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(CAT) no processo de criopreservacao de foliculos ovarianos
pré-antrais, visando reduzir os danos causados pelo estresse
oxidativo
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RESUMO

A criopreservagdo de foliculos ovarianos pré-antrais ¢ uma perspectiva promissora para a preservacdo da fertilidade e
desenvolvimento de banco de odcitos ou em caso de patologias e terapéuticas que possam comprometer as reservas foliculares. A
grande vantagem da criopreservagdo do tecido ovariano ¢ que independe da idade e fase do ciclo menstrual/estral, além de envolver
menos questdes éticas e sociais. No entanto, como qualquer exposi¢do de um material bioldgico a temperaturas extremamente
baixas, a criopreservagdo pode levar a um desequilibrio na produg@o de espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo causar
danos celulares. In vivo, as EROS séo equilibradas pelo sistema de defesa de antioxidantes, porém, in vitro, a falta do sistema
fisiologico, pode levar ao estresse oxidativo. Portanto, antioxidantes vém sendo utilizados antes ou apds a criopreservagdo, os
quais pode-se destacar o acido alfa lipoico ou acido tioctico (ALA) e catalase (CAT). Por tanto, o objetivo desse artigo ¢ auxiliar
no entendimento da relevancia da criopreservagdo do tecido ovariano para a preservacdo da fertilidade das fémeas, bem como
o controle na producdo de EROS durante o processo, ¢ a necessidade da suplementagdo de antioxidantes como o ALA e a CAT.
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ABSTRACT

Cryopreservation of preantral ovarian follicles is a promising prospect for the preservation of oocyte fertility and oocyte
development or in the case of pathologies and therapeutics that may compromise follicular reserves. The great advantage of
cryopreservation of ovarian tissue is that it is independent of the age and stage of the menstrual/estral cycle, and involves fewer
ethical and social issues. However, as any exposure of a biological material to extremely low temperatures, cryopreservation can
lead to an imbalance in the production of reactive oxygen species (ROS), which can cause cell damage. In vivo, ROS are balanced
by the antioxidant defense system, however, in vitro, the lack of physiological system can lead to oxidative stress. Therefore,
antioxidants have been used before or after cryopreservation, which can be emphasized alpha lipoic acid or thioctic acid (ALA)
and catalase (CAT). Therefore, the objective of this article is to help in understanding the relevance of cryopreservation of ovarian
tissue for the preservation of female fertility, as well as the control of ROS production during the process, and the need for
supplementation of antioxidants such as ALA and CAT.
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INTRODUGAO

Nos ultimos anos, os tratamentos utilizados contra o cancer
tém resultado em altas taxas de cura e sobrevivéncia dos
pacientes. Contudo, esses tratamentos sdo gonadotdxicos e
levam a infertilidade em quase 100% dos casos.! As drogas
rotineiramente utilizadas, embora altamente citotoxicas, € o
transplante de medula 6ssea, tém permitido a cura de mais de
90% dos casos. Entretanto, as pacientes que necessitam de
quimioterapia e/ou radioterapia para tratamento oncoldgico,
estdo propensas a sofrer problemas reprodutivos posteriores,
tais como a faléncia ovariana prematura (FOP).? Desta forma, a
criopreservagao de tecido ovariano torna-se a principal e mais
viavel opcdo para preservar e, consequentemente, regenerar
a fertilidade de mulheres que se submeterdo a tratamentos
contra o cancer.’ Para reverter a FOP, o autotransplante de
tecido ovariano criopreservado tem sido uma alternativa e
relatado com sucesso, com pelo menos 60 criangas saudaveis
nascidas ao longo dos tltimos 10 anos.*

A grande maioria dos relatos de nascimentos apos
criopreservagdo e transplante de tecido ovariano tem
utilizado o processo de congelagdo lenta,* porém, alguns
autores tém indicado que a vitrificagdo pode ser melhor que a
congelagdo lenta para a criopreservagao de tecido ovariano.>
Nos tltimos anos foram relatados os primeiros nascimentos
de humanos a partir de tecido ovariano vitrificado.” Porém,
embora tenham sido reportados resultados relevantes,
tanto a vitrificagdo, como a congelagdo lenta de tecido
ovariano, ainda encontram-se em um estagio experimental,
provavelmente devido aos protocolos que ainda ndo estdo
plenamente estabelecidos.

Portanto, esse artigo de revisdo podera auxiliar no
entendimento da importancia da criopreserva¢ao do tecido
ovariano para a preservacdo da fertilidade e capacidade
reprodutiva de fémeas, bem como para o controle da produgao
de EROQg durante a exposi¢do de materiais bioldgicos a baixas
temperaturas.

CRIOPRESERVACAO DE TECIDO OVARIANO

A criopreservagao de tecido ovariano tem ganhado destaque na
reprodugdo assistida, por salvaguardar um grande nimero de
oocitos imaturos® e preservar aintegridade estrutural e funcional
do ovario, levando a restauragdo das fungdes esteroidogénica e
gametogénica. Diferentemente da criopreservacdo de oodcitos
maturos ou embrides que necessitam de tratamento hormonal
prévio para sua obtencdo, a criopreservagdo do ovario pode
ser realizada em qualquer fase da vida da mulher ou da fémea,
o que ¢ considerada uma vantagem dessa técnica. Isso permite
que o material genético humano ou de diferentes espécies
animais, seja preservado na fase pré-ptbere ou imptbere® ou
ainda de mulheres que necessitam iniciar imediatamente um
tratamento gonadotoxico.

A criopreservagdo de tecido ovariano pode ser realizada
utilizando um método radical de reducao da temperatura, na
presenca de altas concentragdes de agentes crioprotetores, sem
a formagdo de cristais de gelo, conhecido como vitrifica¢do.’

Diferentemente da congelagdo lenta, a vitrificagdo além de
evitar a formagdo intracelular de gelo,'® ¢ um método rapido,
de facil execugdo e de baixo custo." No entanto, como
qualquer exposicdo de um material bioldgico a temperaturas
extremamente baixas, a vitrificagdo pode levar a um
desequilibrio na producdo de espécies reativas de oxigénio,
0 que pode induzir a morte celular principalmente por vias
apoptoticas mitocondriais.

RADICAIS LIVRES, ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E
ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres sdo necessarios para as fungdes corporais
fisiologicas, pois estdo envolvidos no processo de sinalizagio
intracelular, proliferagdo, diferencia¢do e migragao celular.'>"
Sdo moléculas ou atomos com numero impar na Ultima
camada eletronica,' ou seja, ndo pareados, o que determina
uma atra¢ao para um campo magnético e, algumas vezes torna
a substancia altamente reativa.'>!¢

Estas moléculas podem ser formadas pela perda (oxidacao)
ou ganho (redug¢do) de um elétron em reagdes de Oxido-
reducdo.!® Esses radicais podem ser gerados no citoplasma,
mitocondrias ou na membrana e, seus alvos celulares sdo as
proteinas, lipidios, carboidratos e o0 DNA." Eles sdo capazes
de reagir rapidamente com varios compostos celulares, pois
possuem uma meia-vida muito curta, variando de poucos
minutos a nano segundos.'®

Apesar de necessarios para as fungdes corporais fisiologicas,
em grandes quantidades, os radicais livres sdo prejudiciais e
estdo envolvidos na fisiopatologia de varias doengas.'

Os radicais livres em que o elétron se encontra desemparelhado
em atomo de oxigénio, sdo classificados como espécies
reativas de oxigénio (ERO,), sendo as principais espécies
reativas, divididas em dois grupos: o primeiro grupo sio
os radicais, como a hidroxila (-HO), o superéxido (-O,), a
peroxila — (ROO) e alcoxila — (RO), e o segundo grupo os nao
radicalares, como o oxigénio (O,), peroxido de hidrogénio —
(H,0,) e 4cido hipocloroso (HclO).>*?!

In vivo, as EROg desempenham um papel importante na
proliferacdo e diferenciacdo celular® e sua produgdo ocorre
naturalmente na cadeia respiratoria mitocondrial, sendo
equilibrada pelos sistemas de defesa antioxidantes das
células.” No entanto, os elevados niveis de ERO¢ podem
induzir a morte celular por vias apoptdticas mitocondriais.?

Existem evidéncias que as ERO sdo geradas ndo somente em
decorréncia do metabolismo celular, mas também por fatores
externos, como: concentragao de oxigénio, luz e manipulagao
in vitro.?® O resultado do desequilibrio entre a produgio de
ERO/ERNSs (Espécies reativas de nitrogénio) € o sistema de
defesa antioxidante ¢ conhecido como estresse oxidativo®
e esse estresse pode ter impacto negativo sobre os gametas,
embrides, estagio pré-natal e pos-natal,** como mostrado na
Tabela 1.
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Tabela 1. Impactos do estresse oxidativo sobre os estagios de desenvolvimento.

Estagio Gametas Embrides Pré-natal Pés-natal
Impactos  Alteracdes dos parametros Falha na fertilizagao e Aborto espontaneo Aborto
espermaticos desenvolvimento
Decadéncia gendmica Redugdo do ATP Malformagao Mutagoes

Inativacao e imaturidade
oocitaria

Desordem metabolica

Causa aneuploidia

Falhas na implantagao

Osriscos de desenvolvimento de estresse oxidativo sdo maiores
in vitro do que in vivo® devido a falta do mecanismo de defesa
fisiologica, auséncia de antioxidantes naturais e a presenca
de multiplas fontes potenciais de ERO..** No processo de
criopreservacao, as altas taxas de resfriamento ¢ aquecimento,
bem como a presenga de agentes crioprotetores aumentam
a produgdo de ERQ,, levando a alteragdes no metabolismo
oxidativo.?’ Desta forma, na tentativa de reduzir a formacao
de EROy in vitro, alguns pesquisadores t€ém utilizado agentes
antioxidantes na solucdo de criopreservagao.?s!

ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo substancias que, mesmo presente em baixas
concentragdes comparada ao substrato oxidavel, podem
atrasar ou inibir significativamente as taxas de oxidagdo desse
substrato,’> que incluem proteinas, lipidios, carboidratos e
DNA, "8 protegendo assim, as células e seu microambiente dos
danos oxidativos.?

Os agentes antioxidantes sdo divididos em enzimdticos e nao
enzimaticos. Dentre os antioxidantes enzimaticos podemos
destacar glutationa (GSH), superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).”* No que
concerne aos antioxidantes ndo enzimaticos, destacam-se as
vitaminas C ¢ E, além de diferentes compostos de selénio,
ubiquinonas (coenzima Q), acido urico e acido alfa lipoico
(ALA).** Os antioxidantes sdo formados endogenamente ou
adquiridos de fontes dietéticas.”> No que diz respeito ao sistema
reprodutivo, nos machos, os antioxidantes estao presentes nos
testiculos, epididimos e plasma seminal.** Nas fémeas, essas
substancias estdo presentes nos ovarios, trompas, epitélio do
endométrio'* e embrides.'*

No que se refere a reproducdo das fémeas, as acdes dos
antioxidantes sdo de fundamental importancia, visto que
os niveis fisiolégicos de EROs quando presentes em
excesso, podem comprometer varios aspectos, incluindo
a esteroidogénese, foliculogénese, maturagdo, ovulacdo e
lutedlise.”* Considerando a presenga e importancia de agentes
antioxidantes no sistema reprodutor, essas substancias também
sdao frequentemente utilizadas em técnicas de reproducdo
assistida, como por exemplo, a criopreservagdo tanto de
sémen® como de 0dcitos* ou mesmo de tecido ovariano.?*3!
E importante destacar que as EROs sdo produzidas nas
mitocOndrias, por tanto essa organecla merece uma grande

atencdo especialmente no que se refere aos danos causados na
mesma durante o processo de criopreservacao.

DANOS  MITOCONDRIAIS
CRIOPRESERVACAO

CAUSADOS PELA

As mitocOndrias sdo estruturas delimitadas por duas
membranas funcionalmente distintas, uma externa e outra
interna, que sdo altamente dobradas em cristas. Essas duas
membranas ddo origem a dois compartimentos separados
€ aquosos, ou seja, 0 espacgo inter membranoso € a matriz
intercelular. Essa organela mede entre 0.5-1pm de
diametro e 7um de largura, esta presente entre 100 a 1000
mitocondrias por célula e € a Unica que possui seu proprio
genoma, o DNA mitocondrial (mtDNA), organizados na
matriz ¢ dependendo das células, pode possuir entre 2 a 10
moléculas de mtDNA.?** Essa organela esta intrinsecamente
envolvida no metabolismo e contribui para varias fungdes
celulares, inclusive a produgdo de ATP. Além de ter um
papel importante durante a apoptose, a homeostase do
calcio, e muitos percursores anabolicos, tais como proteinas,
nucleotideos, e a sintese de esteroides.?*

A Disfun¢ao mitocondrial tem sido associada a disttrbios, tais
como, a infertilidade, envelhecimento ¢ doengas cancerosas.’’
Em relagdo aos danos causados nas mitocondrias pela
criopreserva¢do, uma das consequéncias inevitaveis, ¢ o
choque térmico, o qual pode afetar a organizagdo celular ou
inativar os sistemas enzimaticos, com consequentes mudancas
nas propriedades estruturais e funcionais das células. Nessas
condigdes fisicas e quimicas, a tolerancia do tecido ao
estresse ¢ reduzida, o qual pode resultar no metabolismo
aerdbico do tecido com consequente disfungdo mitocondrial.*®
Essas alteragdes sao resultantes das forgas osmoticas
geradas durante o congelamento e aquecimento, afetando
as atividades, principalmente citoplasmaticas, tais como
a fun¢do mitocondrial, metabolismo e vias de sinalizacdo
intracelulares.®

Acido alfa lipoico (ALA)

O ALA esta presente nas mitocondrias e funciona como um
cofator de complexos multienzimaticos. Esse antioxidante
reage com as EROs, como: radicais superoxido, radicais
hidroxila, acido hipocloroso, radicais peroxil ¢ oxigénio
singlete. Essa substancia também protege as membranas ao
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interagir com a vitamina C e a glutationa que por sua vez
pode reciclar a vitamina E. De fato, foi observado que o ALA
impediu os sintomas de escorbuto em cobaias com deficiéncia
de vitamina C, bem como, preveniu os sintomas de deficiéncia
de vitamina E.*

O ALA tem influéncia sobre o fator de crescimento do
nervo (NGF), induzindo a expressdo do gene superoxido
dismutase, que resulta em aumento do antioxidante SOD,
além de aumentar a atividade da CAT e GPx,* duas enzimas
fundamentais que podem ser utilizadas como biomarcadores
do estresse oxidativo.*? Algumas evidéncias também
indicam que o ALA pode suprimir a morte celular através da
producdo de glutationa® e inibir o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) induzido pela producdo de espécies reativas de
oxigénio.*

Utilizagdo de ALA no cultivo in vitro de foliculo pré-antrais
criopreservados

Em relacdo ao cultivo in vitro de foliculos pré-antrais isolados,
o ALA mostrou-se um antioxidante potente sobre a sua
capacidade de desenvolvimento desses foliculos em murinos
(TALEBI et al., 2012). A adigdo do ALA no cultivo in vitro
de 12 dias de foliculos pré-antrais frescos e vitrificados
de camundongos, reduziu os niveis de ERO, e aumentou a
capacidade oxidativa total, melhorando assim as taxas de
sobrevivéncia e competéncia para o desenvolvimento desses
foliculos.*

Utilizagdo de ALA na solugdo de vitrificagdo de foliculo pré-
antrais criopreservados

Na criopreservacao, at¢ o momento, foi somente utilizada na
solugdo de vitrificagdo de tecido ovariano ovino, o qual ALA na
concentragdo de 100 uM/mL de ALA preservou a morfologia,
promoveu o desenvolvimento, causou menos danos no DNA
dos foliculos pré-antrais ¢ manteve os niveis de ROS no meio
de incubacdo e atividade mitocondrial inalterados quando
comparado ao controle.’!

Catalase (CAT)

A CAT ¢ uma enzima que, em mamiferos, localiza-se no
peroxissomo e, uma de suas fungdes ¢ catalisar o peroxido
de hidrogénio (H,0, em oxigénio molecular e agua (2H,0,
— O, + 2H,0), diminuindo o risco de formagdo do radical
hidroxila,* que pode levar a inativagdo ou mutagdo do DNA e
inativacdo de varias proteinas de membrana.*?
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