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RESUMO

Introducao: Os efeitos advindos do preparo histolégico podem ser interpretados como efeitos
causados pela criopreservacao sobre os tecidos ovarianos.

Objetivo: O presente trabalho averiguou se os tecidos ovarianos sofreriam alguma alteracéo
morfologica quando expostos a diferentes tratamentos de xilol apds a criopreservacao.
Materiais e Métodos: Fragmentos grandes e pequenos de tecido ovariano foram vitrificados
em uma capsula metalica. Ap6s o reaquecimento o tecido vitrificado foi cultivado por 48
horas. Durante o processamento histoldgico, os fragmentos frescos e vitrificados foram
submetidos a trés tratamentos diferentes de xilol.

Resultados: Os resultados mostraram que ndo houve diferenga 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 comparacdo aos fragmentos frescos (P= 0,0218). A qualidade folicular dos
tecidos frescos diminuiu com a reducdo do tempo de exposicdo ao xilol, enquanto que a
qualidade folicular dos tecidos vitrificados aumentou com a diminuicdo do tempo de
exposicdo ao solvente. N&o houve diferencas significativas no aumento das taxas de qualidade
folicular em ambos os grupos, fresco e vitrificado, apos a reanalise dos dados utilizando os
parametros da literatura para integridade folicular (P=0,1025).

Conclusdo: O tecido ovariano ap0s a criopreservacdo apresenta algumas alteracGes
significativas quando exposto ao xilol, mostrando que adequac¢des nos protocolos de técnicas
histoldgicas devem ser realizadas.

Palavras-chave: Técnicas Histoldgicas. 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.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fluxograma esquematico do eXPerimentO.........cccvevuereereeiieseesiesie e esee e srae e 18
Figura 2 — Fotomicrografias ilustrativas de cortes histoldgicos de ovario...............ccccvennenne. 18
Figura 3 — Porcentagem de fragmentos por proporcao de danos por area entre os cortes dos
fragmentos pequenos e grandes do grupo de tecido fresco (a) e vitrificado (b).........c...c....... 19
Figura 4 — Porcentagem de fragmentos por proporcao de danos por area entre 0s cortes dos
fragmentos pequenos do tecido fresco (esquerda) e vitrificado (direita).........ccccevveieieennnns 20
Figura 5 — Porcentagem de fragmentos por proporcao de danos por area entre os cortes dos
fragmentos grandes do tecido fresco (esquerda) e vitrificado (direita)..........c.cceveveveriveiennns 20
Figura 6 — Fotomicrografias de cortes histologicos de ovarios com visualizacdo folicular.
Comparacdo dos resultados obtidos, no presente trabalho, com aqueles observados na
=] = U0 ] - VPSSP 22
Figura 7 — Fotomicrografias de cortes histologicos de ovarios com visualizacéo folicular.
Exemplos de efeitos da histologia comparados com aqueles estimados como sendo da

(o o] o] (TSl T A7 o= o TSSO 23



LISTA DE

TABELAS

Tabela 1 — Tratamentos de Xilol e resSpectivos tEMPOS..........cceveririiiiiiieeeee e

Tabela 2 — Qualidade folicular do tecido fresco

Tabela 3— Qualidade folicular do tecido Vitrificado...........ccccovveiiiiiiccie e



SUMARIO

1 INTRODUGCAO COMPREENSIVA .......oooieieeieeeeeee e e veetee e 10
1.1 JUSTIFICATIVA ..ottt 13
(O ] = | = LV 0 1 TP 14
1.2.1 ODJEUIVO GEIFAL ... 14
1.2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. ... cuveuiiteieeiiiieiiee ettt 14
2 ARTIGO CIENTIFICO ...ttt enes s n s 15
3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS .....ooiioeeeeeeeeeeeeetee e es e 28
4 REFERENCIAS .....oooooeeceeeeeeee et sn s s 29

ANEXO A - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA INTERNATIONAL
JOURNAL CRYOLETTERS ..o 31



10

1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

A criopreservacdo de células mamiferas teve seu primeiro sucesso quando POLGE et
al. (1949) demonstrou que com o auxilio do glicerol era possivel o congelamento de
espermatozoides de aves, protegendo essas estruturas de lesdes causadas pelo congelamento.
A partir de entdo, muitas células de mamiferos passaram a ser criopreservadas a -196°C. A
manutencdo de embrifes e gametas viaveis em temperaturas a baixo de zero € uma importante
adjunto as técnicas de fertilizacdo in vitro e transferéncia de embriGes em diversas espécies de
mamiferos. Em 1972 nasceram os primeiros camundongos resultantes da transferéncia de
embrides criopreservados (WHITTINGHAM et al., 1972). O mesmo grupo de pesquisadores
(WHITTINGHAM, 1997) logrou, por meio da metodologia de congelamento e
descongelamento lento, a preservacdo de o0citos maduros com altas taxas de viabilidade
utilizando dimetil sulfoxido (DMSO) como crioprotetor (WHITTINGHAM et al., 1972 e
1997; WILMUT, 1972; WHITTINGHAM, 1997). Desde entdo, a criopreservacdo de
embrides e gametas foi utilizada para diversas espécies de mamiferos, incluindo humanos
com muito sucesso por procedimentos de congelamento similares.

Atualmente, a criopreservacao de gameta masculino é um procedimento muito bem
estabelecido, a qual vem sendo muito utilizada rotineiramente em clinicas do mundo inteiro.
No entanto, a criopreservacdo do gameta feminino ndo é tdo corriqueira, pois ainda ndo esta
estabelecida uma Unica técnica aceita como padrdo para uso clinico. Mesmo assim, esta
técnica deixou de ser considerada uma metodologia de carater experimental em 2013 pela
ASMR (AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2013). A
criopreservacao de odcitos ou embrides passou a ser indicada para mulheres com cancer que
correm o risco de infertilidade. Entretanto, estas técnicas s&o inapropriadas para criancas,
adolescentes ou mulheres cujo curso clinico ndo fornece tempo adequado para a estimulacéo a
base de hormdnios para obtencdo dos odcitos. Portanto, a criopreservacdo de tecido ovariano
tornou-se uma potencial alternativa para preservar a fertilidade de mulheres ou jovens
meninas, em condi¢des oncologicas (DONNEZ; BASSIL, 1998). Assim, a fertilidade e a
funcdo hormonal destas pacientes podem potencialmente ser restauradas apos estarem livres
da condicdo oncoldgica com o retransplante do tecido ovariano (BROECKE et al., 2001).
Estudos indicam que a criopreservacdo ndo altera significativamente a integridade

morfoldgica do tecido ovariano e os niveis hormonais em cultura (LI et al., 2007). Dados
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recentes descrevem o nascimento de mais de 80 bebes, apds a criopreservacdo de tecido
ovariano, por diferentes métodos de criopreservacdo (ESHRE, 2017).

Os métodos de criopreservacdo de tecido ovariano mais frequentemente utilizados sdo
as técnicas de congelamento lento e de vitrificacdo. O congelamento lento (Slow-Freezing),
metodologia convencional, é caracterizado pela utilizagdo de baixas concentracdes de agentes
crioprotetores e pela reducdo gradual da temperatura, controlada por um equipamento
programavel (WHITTINGHAM; LEIBO; MAZUR, 1972). Apesar de ser amplamente
difundido, a sua aplicacdo em programas de reproducdo assistida apresenta um custo
relativamente alto devido a necessidade de equipamentos sofisticados. Além disso, durante o
procedimento pode haver a formacéo de cristais de gelo intracelulares, pela reducéo lenta da
temperatura que ocorre durante a realizacao do processo de congelamento do tecido.

A vitrificacdo surgiu como um método alternativo ao congelamento lento com o
objetivo de evitar a formacédo 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 concentracdes de crioprotetores e no resfriamento rapido
do tecido, de forma que alcance diretamente o estado vitreo sem a exposi¢do do tecido ao
estado cristalino, evitando, assim, a formagé&o de gelo intracelular (RALL; FAHY, 1985). Os
crioprotetores comumente usados na vitrificagdo incluem o DMSO, propanodiol, polietileno
glicol.

HOVATTA et al. (1996) foi pioneira nos estudos de criopreservacdo de tecido
ovariano humano utilizando propanodiol (PROH)-sacrose e dimetilsuféxido (DMSO) como
crioprotetores para a preservacdo do cortex 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 entdo, varios pesquisadores tém formulado diversos protocolos com o objetivo de
aumentar a eficécia da vitrificagéo.

Os resultados das diferentes técnicas de criopreservacdo de tecido ovariano, seja por
congelamento lento ou vitrificagcdo foram, entre outros parametros, reportados em sua grande
parte em termos de achados histolégicos de tecido poOs-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 0 método padrao
(Slow-Freezing) e a vitrificagdo 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 sdo comparados aos tecidos frescos, apresentam discretas
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alteracbes no estroma e nos foliculos. Estas alteragdes sdo consideradas como associadas a
efeitos da criopreservacao sobre o tecido. Porém, nenhum trabalho na literatura relaciona tais
danos como podendo ser causados durante o preparo do tecido para analises microscopicas. O
processamento dos tecidos para histologia envolve diversas etapas incluindo a fixacdo, a
desidratacdo e a diafanizagdo, entre outras. Estes processos estdo descritos de forma
uniformizada e sdo utilizados por laboratdrios de técnicas histologicas no mundo inteiro para
o0 preparo de diferentes tecidos frescos, fixados logo apds a sua coleta. O tecido submetido a
criopreservacao pode, potencialmente, apresentar propriedades estruturais ou de resisténcia
aos processos histologicos diferentes daquelas de tecidos frescos. Estas alteragdes néo
necessariamente comprometeriam a viabilidade do tecido, mas seriam evidenciadas como
“danos” nas amostras bioldgicas criopreservadas causados pela inadequacdo da metodologia
histoldgica e ndo pela criopreservacdo em si. Assim, lesfes teciduais observadas podem vir a
ser interpretadas erroneamente como sendo da criopreservacao e levar a conclusdes falsas dos
achados durante as analises em microscopio.

Durante o processamento histoldgico algumas etapas envolvem difusdes de reagentes que
possibilitam a saida de liquido dos tecidos, como a desidratacdo do material biolégico com
alcool, e a entrada de outros, como o xilol, que remove o alcool e promove a diafanizagdo do
material biol6gico. Além disso, o xilol é um solvente que facilita a impregnacdo do tecido
com parafina e sua remocdo ap6s a microtomia para coloracdo dos cortes histologicos
(CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2010). O xilol é um solvente organico derivado do
petr6leo com um potencial téxico significante, classificado como um hidrocarboneto, que
possui propriedades lipofilicas. Este solvente tende a se acumular em fracfes adiposas dos
tecidos, como em membranas celulares podendo perturbar suas propriedades fisico-quimicas e
fisiolégicas (CROUTE et al., 2002; USEPA, 2010), como por exemplo, afetar a qualidade e

morfologia do estroma do tecido e dos foliculos.
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1.1 JUSTIFICATIVA

A criopreservacao de tecido ovariano que ainda se encontra em fase de estudos tem
sua eficiéncia muitas vezes avaliada por parametros de qualidade do estroma e dos foliculos.
Diversos trabalhos tém diagnosticado os efeitos da criopreservacdo 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 téxico as membranas celulares, podendo promover alteracGes
estruturais e fisiologicas nas mesmas. Efeitos que, muitas vezes, podem ser interpretados
como sendo efeitos advindos da criopreservacdo durante analises de laminas pelos
investigadores, 0 que acaba sendo uma inverdade dos achados. Na literatura até hoje nédo
encontramos nenhum trabalho que apresente resultados sobre a diferenca de efeitos que s@o
provocados pela criopreservagdo daqueles que possam ser provocados durante o
processamento histoldgico. Logo, ajustes efetivos e controlados em protocolos de histologia
sdo de grande valia, visando uma minimizacdo de danos que possam ocorrer durante o

processamento histolégico para que ndo haja interpretacdes errdneas dos resultados descritos.
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1.2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi averiguar se modificagcdes no tempo de exposi¢ao

do tecido ovariano criopreservado ao xilol promovem alteragdes a nivel estrutural do estroma

e dos foliculos ovarianos e comparar estas potenciais alteracdes com os dados descritos na

literatura como danos causados pelas técnicas de criopreservacao.

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo foi verificar se a diminuicdo do tempo de exposicdo do tecido ovariano ao

xilol pode provocar melhora na qualidade morfoldgica folicular e do estroma, pos-

criopreservacao.

1.2.2 Objetivos especificos

Criopreservar o tecido ovariano pela metodologia de Vitrificagdo em uma capsula
metalica e ap6s o reaquecimento cultivar o tecido ovariano por 48 horas;
Submeter o tecido ovariano fresco e vitrificado ao processamento histoldgico,
passando pelas etapas de fixacdo, diafanizacdo, inclusdo com parafina, cortes em
microtomo e desparafinacgdo do tecido e coloracgdo por HE;
Submeter os fragmentos dos tecidos ovarianos frescos e vitrificados a trés tratamentos
diferentes de xilol com tempos decrescente para a remocao da parafina e confecgéo de
laminas

o Confeccionar laminas e avaliar por microscopia Optica, se houve
alteracdes significativas estruturais e morfoldgicas no estroma e na qualidade folicular
nos tecidos submetidos aos diferentes tratamentos de xilol.

o Comparar os resultados obtidos da histologia com achados literarios

tendo como parédmetros o estroma e a qualidade folicular.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo cientifico gerado a partir deste trabalho de concluséo de curso foi redigido conforme

as normas de publicacdo do International Journal CryoLetters (ANEXO A).
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ANALISES HISTOLOGICAS DE TECIDO OVARIANO VITRIFICADO:
AJUSTE DO PROCESSAMENTO HISTOLOGICO PARA DISTINCAO
DAS ALTERACOES PROVOCADAS PELA CRIOPRESERVACAO
DAQUELAS ADVINDAS DO PREPARO TECIDUAL

Eduardo Sanguinet*, Agata Dupont, Maité Ferreira, Nilo Frantz e Adriana Bos-Mikich.

Departamento de Ciéncias Morfologicas, ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil.
*Autor correspondente: esanguinet22@gmail.com;

Resumo

INTRODUGCAO: Os efeitos advindos do preparo histoldgico podem ser interpretados como
efeitos causados pela criopreservagdo sobre os tecidos ovarianos. OBJETIVO: O presente
trabalho averiguou se os tecidos ovarianos sofreriam alguma alteracdo morfoldgica quando
expostos a diferentes tratamentos de xilol ap6s a criopreservagdo. MATERIAIS E
METODOS: Fragmentos grandes e pequenos de tecido ovariano vitrificados em uma céapsula
metalica e cultivados por 48 horas pds-reaquecimento. Durante o processamento histoldgico,
os tecidos frescos e vitrificados foram submetidos a trés tratamentos diferentes de xilol.
RESULTADOS: Os resultados mostraram que ndo houve diferenca 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.
CONCLUAO: O tecido ap6s a criopreservacio apresenta algumas alteracdes significativas
guando exposto ao xilol, mostrando gque adequacdes nos protocolos de técnicas histoldgicas
devem ser realizadas.

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

INTRODUCAO dos tecidos, como a desidratacdo tecidual
com alcool, e a entrada de xilol, que remove
0 é&lcool e promove a diafanizacdo do

material bioldgico, além de ser um solvente

Diversos trabalhos citam que alteragdes
morfoldgicas pds-criopreservacao presentes

nos tecidos ovarianos estdo associadas ao
uso dos crioprotetores (26, 10, 27). Estes
trabalhos de fato néo citam de forma clara e
detalhada como os tecidos ovarianos foram
processados para as analises histoldgicas,
permitindo, assim, supor que os tecidos
frescos, sem criopreservacdo, e os tecidos
criopreservados sofrem 0 mesmo tratamento
universal, padrdo de diafanizagéo, incluséo,
desparafinacdo e coloracao para a confecgédo
de l1&minas histoldgicas.

Durante o processamento histologico
algumas etapas envolvem difusdo de
reagentes que possibilitam a saida de liquido

e facilitar a impregnacdo do tecido com
parafina e remové-la ap6s a microtomia,
para coloracdo do tecido (4). O xilol € um
solvente organico derivado do petréleo com
um potencial toxico significante,
classificado como um hidrocarboneto que
possui  propriedades lipofilicas tendendo
acumular se em fracOes adiposas dos
tecidos, como em membranas celulares,
podendo assim, perturbar suas propriedades
fisico-quimicas e fisiologicas (5, 25). As
alteracbes promovidas pelo xilol podem
afetar significativamente a qualidade do
estroma e a qualidade folicular em
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exposicfes prolongadas do tecido ao
solvente. Estudos anteriores relatam que a
exposicdo prolongada do tecido ao xilol
durante o processamento histolégico pode
endurecer o tecido a ser impregnado
prejudicando sua qualidade do material (19).

Empiricamente podemos supor que a
vitrificacdo/reaquecimento mesmo que nao
cause danos a viabilidade do tecido, pode
levar a uma sensibilidade diferenciada ao
processamento histologico. As membranas
celulares sdo estruturas muito exigidas para
a criopreservacdo, visto que elas séo
responsaveis pelo fluxo dos crioprotetores
(7). Diversos estudos, em diferentes tipos
celulares  demonstraram alteracdes de
membrana plasméatica causadas pelos
crioprotetores, sem necessariamente afetar a
viabilidade celular (16, 21, 24). Este estresse
fisiolégico de transporte trans-membrana
ndo ocorre em tecidos frescos e pode levar a
alteracbes a nivel estrutural ou de
permeabilidade das membranas celulares, o
que levaria a uma sensibilidade diferenciada
desta estrutura ao xilol, quando comparada
ao tecido nao-criopreservado.

O objetivo deste trabalho foi verificar se
alteracBes no tempo de exposicdo do tecido
ovariano criopreservado ao xilol, podem
afetar a morfologia do estroma e a qualidade
folicular.

MATERIAIS E METODOS

17

Processamento dos tecidos e procedimento
de vitrificacéo

Ovarios bovinos foram coletados em um
abatedouro local e transportados para o
laboratorio dentro de 2 h ap6s o abate em
vasilha de vidro estéril contendo solucéo
salina em temperatura ambiente (23°C). O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de
nossa Instituicdo (Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, n® 25088).

Nosso protocolo segue os procedimentos
descritos por Kagawa et al (2007), com
algumas pequenas modificacBes. O cortex
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 solucdo de equilibrio (ES) de 7,5% de
etilenoglicol (EG) e DMSO seguido da
solucdo de vitrificacdo (VS) de 15% EG e
DMSO, em meio HTF (Irvine), por 25 e 15
minutos, respectivamente. A transferéncia
dos fragmentos de uma solucdo para a outra
foi feita com o auxilio de um pincel estéril
para evitar danos ao tecido e contaminagao
de uma solucdo a seguinte. De 10 a 12
pedacos de tecido de diferentes ovarios
foram colocados no fundo de um criovial de
metal (Patente n°: BR 20 2013 019739 0), o
qual assim que fechado foi imerso em LN,
(1). Em cada repeti¢do experimental, quatro
a cinco amostras frescas de diferentes
ovarios foram fixadas em paraformaldeido
8% por 15 min.

Tabela 1: Tratamentos de xilol e respectivos tempos.

Tratamentos

Tratamento |

Tratamento Il

Tratamento Il

1° Banho

30 min

25 min

20 min

Banho e Tempo

2° Banho 3° Banho
25 min 15 min
20 min 10 min
15 min 10 min
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Fragmentos do cértex ovariano

i—
/ 1x1x3 mm @
Vitrificagdo i —_—> —_—
E Capsula metalica
1x1x5 mm
Ovarios bovino /
Tecido fresco Tecido vitrificado
Cultura in vitro —
48h Cultura in vitro
Procedimento Histologia
Histolégico / l \
= =
N = =i
Tratamento | Tratamento lll
Tratamento Il
Analises
—_——

Figura 1: Fluxograma esquematico do experimento.

Reaquecimento e cultura do tecido

As cépsulas metalicas foram removidas
do LN, e expostas a 4gua da torneira por 30
segundos para abrir a tampa. Em seguida, as
bases das capsulas eram postas em banho de

$iet 53
o

agua a 37 °C por 1 min. Os tecidos eram
removidos do fundo das cépsulas e
transferidos para a primeira solucdo de
aquecimento (S1 Rewarming solution)
contendo 1M de sacarose durante 1 min,

Figura 2: Fotomicrografias ilustrativas de cortes histolégicos de ovario. 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 integros. Asterisco:
Foliculo primarios Aumento: 10x.(a,b, ¢ e d). Bar= 10 um.



seguido de a segunda solugédo (S2 Dilution
solution) contendo sacarose 0,5 M durante 3
min e a ultima solucdo (S3 Wash solution)
de 0,25 M Sacarose por 5 min. Todas as
solucBes estavam a temperatura ambiente.
Apos o reaquecimento dos fragmentos, eles
foram cultivados durante 48 horas em meio
HTF suplementado com 20% de soro
substituto (SSS, Irvine) a 385C. As
amostras de tecido fresco de diferentes
ovarios foram colocadas sob as mesmas
condicbes de cultura (Cultura fragmento
pequenos/Cultura  fragmentos  grande,
controles). Os fragmentos de tecido ovariano
dos diferentes grupos foram fixados em
paraformaldeido 8% por 15 minutos, apds
foram lavados duas x em &lcool absoluto e
deixados sobre-noite (cerca de 12 horas) até
0 processamento do material.
Processamento histologico das amostras

Os diferentes grupos de tecido ovariano
foram  submetidos ao  processamento
histoldgico corriqueiramente empregado no
Laboratorio de Histologia e Embriologia

£ 0%

100% 100%
100%
85% 86%

80%

de de fr

40%

da

20% 15% 14%

- H - o -

X 0% ! !

Total  0-10% 50% 90-100% Total 0-10% 50%  90-100%
Fresco Pequeno 48 h Fresco Grande 48 h

Grupos Experimentais
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Comparada. A desidratacdo tecidual foi
realizada através de 4 banhos de alcool
absoluto, iniciando com 3 banhos de 2
minutos e 1 banho de 20minutos. A
diafanizacdo (clareamento) com o uso de
xilol (Xilol, LabSynth, SP, Brasil) foi
realizada por uma sequéncia 2 banhos, o
primeiro banho por 30 minutos e o segundo
banho por 20 minutos. A
impregnacdo/inclusao foi feita em parafina
liquida (Parafina Histologica em flocos,
Exodo Cientifica, SP, Brasil) (60°-70°)
consistindo em 2 banhos de 40 minutos, o
primeiro banho com 10% de xilol e o
segundo com parafina pura. A seguir, 0S
fragmentos de tecido foram deixados em
temperatura ambiente para o endurecimento
do bloco de parafina. Apds 24 horas, 0s
blocos eram utilizados para confecgdes de
cortes de 7 pm de espessura em um
microtomo rotativo manual. A cada 10
cortes, os 3 primeiros eram recolhidos com
uma lamina de vidro e deixados para secar
em estufa a 38°C overnight.

b)

120%

(%)

100% 100%
100%

7%

de fr

80%

£ 60% 54%

da

40%
24%
9 14% 1% .
20% 5 6

o L1
Total  0-10%  50%
Vitrificado Pequeno 48 h

Total 0-10% 50%

90-100%
Vitrificado Grande 48 h

Grupos Experimentais

Figura 3: Porcentagem de fragmentos por proporcao de danos por area entre os cortes dos
fragmentos pequenos e grandes do grupo de tecido fresco (a) e vitrificado (b). Nao houve
diferenca 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 nao significativos (cinza), cortes com danos médios
(cinza grafite) e cortes danificados (Cinza pontilhado).
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Figura 4: Porcentagem de fragmentos por propor¢do de danos por area entre os cortes
dos fragmentos pequenos do tecido fresco (esquerda) e vitrificado (direita). Ndo houve
diferencas significativas entre os grupos experimentais, fragmentos pequenos do tecido,
fresco e vitrificado, P=0,1025. Quantidade total de cortes (Preto), tecidos bons com danos
ndo significativos (cinza), cortes com danos médios e cortes danificados (cinza pontilhado).

g 120% -
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g 100% -
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&
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Total 0-10% 50% 90-100% Total 0-10% 50%  90-100%
Fresco Grande 48 h Vitrificado Grande 48 h

Grupos Experimentais

Figura 5: Porcentagem de fragmentos por propor¢do de danos por area 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 ndo
significativos (cinza), cortes com danos médios (cinza grafite) e cortes danificados (Cinza
pontilhado).

A remocdo de parafina é feita pelo o uso de  decrescentes, o primeiro banho de 30
xilol, que consiste em uma bateria de trés  minutos, o segundo banho de 25 e o Ultimo
banhos consecutivos com tempos  banho de 15 minutos. Portanto, os cortes



parafinados foram submetidos a trés
tratamentos de  xilol em  tempos
decrescentes, quais sejam: |I: tratamento

padrdo; Il: diminuicdo de cinco minutos em
cada banho do tratamento I; I11: diminuicdo
de 10 minutos em cada banho do tratamento
| (Tabela 1 e Figura 1). Apo0s, seguiu-se 0S
procedimentos conforme protocolo padréo,

qual sejam, os cortes foram hidratados
com éalcool em concentracdes decrescentes,
99%, 96%, 80% e 70%, com duracgdo de 5,
1, 1 e 1 minuto(s), respectivamente,
transferidos para &gua destilada por 1
minuto e corados com Hematoxilina e
Eosina (HE). Os cortes corados foram
lavados 3x em alcool 80% e depois por 3
banhos de alcool para desidratacdo, o
primeiro banho de alcool 96% por 1 minuto
e 0s outros dois banhos de alcool 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 ladminas foi realizada
utilizando balsamo do Canadé e laminula.

Os foliculos  foram  classificados
conforme seu estagio de desenvolvimento
em: Primordiais contendo uma Unica camada
de células de granulosa pavimentosas;
Primarios contendo Unica camada completa
de células de granulosa cuboide e o0s
secundérios contendo diversas camadas de
células da granulosa cuboide e a presenca de
um antro. Critérios considerados para
classificacdo de foliculo primordial ou
primario danificado incluem: presenca de
vaclolos no odcito, vesicula germinativa
picnotica, desprendimento dos foliculos da
membrana basal, camada de células
foliculares incompletas em torno do odcito.
A qualidade do estroma foi avaliada de
forma subjetiva de acordo com a proporcao
de dano no campo de visdo: 0 a 10%, 50% e
de 90 a 100% de danos. Critério para
considerar tecido com danos: Vacuolizacéo
e presenca de nucleos picnéticos nas células
do estroma. As amostras foram analisadas as
cegas.
Analises estatisticas

As diferencas das medias entre o tecido
fresco e vitrificado, fragmentos grandes e
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pequenos, submetidos aos  diferentes
tratamentos de xilol foram analisadas
estatisticamente usando o teste de Kruskal
Wallis seguido pelo teste de comparacao
maltiplo Dunn (versdo Bioestat 5.0). Valores
de P <0,05 eram considerados significativos.

RESULTADOS

Setenta e duas laminas histoldgicas 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 analises por
problemas advindos da montagem das
laminas. Todos os cortes histolégicos foram
realizados em fragmentos de tecidos ja
emblocados e utilizados para confeccdo de
laminas de um estudo anterior, j& em
andamento no laboratério.

Qualidade do estroma ovariano

De uma maneira geral, o estroma de
tecido fresco apresenta uma maior
“compactagdo” das células e fibras
colagenas do que os tecidos vitrificados. Os
tecidos ovarianos frescos e vitrificados
expostos aos trés tratamentos com xilol nao
apresentaram  diferencas  significativas
quanto a proporcdo 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 ndo
significativa (P=0,4739) (Figura 3b). Quanto
a qualidade do estroma nos grupos pequenos

e grandes, observamos que fragmentos
pequenos vitrificados ndo apresentam
diferencas 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 relagdo ao
fresco (P=0,0218) (Figura 5).

Qualidade folicular



Duzentos e seis foliculos foram
analisados e classificados em primordiais,
primarios e secundarios conforme descrito
anteriormente. A qualidade folicular foi
analisada somente  por grupos de
tratamentos, ndo distinguindo a populacéo
folicular entre os grupos dos diferentes
tamanhos, fragmentos pequenos e grandes.
O tecido fresco apresentou uma diminuicéo
na qualidade de foliculos primordiais e
primarios conforme a diminui¢do do tempo
de exposicdo ao xilol. No entanto,
independente do tratamento, os foliculos
secundarios mantiveram a sua qualidade
folicular (Tabela 2). O tecido vitrificado
mostrou um aumento ndo significativo
estatisticamente, na qualidade dos foliculos
primarios e secundarios conforme foi
reduzido o tempo de exposicdo ao xilol
(Tabela 3). Nao foi possivel realizar-se uma
classificacdo de foliculos segregada em
fragmentos grandes e pequenos devido ao
baixo numero destas estruturas nos tecidos
utilizados para estas analises.

Analise critica de resultados presente na
literatura
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Os tecidos submetidos aos trés
tratamentos com xilol apresentaram um
grande numero de foliculos danificados,
seguindo os parametros 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 foliculo, b)
o0citos com vacuolizagfes citoplasmaticas e
c) a presenca de vesicula germinativa
picndtica. Estas observacGes demonstram
uma diminuicdo acentuada na qualidade dos
foliculos nos trés tratamentos. Entretanto, ao
revisar e avaliar  pardmetros  de
normalidade/integridade folicular descritos
na literatura, reanalisamos e reclassificamos
os foliculos conforme as imagens dos artigos
publicados pelos autores. Estes classificaram
foliculos anormais com a presenca de
diversos danos, segundo aos nossos critérios
de danos, como sendo estruturas integras
(Figura 6). Apds a reanalise, observamos um
aumento da proporcdo de estruturas
consideradas  “normais” em  tecidos
vitrificados, embora este aumento ndo foi
significativo (P=0,1025) (Tabela 2 e 3).

Figura 6: Fotomicrografias de cortes histologicos de ovarios com visualizacdo folicular.
Comparacao dos resultados obtidos, no presente trabalho, com aqueles observados na
literatura, a nivel de qualidade folicular. Tecido ovariano corados com eosina e
hematoxilina em 400X e 1000X. Parametros classificados como danos: Desprendimento
do foliculo do estroma (a, b e c); Vacuolizagdo do citoplasma do odcitos (a). Tecido
vitrificado contendo foliculos classificados como integros: apresentando desprendimento
do foliculo do estroma (d, Kagawa et al., 2009); vacuolizacdo citoplasmatica do odcito (e,
Xiao et al., 2017) e novamente desprendimento folicular e vacuolos no oolema (f, Wang et
al, 2008). Aumento de 200x (d e c), de 400x (f) e de 100X (a, b, €). Aumento de 400X

Bar=20 um; aumento de 1000X Bar=30 um.



Interessante  ressaltar  que, alteragdes
classificadas na literatura como efeitos da
criopreservacdo, principalmente atribuidas
aos crioprotetores, foram observadas em
tecidos  frescos ndo  expostos  a
crioprotetores,  submetidos aos  trés
tratamentos de xilol. A figura 7 apresenta
exemplos de fotomicrografias, onde séo
comparadas imagens com danos histologicos
provenientes dos tratamentos com xilol e
imagens da literatura pertinente reportando
danos semelhantes como atribuidos pela
criopreservagao.

DISCUSSAO

A criopreservacdo de tecido ovariano €
uma excelente alternativa para conservar as
funcbes reprodutivas e enddcrinas de
mulheres jovens e criancas com doenca
oncologica, possibilitando, assim, reverter 0s
efeitos de faléncia ovariana e de infertilidade
que podem ser promovidas pela oncoterapia

”

v
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com quimio ou radioterapia. Diversos
fatores podem influenciar na restauracdo da
funcdo do tecido ovariano apés a
retransplante, e a eficiéncia da técnica de
criopreservacdo € um aspecto fundamental
para 0 sucesso do procedimento. A
criopreservacdo de tecido ovariano tém
varias  vantagens em relacio  a
criopreservacdo de oocitos e embrides, uma
vez que, 0 cOrtex 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
preservacdo de tecido ovariano, diversos
protocolos vém sendo testados com o
objetivo de aumentar a eficacia da
vitrificacdo e a busca de uma adequada
penetracdo de crioprotetores através do
estroma e células da granulosa evitando a
toxicidade dos agentes crioprotetores e
minimizar a cristalizacdo da agua (11, 20). O

N

Figura 7. Fotomicrografias de cortes histologicos de ovarios com visualizagao folicular.

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

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

apresentando anormalidades foliculares similares com aquelas observadas em foliculos

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

anormalidades como efeitos da criopreservacdo. Foliculos do grupo fresco apresentam

desprendimento folicular e vacuolizacao citoplasmatica (a) e retracdes foliculares acentuadas

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

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

bar= 30 um. 400x (c) Bar=20um.



protocolo de vitrificagdo utilizado neste
estudo segue o procedimento descrito por
Kagawa et al. (2007), com algumas
modificacdes, referentes ao tamanho do
fragmento do tecido e o uso de uma cépsula
metélica, a qual foi desenvolvida pelo nosso
grupo. Este sistema metalico fechado tem o
objetivo de evitar o contato direto do tecido
com o nitrogénio liquido e a possivel
contaminacdo do material bioldgico pelo
Niliquido (3, 1). Resultados anteriores do
nosso grupo demostraram que o protocolo
de vitrificagdo com a capsula metalica é
eficiente para a preservacdo do tecido
ovariano, mantendo em bom estado de
preservacdo os foliculos primordiais,
primarios e também células do estroma e
fibras colagenas (1, 17).

O presente estudo investigou se o tecido

ovariano  pos-criopreservacdo  sofreria
alteracbes  morfologicas  significativas
quando exposto ao xilol por tempos

distintos. Nossos resultados mostraram que a
qualidade do estroma do tecido nédo se altera
entre os trés tratamentos de xilol, antes e
apds-criopreservacdo. A0 compararmos as
taxas de danos por area nos diferentes
tamanhos, pequeno e grande, dentro de cada
grupo, fresco e vitrificado, ndo foram
observadas diferencas significativas.
Entretanto, ao comparar os fragmentos de
tamanhos diferentes do grupo de tecido que
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foi criopreservados com 0s seus respectivos
controles, tecido fresco, observamos perdas
no grupo vitrificado independente do
tamanho, porém o grupo de tamanho grande
foi o Unico que apresentou perdas
significativas. Este aumento de perdas
teciduais em fragmentos vitrificados pode
ser explicado por uma sensibilizacdo
diferenciada ao xilol por dois possiveis
fatores, o primeiro fator seria a
criopreservacao, principalmente pelo
extenso preparo do tecido para o
procedimento com a entrada e saida dos
crioprotetores do tecido e o resfriamento
pelo nitrogénio liquido podendo afetar a
composicao e permeabilidade da membrana
plasmaética destes tecidos, e o segundo fator
seria 0 periodo de cultura que 0 mesmo foi
submetido, visto que este (ltimo pode
ocasionar discretos danos aos tecidos com o
aumento de tempo do cultivo (28).

O método de criopreservacdo pode ter
diferentes efeitos deletérios sobre as
diferentes populacdes de foliculos, uma vez
que ndo ocorrer uma difusdo eficiente dos
crioprotetores através das células estromais e
das foliculares pode levar a uma diminuigéo
da qualidade folicular presente nos tecidos
criopreservados (12, 15).

Os foliculos primordiais tendem a ter
uma maior tolerancia a criopreservacdo do
que foliculos em desenvolvimento (20, 2, 9).

Tabela 2: Qualidade de foliculos primordiais, primarios e secundarios do tecido fresco

apos o periodo de 48 horas em cultura. N= quantidade de foliculos bons; Total= Total de

foliculos; (%) Taxa de foliculos bons por tratamentos. Sem diferenca significativa entre os

tratamentos (p= 0,0821).

Qualidade folicular do tecido fresco

Primordial

N/Total (%)

Primario Secundario

N/Total (%) N/Total (%)

Tratamento | 138/143(96%)
Tratamento Il 1/1(100%)
Tratamento lll 2/4(50%)

76/79(96%) 18/21(85%)
6/8(75%) 2/2(100%)
15/28(54%) 4/5(80%)



Isto porque estes foliculos sdo constituidos
por um o0cito pequeno e células da
granulosa pavimentosas e  pequenas,
possuindo uma baixa taxa metabdlica, o que
diminui a sua sensibilidade ao frio, além de
estarem bloqueados na profase da meiose | e
apresentarem auséncia de zona pellcida
podendo ser considerados um modelo
especialmente adequado para a investigacéo
de criopreservacao (23). Entretanto, nossos
resultados mostram uma auséncia dos
foliculos  primordiais nos  fragmentos
vitrificados em ambos tamanhos, ap6s 48
horas de cultura. Tal observacdo pode dever-
se ao fato de que as populacbes de foliculos
primordiais encontram-se distribuidas de
forma irregular no cortex ovariano conforme
ja relatado por Schmidt et al. (2003). Ainda,
como este estudo foi motivado por
observacGes de uma pesquisa anterior, as
andlises foram realizadas com fragmentos de
tecidos  previamente  cortados.  Estes
fragmentos emblocados em parafina foram
reutilizados para a producdo de cortes do
presente trabalho, esses cortes restantes
podem ter sido de uma camada muito
superficial ou de regides que tiveram sua
populacdo de foliculos primordiais recrutada
(8) durante o reaquecimento, levando a um
desenvolvimento in vitro desses foliculos
durante a cultura por 48 horas, observou um
aumento da populacdo de estruturas em
desenvolvimento, primarios e secundarios, e
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nenhum foliculo primordial nas amostras

vitrificadas.  Resultados  mostram  um
aumento da qualidade folicular nos
fragmentos  vitrificados, particularmente

com a diminui¢do no tempo de exposi¢édo ao
xilol no tratamento I11. Esta observacao pode
ser um indicativo de que os foliculos em
crescimento sdo mais sensiveis do que o
estroma, o qual ndo apresentou alteragOes
significativas com a diminuicdo do tempo de
exposicédo ao xilol.

Os resultados mostraram que a qualidade
folicular do grupo fresco diminuiu conforme
a tempo de exposicdo ao xilol € reduzido em
relacio ao periodo padrdo descrito na
literatura (banhos de 30, 25 e 20 minutos).
Por outro lado, no grupo de foliculos do
tecido vitrificado a qualidade folicular
aumentou com a reducdo do tempo de
exposicdo, em relacdo aquele considerado
ideal. Esses resultados contraditorios podem
ser explicados pelas seguintes observacoes:
ao analisarmos os cortes de fragmentos
frescos observamos uma maior compactacao
de suas estruturas morfoldgicas, quando
comparados aos vitrificados, podendo
indicar que um tempo de exposicdo
prolongado ao xilol seria necessario para a
penetracdo 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 coladgenos aparentemente

Tabela 3. Qualidade de foliculos primordiais, primarios e secundarios do tecido vitrificado

apos o periodo de 48 horas em cultura. N= quantidade de foliculos bons; Total= Total de

foliculos; (%) Taxa de foliculos bons por tratamento. Sem diferenca significativa entre os

tratamentos (p=0,0885).

Qualidade folicular do tecido vitrificado

Primordial

N/Total (%)

Primario Secundario

N/Total (%) N/Total (%)

Tratamento | 0(0%)
Tratamento Il 0(0%)
Tratamento Il 0(0%)

1/20(5%) 0/2(0%)
0(0%) 1/7(14%)
25/83(30%) 1/3(33%)



mais proximos e densos. Sendo assim, este
tecido submetido a criopreservacdo teria
uma sensibilidade diferenciada ao xilol,
necessitando, assim, um menor tempo de
exposicdo ao solvente. Apesar destas
modificacbes morfologicas observadas em
cortes histoldgicos de tecidos ovarianos
vitrificados, ndo  foram  observadas
diferencas significativas em nivel de
viabilidade tecidual medida por capacidade
antioxidante dos tecidos pos-vitrificacdo
(18). Estas observacbes sugerem que estas
alteragfes do estroma ndo devem ter um
significado fisioldgico.

Durante as analises notamos uma queda
na qualidade folicular nos fragmentos
frescos e especialmente nos vitrificados,
apresentando foliculos bem alterados com
alto grau de vacuolizacdo e desprendimentos
da membrana basal. Revisando a literatura,
percebemos que alguns trabalhos divergiam
guanto aos parametros de classificacdo de
integridade folicular em relag&o aos nossos.
Alguns autores classificavam os foliculos
como integros mesmo  apresentando
vacuolizacdo no citoplasma do odcito,
desprendimento da membrana basal e
odcitos com nucleos picnéticos (14, 26).
Estas observacOes nos levaram a perceber
que estavamos sendo muito criticos em
nossas analises. Ao reanalisarmos nossos
dados seguindo os parametros da literatura,
os resultados de qualidade folicular tiveram
um discreto aumento, principalmente quanto
aos foliculos priméarios e secundarios nos
fragmentos de tecidos frescos e vitrificados.
Seguindo essa linha de raciocinio,
observamos outro fato interessante, qual
seja, 0s danos foliculares descritos na
literatura como causados pelas altas
concentragdes de crioprotetores durante as
técnicas de criopreservacdo (26, 10, 27).
Durante nossas analises, observamos que 0
grupo controle fresco apresentavam danos
similares ao tecido vitrificado descrito por
esses trabalhos, associando-os a efeitos da
criopreservacao. Este fato  levanta
guestionamento quanto a veracidade dos
resultados descritos, podendo indicar que
alguns danos aferidos aos efeitos da

26

criopreservacdo possam ser problemas
advindos do processamento histoldgico e
ndo das técnicas de criopreservagao.
Interessante ressaltar que nenhum trabalho
na literatura procurou distinguir efeitos que
possam vir da metodologia de preparo
histolégico,  daquelas  advindas  da
criopreservacao.

O tecido vitrificado de tamanho grande e
a populacdo de foliculos sofreram perdas
significativas ao serem submetidos aos trés
tratamentos com xilol. Estes resultados
podem estar relacionados a uma maior
sensibilizacdo do tecido pos-vitrificacdo e
cultura por 48 horas. Entretanto, resultados
recentes de analises bioguimicas do nosso
grupo mostram que a viabilidade do tecido
ndo é afetada pelas metodologias de
vitrificaggo e cultura (18). Portanto,
podemos supor que as técnicas histoldgicas,
assim como qualquer outro paradmetro de
anélise de viabilidade tecidual, devem ser
ajustadas para 0 estado “pOs-
criopreservacao” do material biologico de
maneira a ndo atribuirmos a metodologia de
criopreservacao, alteracdes provocadas pelo
processamento histolégico.

Concluimos que o estroma ovariano apés
vitrificagdo e cultura pode apresentar
alteracdes significativas a nivel morfolégico,
independente do tempo de exposicéo xilol.
Particularmente, observamos que qualidade
folicular apresenta um comportamento
contrastante quanto ao tempo de exposi¢do
ao xilol. Achados na literatura estdo sendo
erroneamente interpretados quanto a efeitos
resultantes da criopreservacao, pelo uso de
crioprotetores, ao negligénciar aqueles
advindos da histologia. Portanto, ha a
necessidade de estudos que venham a
distinguir esses efeitos, deixando claro, que
as técnicas de histologia necessitam de
adequacdes em seus protocolos, assim como
vem sendo feito com as de criopreservacao.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Concluimos que o tecido ovariano pode apresentar alteragdes significativas quando
submetido ao xilol ap6s a criopreservacdo independente do tempo de exposicédo.
Particularmente observamos que qualidade folicular, ao diminuir o tempo de exposicdo ao
xilol, em tecido fresco diminui, enquanto que a de tecidos vitrificados aumenta.

Concluimos que achados na literatura possam estar sendo erroneamente interpretados
guanto a efeitos resultantes da criopreservacdo, pelo uso de crioprotetores, ao negligénciar
aqueles advindos da histologia. Logo, ha a necessidade de estudos que venham a distinguir
esses efeitos, deixando claro, que as técnicas de histologia necessitam de adequagdes em seus

protocolos, assim como vem sendo feito com as de criopreservagao.
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anaesthetic agent must be used. Work on isolated tissues, including primary
cell cultures, must state from where and how the materials were derived.

o All work involving humans or human tissues or cells must contain in the text a
statement that approval for the study has been obtained from the appropriate
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).
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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.



