos aos três tratamentos com xilol não 

apresentaram diferenças significativas 

quanto à proporção de danos do estroma 

(Figura 2). Entre os grupos vitrificados 

houve perdas entre os fragmentos de 

diferentes tamanhos, grandes e pequenos, 

observando-se uma maior perda nos 

fragmentos grandes do que nos fragmentos 

pequenos, embora estatisticamente não 

significativa (P=0,4739) (Figura 3b). Quanto 

à qualidade do estroma nos grupos pequenos 

e grandes, observamos que fragmentos 

pequenos vitrificados não apresentam 

diferenças significativas, quando 

comparados aos tecidos frescos de tamanho 

pequeno (Figura 4) (P=0,1025). Entretanto, 

foram observadas perdas significativas na 

qualidade do estroma dos fragmentos 

grandes do tecido vitrificado em relação ao 

fresco (P= 0,0218) (Figura 5).  

Qualidade folicular  
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Duzentos e seis folículos foram 

analisados e classificados em primordiais, 

primários e secundários conforme descrito 

anteriormente. A qualidade folicular foi 

analisada somente por grupos de 

tratamentos, não distinguindo a população 

folicular entre os grupos dos diferentes 

tamanhos, fragmentos pequenos e grandes. 

O tecido fresco apresentou uma diminuição 

na qualidade de folículos primordiais e 

primários conforme a diminuição do tempo 

de exposição ao xilol. No entanto, 

independente do tratamento, os folículos 

secundários mantiveram a sua qualidade 

folicular (Tabela 2). O tecido vitrificado 

mostrou um aumento não significativo 

estatisticamente, na qualidade dos folículos 

primários e secundários conforme foi 

reduzido o tempo de exposição ao xilol 

(Tabela 3). Não foi possível realizar-se uma 

classificação de folículos segregada em 

fragmentos grandes e pequenos devido ao 

baixo numero destas estruturas nos tecidos 

utilizados para estas análises. 

Análise crítica de resultados presente na 

literatura 

Os tecidos submetidos aos três 

tratamentos com xilol apresentaram um 

grande número de folículos danificados, 

seguindo os parâmetros de danos descritos 

nos materiais e métodos do presente 

trabalho. Estes danos referem-se: a) algum 

grau de desprendimento da membrana basal 

e do estroma circundante do folículo, b) 

oócitos com vacuolizações citoplasmáticas e 

c) a presença de vesícula germinativa 

picnótica. Estas observações demonstram 

uma diminuição acentuada na qualidade dos 

folículos nos três tratamentos. Entretanto, ao 

revisar e avaliar parâmetros de 

normalidade/integridade folicular descritos 

na literatura, reanalisamos e reclassificamos 

os folículos conforme as imagens dos artigos 

publicados pelos autores. Estes classificaram 

folículos anormais com a presença de 

diversos danos, segundo aos nossos critérios 

de danos, como sendo estruturas íntegras 

(Figura 6). Após a reanálise, observamos um 

aumento da proporção de estruturas 

consideradas “normais” em tecidos 

vitrificados, embora este aumento não foi 

significativo (P=0,1025) (Tabela 2 e 3). 

 

 

Figura 6: Fotomicrografias de cortes histológicos de ovários com visualização folicular. 

Comparação dos resultados obtidos, no presente trabalho, com aqueles observados na 

literatura, a nível de qualidade folicular. Tecido ovariano corados com eosina e 

hematoxilina em 400X e 1000X. Parâmetros classificados como danos: Desprendimento 

do folículo do estroma (a, b e c); Vacuolização do citoplasma do oócitos (a). Tecido 

vitrificado contendo folículos classificados como íntegros: apresentando desprendimento 

do folículo do estroma (d, Kagawa et al., 2009); vacuolização citoplasmática do oócito (e, 

Xiao et al., 2017) e novamente desprendimento folicular e vacúolos no oolema (f, Wang et 

al, 2008).  Aumento de 200x (d e c), de 400x (f) e de 100X (a, b, e). Aumento de 400X 

Bar=20 um; aumento de 1000X Bar=30 um.  
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Interessante ressaltar que, alterações 

classificadas na literatura como efeitos da 

criopreservação, principalmente atribuídas 

aos crioprotetores, foram observadas em 

tecidos frescos não expostos a 

crioprotetores, submetidos aos três 

tratamentos de xilol.  A figura 7 apresenta 

exemplos de fotomicrografias, onde são 

comparadas imagens com danos histológicos 

provenientes dos tratamentos com xilol e 

imagens da literatura pertinente reportando 

danos semelhantes como atribuídos pela 

criopreservação.   

 

DISCUSSÃO  
 

A criopreservação de tecido ovariano é 

uma excelente alternativa para conservar as 

funções reprodutivas e endócrinas de 

mulheres jovens e crianças com doença 

oncológica, possibilitando, assim, reverter os 

efeitos de falência ovariana e de infertilidade 

que podem ser promovidas pela oncoterapia 

com quimio ou radioterapia. Diversos 

fatores podem influenciar na restauração da 

função do tecido ovariano após a 

retransplante, e a eficiência da técnica de 

criopreservação é um aspecto fundamental 

para o sucesso do procedimento. A 

criopreservação de tecido ovariano têm 

várias vantagens em relação à 

criopreservação de oócitos e embriões, uma 

vez que, o córtex ovariano contém grande 

quantidade células germinativas primordiais, 

apresentando uma quantidade dessas células 

no nascimento, de cerca de 100.000, e em 

mulheres jovens e na faixa de alguns 

milhares em mulheres mais velhas (6). 

Desde os primeiros procedimentos de 

preservação de tecido ovariano, diversos 

protocolos vêm sendo testados com o 

objetivo de aumentar a eficácia da 

vitrificação e a busca de uma adequada 

penetração de crioprotetores através do 

estroma e células da granulosa evitando a 

toxicidade dos agentes crioprotetores e 

minimizar a cristalização da água (11, 20). O 

 

 

Figura 7. Fotomicrografias de cortes histológicos de ovários com visualização folicular. 

Exemplos de efeitos da histologia comparados com aqueles estimados como sendo da 

criopreservação. Tecido ovariano corado eosina e hematoxilina 400X. Tecido fresco 

apresentando anormalidades foliculares similares com aquelas observadas em folículos 

criopreservados apontada com setas em preto. O autor, Wang et al., 2008, classifica essas 

anormalidades como efeitos da criopreservação. Folículos do grupo fresco apresentam 

desprendimento folicular e vacuolização citoplasmática (a) e retrações foliculares acentuadas 

(c). Tecido vitrificado com folículos anormais, segundo a literatura, associados a efeito da 

criopreservação (b e d, Wang et al., 2008). Aumento: 400x (b, c, d); aumento de 1000X (a) 

bar= 30 um. 400x (c) Bar=20um. 
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protocolo de vitrificação utilizado neste 

estudo segue o procedimento descrito por 

Kagawa et al. (2007), com algumas 

modificações, referentes ao tamanho do 

fragmento do tecido e o uso de uma cápsula 

metálica, a qual foi desenvolvida pelo nosso 

grupo. Este sistema metálico fechado tem o 

objetivo de evitar o contato direto do tecido 

com o nitrogênio líquido e a possível 

contaminação do material biológico pelo 

Nilíquido (3, 1). Resultados anteriores do 

nosso grupo demostraram que o protocolo 

de vitrificação com a capsula metálica é 

eficiente para a preservação do tecido 

ovariano, mantendo em bom estado de 

preservação os folículos primordiais, 

primários e também células do estroma e 

fibras colágenas (1, 17).  

O presente estudo investigou se o tecido 

ovariano pós-criopreservação sofreria 

alterações morfológicas significativas 

quando exposto ao xilol por tempos 

distintos. Nossos resultados mostraram que a 

qualidade do estroma do tecido não se altera 

entre os três tratamentos de xilol, antes e 

após-criopreservação.  Ao compararmos as 

taxas de danos por área nos diferentes 

tamanhos, pequeno e grande, dentro de cada 

grupo, fresco e vitrificado, não foram 

observadas diferenças significativas. 

Entretanto, ao comparar os fragmentos de 

tamanhos diferentes do grupo de tecido que 

foi criopreservados com os seus respectivos 

controles, tecido fresco, observamos perdas 

no grupo vitrificado independente do 

tamanho, porém o grupo de tamanho grande 

foi o único que apresentou perdas 

significativas. Este aumento de perdas 

teciduais em fragmentos vitrificados pode 

ser explicado por uma sensibilização 

diferenciada ao xilol por dois possíveis 

fatores, o primeiro fator seria a 

criopreservação, principalmente pelo 

extenso preparo do tecido para o 

procedimento com a entrada e saída dos 

crioprotetores do tecido e o resfriamento 

pelo nitrogênio líquido podendo afetar a 

composição e permeabilidade da membrana 

plasmática destes tecidos, e o segundo fator 

seria o período de cultura que o mesmo foi 

submetido, visto que este último pode 

ocasionar discretos danos aos tecidos com o 

aumento de tempo do cultivo (28). 

O método de criopreservação pode ter 

diferentes efeitos deletérios sobre as 

diferentes populações de folículos, uma vez 

que não ocorrer uma difusão eficiente dos 

crioprotetores através das células estromais e 

das foliculares pode levar a uma diminuição 

da qualidade folicular presente nos tecidos 

criopreservados (12, 15).  

Os folículos primordiais tendem a ter 

uma maior tolerância à criopreservação do 

que folículos em desenvolvimento (20, 2, 9). 

Tabela 2: Qualidade de folículos primordiais, primários e secundários do tecido fresco 

após o período de 48 horas em cultura. N= quantidade de folículos bons; Total= Total de 

folículos; (%) Taxa de folículos bons por tratamentos. Sem diferença significativa entre os 

tratamentos (p= 0,0821).  

Qualidade folicular do tecido fresco 

 Primordial  

N/Total (%) 

Primário 

N/Total (%) 

Secundário 

N/Total (%) 

Tratamento I 138/143(96%) 76/79(96%) 18/21(85%) 

Tratamento II 1/1(100%) 6/8(75%) 2/2(100%) 

Tratamento III 2/4(50%) 15/28(54%) 4/5(80%) 
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Isto porque estes folículos são constituídos 

por um oócito pequeno e células da 

granulosa pavimentosas e pequenas, 

possuindo uma baixa taxa metabólica, o que 

diminui a sua sensibilidade ao frio, além de 

estarem bloqueados na prófase da meiose I e 

apresentarem ausência de zona pelúcida 

podendo ser considerados um modelo 

especialmente adequado para a investigação 

de criopreservação (23).  Entretanto, nossos 

resultados mostram uma ausência dos 

folículos primordiais nos fragmentos 

vitrificados em ambos tamanhos, após 48 

horas de cultura. Tal observação pode dever-

se ao fato de que as populações de folículos 

primordiais encontram-se distribuídas de 

forma irregular no córtex ovariano conforme 

já relatado por Schmidt et al. (2003). Ainda, 

como este estudo foi motivado por 

observações de uma pesquisa anterior, as 

análises foram realizadas com fragmentos de 

tecidos previamente cortados. Estes 

fragmentos emblocados em parafina foram 

reutilizados para a produção de cortes do 

presente trabalho, esses cortes restantes 

podem ter sido de uma camada muito 

superficial ou de regiões que tiveram sua 

população de folículos primordiais recrutada 

(8) durante o reaquecimento, levando a um 

desenvolvimento in vitro desses folículos 

durante a cultura por 48 horas, observou um 

aumento da população de estruturas em 

desenvolvimento, primários e secundários, e 

nenhum folículo primordial nas amostras 

vitrificadas. Resultados mostram um 

aumento da qualidade folicular nos 

fragmentos vitrificados, particularmente 

com a diminuição no tempo de exposição ao 

xilol no tratamento III. Esta observação pode 

ser um indicativo de que os folículos em 

crescimento são mais sensíveis do que o 

estroma, o qual não apresentou alterações 

significativas com a diminuição do tempo de 

exposição ao xilol.  

Os resultados mostraram que a qualidade 

folicular do grupo fresco diminuiu conforme 

a tempo de exposição ao xilol é reduzido em 

relação ao período padrão descrito na 

literatura (banhos de 30, 25 e 20 minutos). 

Por outro lado, no grupo de folículos do 

tecido vitrificado a qualidade folicular 

aumentou com a redução do tempo de 

exposição, em relação àquele considerado 

ideal.  Esses resultados contraditórios podem 

ser explicados pelas seguintes observações: 

ao analisarmos os cortes de fragmentos 

frescos observamos uma maior compactação 

de suas estruturas morfológicas, quando 

comparados aos vitrificados, podendo 

indicar que um tempo de exposição 

prolongado ao xilol seria necessário para a 

penetração eficiente do solvente no tecido. 

Em contraste, no estroma de fragmentos 

vitrificados, o qual apresentaria um estroma 

menos compactado, isto, apresentando 

células e feixes de colágenos aparentemente 

Tabela 3. Qualidade de folículos primordiais, primários e secundários do tecido vitrificado 

após o período de 48 horas em cultura. N= quantidade de folículos bons; Total= Total de 

folículos; (%) Taxa de folículos bons por tratamento. Sem diferença significativa entre os 

tratamentos (p=0,0885). 

Qualidade folicular do tecido vitrificado 

 Primordial  

N/Total (%) 

Primário 

N/Total (%) 

Secundário 

N/Total (%) 

Tratamento I 0(0%) 1/20(5%) 0/2(0%) 

Tratamento II 0(0%) 0(0%) 1/7(14%) 

Tratamento III 0(0%) 25/83(30%) 1/3(33%) 
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mais próximos e densos. Sendo assim, este 

tecido submetido à criopreservação teria 

uma sensibilidade diferenciada ao xilol, 

necessitando, assim, um menor tempo de 

exposição ao solvente. Apesar destas 

modificações morfológicas observadas em 

cortes histológicos de tecidos ovarianos 

vitrificados, não foram observadas 

diferenças significativas em nível de 

viabilidade tecidual medida por capacidade 

antioxidante dos tecidos pós-vitrificação 

(18). Estas observações sugerem que estas 

alterações do estroma não devem ter um 

significado fisiológico.  
Durante as análises notamos uma queda 

na qualidade folicular nos fragmentos 

frescos e especialmente nos vitrificados, 

apresentando folículos bem alterados com 

alto grau de vacuolização e desprendimentos 

da membrana basal. Revisando a literatura, 

percebemos que alguns trabalhos divergiam 

quanto aos parâmetros de classificação de 

integridade folicular em relação aos nossos. 

Alguns autores classificavam os folículos 

como íntegros mesmo apresentando 

vacuolização no citoplasma do oócito, 

desprendimento da membrana basal e 

oócitos com núcleos picnóticos (14, 26). 

Estas observações nos levaram a perceber 

que estávamos sendo muito críticos em 

nossas análises. Ao reanalisarmos nossos 

dados seguindo os parâmetros da literatura, 

os resultados de qualidade folicular tiveram 

um discreto aumento, principalmente quanto 

aos folículos primários e secundários nos 

fragmentos de tecidos frescos e vitrificados. 

Seguindo essa linha de raciocínio, 

observamos outro fato interessante, qual 

seja, os danos foliculares descritos na 

literatura como causados pelas altas 

concentrações de crioprotetores durante as 

técnicas de criopreservação (26, 10, 27).  

Durante nossas análises, observamos que o 

grupo controle fresco apresentavam danos 

similares ao tecido vitrificado descrito por 

esses trabalhos, associando-os a efeitos da 

criopreservação. Este fato levanta 

questionamento quanto à veracidade dos 

resultados descritos, podendo indicar que 

alguns danos aferidos aos efeitos da 

criopreservação possam ser problemas 

advindos do processamento histológico e 

não das técnicas de criopreservação.  

Interessante ressaltar que nenhum trabalho 

na literatura procurou distinguir efeitos que 

possam vir da metodologia de preparo 

histológico, daquelas advindas da 

criopreservação. 

O tecido vitrificado de tamanho grande e 

a população de folículos sofreram perdas 

significativas ao serem submetidos aos três 

tratamentos com xilol. Estes resultados 

podem estar relacionados a uma maior 

sensibilização do tecido pós-vitrificação e 

cultura por 48 horas. Entretanto, resultados 

recentes de análises bioquímicas do nosso 

grupo mostram que a viabilidade do tecido 

não é afetada pelas metodologias de 

vitrificação e cultura (18). Portanto, 

podemos supor que as técnicas histológicas, 

assim como qualquer outro parâmetro de 

análise de viabilidade tecidual, devem ser 

ajustadas para o estado “pós-

criopreservação” do material biológico de 

maneira a não atribuirmos à metodologia de 

criopreservação, alterações provocadas pelo 

processamento histológico. 

Concluímos que o estroma ovariano após 

vitrificação e cultura pode apresentar 

alterações significativas a nível morfológico, 

independente do tempo de exposição xilol.  

Particularmente, observamos que qualidade 

folicular apresenta um comportamento 

contrastante quanto ao tempo de exposição 

ao xilol. Achados na literatura estão sendo 

erroneamente interpretados quanto a efeitos 

resultantes da criopreservação, pelo uso de 

crioprotetores, ao negligênciar aqueles 

advindos da histologia. Portanto, há a 

necessidade de estudos que venham a 

distinguir esses efeitos, deixando claro, que 

as técnicas de histologia necessitam de 

adequações em seus protocolos, assim como 

vem sendo feito com as de criopreservação.  
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Concluímos que o tecido ovariano pode apresentar alterações significativas quando 

submetido ao xilol após a criopreservação independente do tempo de exposição.  

Particularmente observamos que qualidade folicular, ao diminuir o tempo de exposição ao 

xilol, em tecido fresco diminui, enquanto que a de tecidos vitrificados aumenta. 

 Concluímos que achados na literatura possam estar sendo erroneamente interpretados 

quanto a efeitos resultantes da criopreservação, pelo uso de crioprotetores, ao negligênciar 

aqueles advindos da histologia. Logo, há a necessidade de estudos que venham a distinguir 

esses efeitos, deixando claro, que as técnicas de histologia necessitam de adequações em seus 

protocolos, assim como vem sendo feito com as de criopreservação.  
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National or Institutional Ethics Committee and conforms to the standards set 

by the Declaration of Helsinki (last modified in 2004-

www.wma.net/e/policy/b3.htm), and that material was obtained only with 

Informed Consent in writing for each individual in the study.  

16. How to use the new CryoLetters template 

Main Text File 

1. The templates were designed to facilitate the authors of CryoLetters to prepare 

their camera-ready typescripts in a standardized format. The templates make it 

easy for one to layout the text, figures, tables, pictures and legends. They conform 

to the format of the journal, and the type and size of fonts required. 

 

2. The template is written in Microsoft Word 97-2003 Document and is compatible 

with most other versions. Copy the file to C: programs/ Microsoft 

office/templates. To use it, open Word first, go to File, click New, and browse the 

template. Alternatively, you can copy it in any file folder where you would like to 

store. To use it, you simply click the template file twice. 

 

3. Click on any macro button [words in the brackets] and start typing (e.g. title, 

bylines, abstract, introduction, subtitles and etc.). When a macro button is clicked, 

it will be highlighted. When you start to type, the macro will disappear 

automatically. Macrobuttons specify certain formats, therefore do not delete them 

before writing. The specification though is fixed (e.g. font type, font size, spacing, 

margin etc.). Treat the template as a regular file, subscript, superscript, special 

symbols and other variations could be done just like in any word document. As 

long as the template is not altered, the format will be maintained.  

 

4. Not every manuscript follows the same sequence: Summary, INTRODUCTION, 

MATERIALS AND METHODS, RESULTS, and DISCUSSION. The words in 

http://www.wma.net/e/policy/b3.htm
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the heading can be changed as you wish. Macrobuttons can be copied and pasted 

to elsewhere. 

 

5. For references, the number will be listed automatically. The authors can add or 

delete freely any reference without bothering to change the numbering of the 

references. If cut/copy and paste functions are used to sort out the alphabetical 

order of the references, the number of each reference will change automatically.  If 

you are using any reference software to prepare your list of references, convert the 

plain text file first, you can then use the copy and paste function. 

 

Tables, Photos and Figures 

1. Blue frames are prepared in a separate template for the layout of figures and 

legends. The simplest way is to use one frame for each display item. Should you 

need more frames, click the frame and point the cursor to the shaded border of the 

frame, use copy/paste function to have more. To save your time, you are advised 

to finish your text first, and then to layout the display item with frames. You can 

copy, paste and move the frames to where you wish to place in the paper.  

 

2. If the display item (including photo) is too big and you need to reduce its size, the 

frame will do it for you. Copy the over-sized display item and past onto the frame. 

You will see that your over-sized item is now fitted perfectly. To allow you write a 

legend, drag the bottom edge of the frame down to have more space (the size of 

the figure will not change). Note the edge of the frame is different from the edge of 

the display item. If you drag the edge of a display item, the shape of the display 

item will change.  

  

Submission of Manuscripts 

Electronic submission is essential to the Editorial Office or the appropriate Regional 

Associate Editor, together with a completed copy of the Declaration and Copyright Transfer 

form (Microsoft Word document).  

http://www.cryoletters.org/Information_for_Authors/DeclarationCopyright_2006.doc
http://www.cryoletters.org/Information_for_Authors/DeclarationCopyright_2006.doc


37 
 

 

Executive Editor 

 Professor Barry Fuller, Royal Free & UCL Medical School, Department of Surgery, 

London NW3 2QG, UK. Email: editor@cryoletters.org  

Assistant Editors 

 Prof H.W. Pritchard, Royal Botanic Gardens Kew, Wakehurst Place, West Sussex, 

UK  

 Prof F Engelman, IRD, Montpelier, France  

 Dr Wendell Sun, Shanghai, China  

  

mailto:editor@cryoletters.org


38 
 

 

 

Reprints 

A free .pdf file will be sent to the author marked by an asterisk*. Additional printed reprints 

can be purchased by completion of the order form  enclosed with the manuscript 

acceptance notice. Requests for reprints cannot be accepted after publication of the article. 

 

The editors reserve the right to refuse publication of any work which  does not conform to 

these essential ethical standards. 


