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RESUMO

ALTERNATIVAS PARA AUMENTAR A RESISTENCIA DO OVOCITO BOVINO A
CRIOPRESERVACAO

José Felipe Warmling Spricidviargot Alves Nunes Dode*
!Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, BlEmbrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, DF.

Acriopreservacdo do ovocito bovino ainda € um desd tamanho celular, a
quantidade de agua no citoplasma, a reserva desagiéxos, a composicdo da membrana
plasmatica, sdo alguns dos fatores responsaveashaeta eficiéncia da técnica. Entre as
metodologias utilizadas para a criopreservacaovdeitos, a vitrificacdo ainda é considerado
o0 método mais eficaz. O objetivo principal desadatho foi avaliar diferentes alternativas para
minimizar os efeitos deletérios da vitrificagdo emdcitos bovinos imaturos ou maturados.
Entre as abordagens utilizadas estdo (1) o uscetde etil- ciclodextrina (FCD), como
substancia para alterar a membrana plasmatica ersana fluidez da mesma; (2) a associacéo
de L-Carnitina e Resveratrol durante a maturacaaotia (MIV), para diminuir a reserva de
goticulas lipidicas, aumentar a producédo de ATRogger o ovdcito contra o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (EROS); (3) o usmataracéo in vivo para melhorar a qualidade
do ovdcito e, (4) o uso da transferéncia intratdéic de ovocito imaturo, para proporcionar aos
ovacitos vitrificados uma ambiente in vivo duratddos os passos da producao de embrides.

Em cada experimento, diferentes avaliagOes foralmagtas para identificar o sucesso ou



insucesso das alternativas propostas. Apesar dasajgocedimentos como o0 uso dg@D,
terem melhorado a maturagdao nuclear, nenhum dasediroentos utilizados aumentou a
producao de blastocistos a partir de ovécito wados. Os resultados obtidos mostraram que

as lesdes sofridas pelo ovocito bovino durantérdieacéo e aguecimento, 0 comprometem de

forma muito severa e irreversivel.

Palavras chaves: vitrificacdo, complexo — cumulosécito, imaturo, maturado.
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ALTERNATIVES TO INCREASE THE BOVINE OOCYTE RESISTAN CE TO
CRYOPRESERVATION

José Felipe Warmling Spricidviargot Alves Nunes Dode*
1School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB;,B Embrapa Genetic Resources and

Biotechnology, DF.

Cryopreservation of bovine oocyte is still a chadle. The cell size, the amount of water in the
cytoplasm, the reservation of fatty acids, plasnesniorane composition , are some of factors
responsible for low efficiency of technique for loow oocytes. Among the methodologies used
for cryopreservation of oocytes, vitrification tsetone that can minimize the effects of water
flow. The main objective of present thesis wasrtvp different methodologies for vitrification
of immature or matured bovine oocytes. For diffeternatives were proved: (1)@@D, a
substance to alter the plasma membrane and increasdrane fluidity. (2) the combination
of L-carnitine and resveratrol during IVM, to re@ueserves of lipid droplets, increase ATP
production and protect against ROS aa. (3) in vhaduration system where, after hormonal
stimulation on bovine heifers, in vivo and theatlig better oocyte were produced. (4) intra-
follicular transfer of immature oocyte, we adapéechethodology for immature oocytes could
be injected into pre-ovulatory follicles, resultimg a in vivo system. For each experiment,
different assessments were used to identify theesses or failures of our hypothesis. A
common evaluation used for all experiments wasiigeof immature or for some experiments
matured oocytes, destined for blastocyst developmafter IVF. In none of proposed
experiments, we have succeeded in increasing th@uption of blastocysts from vitrified
oocytes. Likewise, the results, indicated that itljaries suffered by bovine oocyte during

vitrification and thawing, compromise the oocytevaty severe intensity.
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Keywords: vitrification, cumulus-oocyte-complex,nmature, mature.
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CAPITULO 1

INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA



1 INTRODUCAO

A criopreservacdo de ovocitos € uma técnica essenmara o
armazenamento de gametas femininos (Kuwayama 20@h; Zhou et al 2010) tanto
para a formacgédo de bancos de germoplasma quargt@pmamercializacdo de material
genético. Sendo indispensavel para a conservacdacds e espécies ameacadas de
extingdo, jaA que para que essas possam ser regasera fundamental que sejam
recuperaveis ndo somente os espermatozoides, mhértaos ovadcitos. Além disso, a
criopreservacdo de ovocitos é importante para deshiimana, principalmente para
meninas e mulheres com perda prematura da fung&@o&, como por exemplo, devido
a processos malignos em que tratamentos de qurapde ou radioterapia séo
necessarios (Boiso et al., 2002; Kim et al., 2007).

Apesar de inumeros estudos terem sido feitos nésess a taxa de
sobrevivéncia de ovocitos criopreservados de asith@nésticos ainda é extremamente
baixa, indicando a necessidade de otimizacdo déssia (Vieira et al., 2002; Men et
al., 2006; Spricigo et al., 2012). Esses resultas®s, provavelmente, devido as
caracteristicas da célula, pois o ovocito de maodfé uma célula muito grande, que
apresenta uma dinamica de organelas e processpsrhioos muito peculiares. Portanto,
quando criopreservada sofre muitos danos morfadggecfuncionais, que ainda podem
ser agravados, especialmente em animais domédticinlo ao alto conteudo lipidico no
citoplasma (Mcevoy et al., 2000).

Apesar de ndo haver ainda um método consideradmzefpara
criopreservacdo de ovocitos bovinos, a vitrificag@wece ser o mais indicado para
humanos e animais domeésticos (Boldt, 2011; Sanagisal., 2011). Essa técnica é

baseada na alta concentragéo de crioprotetorespmqaen a solucao viscosa, associada



a uma acentuada curva de resfriamento. Desta faroee ocorre durante o resfriamento
é a solidificacdo da solugdo viscosa e nao a fakmde cristais de gelo, diminuindo as
lesdes de organelas e membranas (Vajta et al.).1998

Porém, além da formacéo de cristais de gelo ielnares outros fatores
estdo envolvidos no comprometimento do ovocito apodsopreservacao, tais como a
desorganizacgao do citoesqueleto (Morato et al§@0@stresse oxidativo (Chankitisakul
et al.,, 2013), comprometimento dos estoques de R@Kamayou et al., 2011),
vacuolizacdo do citoplasma e da cromatina (Tharteesizal., 2006a; Spricigo et al., 2014)

e lesdes das membranas celulares (Horvath eDab) 2

Ao longo das ultimas décadas algumas alternat®assendo estudadas e
desenvolvidas para aumentar a resisténcia dos tosoéai criopreservacdo. Além da
utilizacao de diferentes metodologias (Vieira et2002; Kuwayama et al., 2005b) pode-
se destacar o uso de agentes estabilizadores aksaiteleto (Morato et al., 2008d),
antioxidantes (Dalvit et al., 2005), substancipsliticas (Men et al., 2006; Chankitisakul
et al., 2013; Moawad et al., 2013) e modificadalesnembrana (Horvath et al., 2006;
Spricigo et al., 2012). Porém, apesar dos esfaggsegados, 0os avancos obtidos com a
criopreservacao de ovécitos de animais doméstinda sdo insuficientes e a demanda

por mais pesquisas nesta area ainda é uma realidade

1.1 Objetivo Geral

Avaliar diferentes alternativas para aumentaesisténcia do ovocito

bovino a criopreservagéo.

1.1.1 Objetivos Especificos

a) Utilizar a beta- metil- ciclodextrina para atee membrana plasmatica de ovocitos
imaturos e aumentar a tolerancia a criopreservacao;
b) avaliar o efeito da suplementacdo de agentektigns e antioxidantes aos meios de

maturacgdao in vitro, na resposta a vitrificagao;



c) verificar os efeitos de diferentes sistemas dimacao na resisténcia do ovocito apds
a vitrificacdo e sobre o perfil fosfolipidico da mierana plasmatica (MP) ovocitaria,
d) adaptar e otimizar um sistema de produc¢édo in di¥ embrides, para que ovocitos

imaturos possam ser maturados, fecundados e @dsva vivo apos a vitrificacao.

1.2 Hipotese

O aumento da permeabilidade da MP, a diminuicas tipideos
intracitoplasméticos, além da utilizagdo de sisgeimavivo de producdo embrionaria,

poderiam aumentar a resisténcia do ovoécito bovicraopreservagao.

1.3 Justificativa

A criopreservacdo do gameta feminino € uma femaafendamental para
diversas técnicas de reproducdo assistida. Entoetdevido & complexidade e ao grande
volume do ovadcito, sua criopreservacao é extremsgemificil na maioria dos mamiferos.
Portanto, o desenvolvimento de procedimentos goendam ou amenizem 0s danos
causados pela criopreservacdo, sdo necessarioa patancdo de melhores resultados.
Estudos em nosso laboratério demonstraram que edexstr estruturas celulares, o
citoplasma é mais drasticamente afetado, indepéndenestagio de maturacdo em que
0 ovaQcito bovino é vitrificado (Spricigo et al., 2Z4). Esse resultado sugere que isso
ocorre, provavelmente, devido ao tamanho da cél@retanto, Chang et al. (2013)
relatam que a producdo embriondria de ovdcitos homavitrificados (55,1%) €
semelhante a obtida com ovécitos frescos (53,2%tasEobservacdes indicam que os
problemas decorrentes do tamanho celular podesuperados. Comparando os ovocitos
que sao vitrificados nessas duas espécies, asmijes mais evidentes encontradas séo o

sistema de maturacao utilizado, que em humano &ivo, e o contetdo de lipideos



que é substancialmente inferior em humanos. Aléemataracéo, a fecundacéo e cultivo
in vivo dos zigotos, poderiam aumentar a viabilelatbs ovocitos imaturos apds a
vitrificagao.

Com base nessas informacdes, estudos devem keades na tentativa
de verificar se alternativas como o uso de ovoaibasurados in vivo, a reducao do
conteudo de lipideos, alteracdo na composicédoddelifmideos da membrana ou mesmo
a utilizacdo de um sistema in vivo, que suportesedvolvimento posterior do ovocito

imaturo, poderiam melhorar a resposta de ovociosbs a criopreservacgao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Maturagdo Ovocitéaria

A ovogénese € o0 processo de formacdo do gametairfiene tem seu
inicio ainda durante a vida fetal. As células geativas primordiais sdo originadas do
epiblasto no endoderma e, migram para as cristagagge para colonizar as futuras
gbnadas. Apos a chegada as gbnadas em formac&oceédsas param de se dividir
mitoticamente, e iniciam a divisdo meiotica.

Em bovinos o processo de divisdo meiotica coraesa’5-80 dias de vida
fetal, porém, o ciclo celular é interrompido naefale profase | no estagio de dipléteno,
comumente chamado de vesicula germinativa (VGpW@sitos ficam quiescentes até a
fase pubere, quando um pouco antes da ovulacémesibmulo do hormanio luteinizante
(LH) o ovdécito no foliculo pré-ovulatorio retomanaiose e o ciclo celular progride de
profase | para metafase Il. In vitro essa retondalaneiose é estimulada pela simples
remocéao do ovocito do ambiente folicular (Sirardlgt2006).

O processo de retomada da meiose, in vivo € amoinaolo por alteracdes
nucleares e citoplasmaticas chamadas de maturagémtévia, que compreende 0s
eventos necessarios para que o ovocito seja capaerdfecundado e de suportar a
formagao de um novo individuo (Sirard et al., 20B&in et al., 2007).

A maturacao nuclear dura aproximadamente 24 marasca e envolve o
rompimento do envoltorio nuclear e progressao dmseegLuciano et al., 2009) para
metéfase |, anéfase | e telofase | com expulsgwideiro corpusculo polar, e finalmente
atingindo metafase Il (Cha et al., 1998).



Ja a maturacao citoplasmatica envolve uma sérevel@os bioquimicos
gue permitem ao ovOcito expressar seu potencialedenvolvimento. Durante este
periodo sdo observadas alteracdes, como a recagdonizle organelas, migracdo de
mitocondrias para uma regido mais central, modifiea no complexo de Golgi e
migracdo de granulos corticais para regiao maisepea (Humblot et al., 2005; Sirard
et al., 2006).

Durante a maturacao citoplasmatica ocorre sirdesedrias proteinas e
uma seérie de mudancas e reestruturacfes das poteisponsaveis pelo transito de
organelas e cromossomos. Essas proteinas sdodobaseesqueleto celular, constituido
por microtubulos e microfilamentos, originados artipade tubulina e actina,
respectivamente (Boiso et al., 2002; Luciano et 2009). Falhas nos mecanismos
responsaveis pela organizacdo destas proteinasngadezir a ma formacao da placa
metafasica ou mesmo levar a falhas na fecundacéga(Aet al., 2011). Além das
proteinas do citoesqueleto, outras como a p34cacicBna B1, MPF e MAPK séao
importantes para o processo de retomada da meiae agjuisicdo de competéncia
(Bilodeau-Goeseels, 2011)inda com relacdo a maturacéo citoplasmaticagrdara fase
de crescimento ovocitario é de extrema importargiee ocorra a transcricao,
armazenamento e até a traducéo de varios grupoKRHNs e proteinas. Esses estoques
servirdo de suporte durante a maturacdo e primeivases mitdticas do embrido até a
ativacdo de genoma embrionario (Chohan et al.,;ZR@8do et al., 2008), que no bovino
ocorre entre oito e dezesseis células.

Outro evento que ocorre durante o processo deatdin, € a producao de
acido hialurénico pelas células do cumulus, resditana producdo de uma matriz
gelatinosa que se deposita entre elas causandoaasfo destas células (Tharasanit et
al., 2006b; Zhou et al., 2010). A expansdo dadashlo cumulus esta também associada
a perda da ligagdo metabolica existente entreeeta®vicito. Esse processo in vivo é
mediado por fatores de crescimento, ampireguliapiegulina ativados em resposta a
ligacdo do hormdnio luteinizante (LH) nas célulasteta e nas células da granulosa. Ja
in vitro esse processo ocorre pela ligacdo do hoionfoliculo-estimulante (FSH) a
receptores nas ceélulas do cumulus (Bilodeau-Gogsa@l1).

A retomada da meiose in vivo e a ovulacdo em rieaos também sdo
controladas pelo LH (Van Den Hurk et al.,, 2005).vitro, a simples remoc¢édo dos
complexos-cumulus-ovécitos (CCOs) do ambiente ditdic € capaz de desencadear a

retomada da meiose, sugerindo que existe no aretfiglitular algum fator que mantém o



ovOcito no estagio de vesicula germinativa. De, fgtdoi demonstrado que a retengéo é
mantida pela concentracdo intra ovocitaria de ANN?an Den Hurk et al., 2005Essa
concentracao de AMPc é regulada pelo equilibriceestatividade de dois tipos de enzimas
a adenil ciclase (AC), que produzem o AMPc, e sioftiesterase (PDE) que o degradam.
Durante a retomada da meiose in vivo, ou retiradovdcito do ambiente folicular ocorre
a perda da transferéncia do cGMP das células fates, 0 que ativa a fosfodiesterase
tipo 3 que causa a degradacéo e diminuicdo dossrdeeAMPc. Essa queda no AMPc
desfosforilizaPKA que é desativada, e com isso ocorre ativagdosfatase CDC25b,
desfosforilacdo do CDK1 e o MPF é ativado induziadetomada da meiose (Bilodeau-
Goeseels, 2011).

A retomada da meiose esta relacionada com a gamteembrana nuclear,
desintegracdo da vesicula germinativa, condensdgdoromatina em Cromossomos
bivalentes, separacdo dos cromossomos homologeusd@ do primeiro corpusculo
polar (Van Den Hurk et al., 2005). A saida da fdsemetafase Il ocorrera devido ao
aumento dos niveis de célcio induzido pelo esperoate, o que causara a degradacéo
da ciclina e, consequentemente inativagdo do MR @ progresso da metéafase |l
ocorre uma nova divisdo desigual do citoplasmalteeslp na liberacdo do segundo

corpusculo polar (Tripathi et al., 2010).

2.2 Criopreservacoes de ovocitos

A criopreservacao € o processo pelo qual célglasietas, embrides e
tecidos sdo armazenados em baixas temperaturasleNi¥ogénio Liquido) por um
periodo de tempo indeterminado. A criopreservapaéoém, € dependente do uso de
solutos organicos conhecidos como crioprotetones,Sfo compostos responsaveis por
substituir a agua intracelular, e estabilizar asbranas, promovendo protecéo as células
(Leibo, 2008).

Junto a queda de temperatura, durante o proaksswiopreservacao,
ocorre a organizacdo das moléculas de agua emigrisste fendmeno é inicialmente
observado no meio extracelular, devido a um maiturae de agua. A formagéao destes
cristais concentra os solutos na agua nao congeladentando a osmolaridade do meio
extracelular promovendo a desidratacdo da céldégl. 2008). Porém, quanto maior a

velocidade de resfriamento “menor” é o tempo gagua tem para migrar do meio intra



para 0 meio extracelular, fato este que culminauema maior formacao de cristais de

gelo intracelulares. Por outro lado, se a velo@ddel congelamento for demasiadamente
lenta, a desidratacao pode ser exacerbada levar@desto solucdo”. Nessa situagcéo os

componentes celulares irdo precipitar em respostaaadesidratacdo muito acentuada,
comprometendo funcdes bioldgicas através da ifidabéo de enzimas e proteinas. O
ideal para processos de congelamento seria um méthz de evitar a formacao de

cristais de gelo sem causar o efeito solucdo (MdA84) que permitisse a entrada dos
crioprotetores na mesma velocidade da saida@e H

Estas injurias decorrentes da criopreservacageroogm todos os tecidos
e células, entretanto, tais lesbes parecem edimgializadas no gameta feminino. Isso
porque o ovocito € uma célula muito volumosa, poslsugrande quantidade de agua o
que facilita a formacéao de cristais de gelo. Aléssa, o ovocito apresenta uma dinamica
de organelas e processos bioquimicos muito peesliagstando sujeito a danos
morfolégicos e funcionais (Hyttel et al., 2000)c@mprometimento dos ovocitos apds a
criopreservacdo pode também ser atribuido as les®ewaquinaria meidtica, como
desorganizacdo de fusos e perda de microtubulasn alle outras alteracdes
ultraestruturais(Vieira et al., 2002; Men et a003; Horvath et al., 2006; Morato et al.,
2008b; c; Anchamparuthy et al., 2009; Shirazi et24112).

Outro fator que afeta o resultado da criopreggwae ovécitos € o estagio
da meiose em que esses se encontram (Hochi #998; Luna et al., 2001; Boiso et al.,
2002; Men et al., 2005). A maioria dos estudosfterado na criopreservacao de ovécitos
maturados em estagio de metafase Il (MIl) (Dinngesal., 2000; Hyttel et al., 2000;
Horvath et al., 2006; Asgari et al., 2011) em gwecoomossomos estdo ligados a
microtubulos do fuso meiotico, na placa metafasica.

O congelamento classico € um dos meétodos dispignipara a
criopreservacao celular, porém resultados mostram ser um método eficaz para
ovocitos (Gualtieri et al.,, 2011; Saragusty et aD11). Isso porque associado ao
resfriamento das solu¢des durante a queda de tatagerocorre a formacgdao intensa de
cristais de gelo de tamanhos e formas irregulgres afetam as organelas e membranas,
inviabilizando a funcao celular pés- descongelaméRall et al., 1985).

Atualmente a técnica mais indicada para criopregéy de ovocitos é a
vitrificacdo. Esse método é baseado no processm quedl uma solugédo viscosa se
solidifica durante o resfriamento, sem a formacé@auistais de gelo, mantendo desta

forma, as células em um estagio quiescente (Vaj&.e2006). Danos irreversiveis
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relacionados a integridade da membrana sao caupalioresfriamento, principalmente
durante a fase de transicdo lipidica. Estes dast#o ediretamente relacionados a
guantidade e ao perfil dos fosfolipideos presemisanembranas celulares em células de
mamiferos. As esfingomielinas (SM) e fosfatidiloals (PC) s&do os principais
fosfolipideos presentes nas membranas celularesateiferos (Ferreira et al., 2010;
Sudano et al., 2012). Quanto menor as cadeiasriadsodos fosfolipideos e maiores o
nivel de instaurag@es, mais fluidas sdo as memaranpor conseguinte, mais resistente
a danos durante o resfriamento (Arav et al., 1996).

Uma das vantagens da vitrificacdo € a rapida pessgela fase de
transicao lipidica (15 a - 5°C) (Arav et al., 199B)itra vantagem, é que a técnica dispensa
a utilizacéo de equipamento mais especializad@r?gprara que bons resultados possam
ser observados, € necessario o emprego de meialtaowiscosidade e alta concentracao
para que o volume final possa ser reduzido ao n@xipossibilitando assim o
armazenamento de ovocitos el NSaragusty et al., 2009).

A vitrificac@o apesar de ja ter sido utilizadaembriologia de mamiferos,
desde 1985 (Rall et al., 1985), um avanco sigrifioas6 foi obtido quando se aumentou
consideravelmente a taxa de resfriamento e aquetonpela reducdo no volume da
solucdo de vitrificacdo (Vajta et al., 1998). Pegduzir o volume, vérios dispositivos
foram desenvolvidos, dentre essegryotop (Kuwayama et al., 2005) foi um avanco
importante para a metodologia de vitrificacéo.

O cryotopé atualmente a técnica mais utilizada para am@sgpvacao de
ovacitos humanos (Cobo et al., 2010; Rienzi eR8éll0; Parmegiani et al., 2011; Sole et
al., 2013). No entanto, também tem sido utilizaala vitrificacdo de ovocitos de vérias
espécies de animais domésticos, a exemplo de eguowinos, suinos e bovinos
(Kuwayama et al., 2005a; Kuwayama et al., 2005khamparuthy et al., 2009; Sripunya
et al., 2010; Garcia-Velasco et al., 2013). Porpesar dos avanc¢os obtidos nas ultimas

décadas, os resultados com ovécitos de bovinoa gl insatisfatorios.

2.3 Alternativas para aumentar a resisténcia do owito a vitrificacao

A caracterizacao das alteracdes que ocorremdmto\apos a vitrificacao,
tais como o estagio da meiose em que o ovocitoi® afetado e/ou quais as estruturas
ou atividades metabdlicas sdo mais danificadasmtiimprocesso, é essencial para que
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se possam propor alternativas que melhorem ogadssl A manipulacdo do sistema de
maturacdo para obter ovécitos de melhor qualidadelancas nas condi¢des de cultivo
para reduzir o acumulo de lipideos, a utilizacaamtéoxidantes (Giaretta et al., 2015)e
agentes estabilizadores de microtibulos (Moratal.eP008a) e a exposicdo a pressao
hidrostatica sub letal (Siqueira Filho et al., 2Q0Tbm o intuito de ativar vias de protecao
celular tem sido algumas das metodologias empregsta tentar aumentar a resisténcia

do ovdcito a criopreservacao.

2.3.1 Sistema de maturacéo, fecundacéao e cultivo

A maturacao in vitro (MIV) busca cultivar os ovild em um sistema que
proporcione a maturacdo citoplasmética e nuclemnetizando o que ocorreria in vivo,
para torna-los aptos a serem fecundados e a sarstend desenvolvimento embrionario.
No entanto, com a populacdo heterogénea de foliasl@ondicdes fisicas e os meios
utilizados na MIV, nédo é possivel reproduzir asdipdes fisioldgicas oferecidas durante
a maturacao in vivo. Isso € observado pela menar d& producdo de embribes de
ovacitos maturados in vitrem relacdo aos maturados in viRizos et al., 2001; Rizos
et al., 2002; Watson, 2007).

Durante a maturacdo ocorrem modificacdes e ra@@gao de organelas,
além do avanco da meiose para o estagio de metfasado que esses eventos podem
ser influenciados pelo sistema e pelas condi¢coesidieo dos CCOs (Warzych et al.,
2007). As condic¢des de cultivo comumente utilizgokrs: a maturacgéo in vitro envolvem
0 uso de soro fetal bovino (SFB) e alta tensao xigénio. Entretanto, estd bem
estabelecido que o SFB possui compostos indefidapsando aliado a altas tensdes de
Ozdurante o cultivo embrionario, pode diminuir a s&&ncia a criopreservacao, além de
alterar a abundéancia relativa de transcritos (Ret@d., 2002).

A origem do ovécito, mais especificamente, o amigieem que o
crescimento e a maturacao ocorrem (Lonergan €t984; Austin et al., 1999) tem sido
apontada como o fator mais importante para detamaigcompeténcia do ovécito, que se
manifesta por sua capacidade de suportar 0 desemeoito embrionario e uma gestacao
saudavel. Um reflexo dessas diferencas € a takéadiocisto de ovocitos maturados in
vitro que raramente ultrapassa os 40 a 50% enqgadai@ de ovocitos maturados in vivo

pode chegar a 70% (Van De Leemput et al., 1999).9dé&nente o desenvolvimento, mas
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também, a qualidade dos embries € descrita cderioin a partir de ovocitos maturados
in vitro (Lonergan et al., 2008). Essas difererggastambém confirmadas por estudos de
caracterizagdo do perfil molecular que mostramagées na expressao génica em
diversas vias entre ovécitos maturados in vivo eitho em bovinos (Katz-Jaffe et al.,
2009; Mamo et al., 2011), humanos (Jones et &d82@ macacos (Lee et al., 2008).

Em humanos tem sido relatado que a producgéo debistos a partir de
ovacitos maturados in vivo e vitrificados alcargeass de 30% (Mamo et al., 2011; Chang
et al., 2013). Esses mesmos autores descreverapatpieada nascimento em humanos
sdo necessarios 17 ovocitos vitrificados. Enquanie® em bovinos, considerando a
eficiéncia atual da vitrificacdo de ovécitos matlos in vitro (Zhou et al., 2010), além
do sistema de PIVE, seriam necessarios, aproximaataml00 ovdcitos vitrificados,
para cada nascimento, numeros que refletem unmsisggtremamente ineficiente. Uma
das diferencas entre os ovoécitos dessas duas esgégile em humanos apenas ovocitos
maturados in vivo sdo utilizados para a criopresgiu, 0 que sugere que o tipo de
maturacdo/qualidade do ovocito pode ser um doseftoesponsaveis pelo melhor
resultado obtido nessa espécie. Portanto, o usavdigtos maturados in vivo € uma
alternativa que deveria ser testada em ovocitosmbsysendo para isso fundamental que
se estabeleca nessa espécie um sistema que paspiitar os foliculos ovarianos um
pouco antes da ovulagao.

Outra opcéo para fornecer condi¢des in vivo, marécitos imaturos
depois da criopreservacao, seria colocar os owespirados, apos a vitrificacdo e
aguecimento, de volta no o trato reprodutivo fenonipela transferéncia intrafolicular
de ovadcitos imaturos (TIFOI), proposto pela prirmerez para (Fleming A.D., 1985).
Esta técnica consiste na injecdo de ovocitos imaatem foliculos pré-ovulatorios, os
ovocitos assim podem ser maturados, fecundadagdiieados no trato reprodutivo da
fémea até a fase de blastocisto, quando os emlemdé&37 sdo recuperados por lavagem
uterina. Hinrichs & DiGiorgio foram os primeiroea&ecutar a inje¢cdo de ovocitos com
um cateter usando a perfuracdo da parede do fol{Elhrichs et al., 1991). Apesar de
ser uma técnica desenvolvida no século passadoaspecentemente, 0 primeiro
blastocisto, prenhez e nascidos vivos saudaveanfaelatados em bovinos, apés a
injecdo de ovocitos maturados in vitro no folicyliee-ovulatério de uma receptora
sincronizada (Kassens et al., 2015). Até o momendto,h4 relato de blastocisto bovino
recuperados por lavado uterino no D7, apos injeg@afolicular, tampouco oriundos de

transferéncia de ovaocitos imaturos (TIFOI) ou fitados.
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2.3.2 Antioxidantes

Durante a criopreservagao, ovocitos estdo suseept danos osmoticos,
toxicos e fisicos. A peroxidacéo lipidica, um tgmdano toxico, é caracterizada por uma
cascata de eventos que leva a deterioracdo oxadaty lipideos poli-insaturados,
presentes na membrana celular e ao acumulo de tpsodiiotoxicos, resultando em
alteracbes de membranas celulares (Hershko, 1989).

Fisiologicamente células de eucariontes langcam méomoléculas
antioxidantes, enzimaticas ou nao para combaterraa;do de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Antioxidantes enzimaticos tais oosuperoxido dismutase (SOD),
catalases (CAT) e a glutationa peroxidase (GPXjaevio acimulo de anions radical
superoéxido e de peréxido de hidrogénio.

A protecao nao enzimatica é feita por pequenagculas, dentre as quais
se destacam as vitaminasdetgcoferol) e C (acido L-ascoérbico) e a propriatafiona
(GSH) (Rover et al., 2001). Os antioxidantes podambém ser classificados em
hidrofilicos ou hidrofébicos, de acordo com a solalsilidade na dgua. De uma maneira
geral, os antioxidantes sollUveis em agua reagemogaantes no citoplasma, enquanto
antioxidantes solaveis em lipideos atuam protegeasionembranas da peroxidacao
lipidica (Sies, 1999).

Alguns antioxidantes ja foram adicionados aos mdm® cultivo e/ou de
criopreservacao de ovocitos e embrides, no intlétaiminuir a producdo de radicais
livres. Entre os compostos utilizados podemos citattocoferol, ou vitamina E. Este
composto € uma substancia lipossolavel, conheamaocinibidora da peroxidacao
lipidica predominante na membrana plasmatica, ¢ilees significativas desta vitamina
estdo presentes no ovario e no fluido foliculae{Binger et al., 2005).

Além da vitamina E, seu analogo sintético, o tt@dleeugang et al., 2004)
outros antioxidantes como a catalase (Michael.e2@07; Paudel et al., 2010), o
mercaptoetanoBME) (Hosseini et al., 2009) ja foram adicionados aios de cultivo
para diminuir os radicais livres e aumentar a t@&sa de tecidos e células a
criopreservacao.

Entre os compostos mais utilizadospbBIE, um tiol de baixo peso

molecular, tém sido frequentemente empregado poeatar a capacidade antioxidante
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dos embrides, através da reducdo dos niveis ihitacess de EROs. Apés a
criopreservacao, com a utilizacdofME os embrifes se mostraram menos susceptiveis
aos efeitos deletérios dos EROs (Lane et al., 20@2tinez et al., 2002).

Outro potente agente oxidante € o Resveratrol 84 ', 5-
trildroxiestilbeno), uma molécula polifendlica nil) encontrada em varias plantas e
alimentos (Baur et al., 2006). Varios estudos té&o sealizados para identificar as
funcBes bioldgicas e atividades do resveratrol paeproducdo de mamiferos (Kwak et
al., 2012; Huang et al., 2013). A suplementacéo rdess de MIV com resveratrol
melhorou os resultados de fecundacdo, além da idapac de desenvolvimento
embriondrio em bovinos (Sugiyama et al., 2015) ieasu (Itami et al., 2015), mais
provavelmente por causa da “up regulation” nadddese mitocondrial. Também,
provocou o0 aumento os niveis de GSH em ovécitowsyKwak et al., 2012) e bovinos
(Wang et al., 2014), concomitantemente com a diipiltude ROS, sem comprometer o
desenvolvimento embrionario (Salzano et al., 20AMBm disso em suinos, quando 0s
meios de vitrificagdo foram suplementados com medka@, 0s niveis apoptoticos
diminuiram (Giaretta et al., 2013).

Embora alguns compostos tenham proporcionado geatode sucesso na
diminuicdo da producgéo e acumulo de radicais ljaggla sdo necessarias pesquisas para
identificar e quantificar as concentragfes de aitamtes, além das associacfes que
podem ser utilizadas em meios de cultivo e de mBgrvacdo, para que melhores

resultados sejam obtidos.

2.3.3 Delipidacéo e alteracdes da membrana plasaati

Na tentativa de diminuir os acidos graxos algumatodologias como a
reducdo mecanica (Ogawa et al., 2010) e quimicégidsos (Men et al., 2006) ja foram
utilizadas em ovocitos de mamiferos.

A técnica de delipidacdo mecanica foi empregada padcitos suinos,
espécie que notadamente apresenta uma maior cadetite lipideos (Mcevoy et al.,
2000). Para a remogcdo mecéanica, os ovocitos s&dfegados fazendo com que as
goticulas de lipideos se polarizem em uma extramheida citoplasma (Otoi et al., 1997).
Através da centrifugacdo, também é possivel a ampkemocao das goticulas do

citoplasma para o espaco perivitelineo (Hara g2@05). ApGs a polarizagdo ou extrusao
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das goticulas do citoplasma, € possivel removedaso auxilio do micro manipulador.
J4 a delipidacdo quimica pode ser feito pela egfposdas células a substancias
delipidantes.

Atualmente o uso de compostos quimicos com o kabsude fenazina
(PES), Forskolin (F-acetoxy-8,13-expoxysl6,%-trihydroxy-Labd-14-en-11-one,
C22H3407) e L-Carnitina (L-3-Hidréxi- 4- trimetilamonio- banoato) tém sido descritos
como agentes que afetam o metabolismo dos lipielep® podem ser utilizados para a
delipidacdo quimica.

O PES é um composto que oxida NADPH em NADOfesta forma, esta
coenzima fica indisponivel para a sintese de vacaos graxos (Barcelo-Fimbres et al.,
2007). J& foi demonstrado que a adicdo desta maléam diferentes fases do cultivo
embrionarios, antes da vitrificacao foi capaz aheiwliiir as concentracdes de lipideos e a
apoptose celular, além de aumentar a taxas de aesXp da blastocele, apos o
aguecimentode blastocistos bovinos (Sudano €1Cdll).

O forskolin aumenta os niveis de adenosina motadag AMPCc), através
da ativacao da via da adenil ciclase. Este auntenfdVMPc mantém fosforilada a proteina
quinase A (PKA) e os residuos de serina, com destagra o hormoénio sensivel a lipase
(HSL). Por sua vez, o HSL no citoplasma entra entato com as gotas lipidicas e inicia
a lipdlise dos triglicerideos (Lafontan et al., 39

Outra substancia capaz de reduzir a quantidaliieideos € a L-Carnitina,

a qual desempenha um papel importante no metatmtssitriglicerideos, armazenados
no ovocito na forma de gotas lipidicas. A L-camatié um agente transportador de TG
do citoplasma para as mitocondrias. Nas mitocésdatmaves df-oxidacdo os TG sao
metabolizados resultando na adenosina trifosfafbPJA essencial para a sintese de
proteinas, maturacao nuclear e citoplasmatica (\éaeeal., 2000; Yazaki et al., 2013).
Além do metabolismo de acidos graxos serem maiesfe na producédo de ATP do que
vias que utilizam a glicose, ovécitos e embrides mimeiros estagios do
desenvolvimento tém pouca capacidade de usar glic@alitica (Saito et al., 1994;
Dunning et al., 2012).
Recentemente foi demonstrado que o acréscimo den@/él de L-

carnitina ao meio de maturacdo de ovdcitos suinlbsvenos foi capaz de diminuir o
acumulo de TG e alterar a distribuicdo das gotpilitias (Somfai et al., 2011;
Chankitisakul et al., 2013). No mesmo trabalho,&itesakul et al. (2013) observaram

menores taxas de ovocitos degenerados e maiogsdaxclivagem em D2 e blastocisto
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em D7,a partir de ovocitos bovino Ml vitrificadagpds 24 horas de MIV, na presenca
de L-carnitina.

Além da diminuig&o de lipideos citoplasméaticoslieracéo dos lipideos
de membrana também pode ser uma alternativa parardar a fluidez das mesmas,
facilitando a entrada e saida de crioprotetoresnindindo a sensibilidade a
criopreservacao (Arav et al., 2000). A métiticlodextrina (MMCD), molécula que tem
a capacidade de carrear o colesterol através davraeas ja foi utilizada para melhorar
a resposta a criopreservacao em espermatozoidely @uwal., 2004) e ovoécitos (Horvath
et al., 2006).
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1 RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar @tcefda Beta-Metil -
ciclodextrina PMCD), um carreador de colesterol, para alterar anbrana plasmatica de
ovOcitos imaturos e aumentar a tolerdncia a cregwacdo. O primeiro e segundo
experimentos foram realizados para investigarpBECD poderia melhorar a maturacao
nuclear e citoplasmatica de ovécitos apos a ex@osQ estresse pelo frio, durante 10 ou 30
minutos. Nenhuma diferenca (P>0,05) foi observadtara de metafase Il (Mll) de ovacitos
expostos SMCD e ao frio. Porém, estes ovdécitos apresentaeaastde maturacdo mais
baixas do que os ovdcitos dos grupos controles.sdgundo experimento, uma menor
porcentagem de ovdécito apresentou cromatina deggmgP <0,05) apds a exposicado a 2
mg/mL depMCD, comparado com o grupo exposto a 0 mg/mL. Eanite, o tratamento ndo
afetou (P<0,05), a maturacédo citoplasmatica. Opaguexpostos ao estresse pelo frio
demonstraram uma menor (P<0,05) capacidade dewbdgemento embrionario, comparados
aos grupos controle. No terceiro experimento owdcinaturos foram expostosp#CD e,
em seguida, vitrificadoscfyotop. Apds o aquecimento foi observado que a capaeidiad
atingir Mll e o indice de degeneracédo da cromdbinam alterados (P <0,05) peCD. A
taxa de blastocistos no D7 foi maior (P<0,05) nopgrexposto a 2 mg/mL dgMCD,
entretanto essa diferenca ndo se repetiu no D8,dPr0A degeneracdo da cromatina foi
maior nos grupos vitrificados. Conclui-se que a m&@&thorou a maturacéo nuclear, reduzindo
a degeneracao dos ovocitos apds o estresse peloufrpela vitrificacdo; no entanto, mais
estudos sdo necessarios para esclarecer a utilideRldCD na criopreservagdo de ovocitos

bovinos imaturos.

Palavras chaves: Imaturo, bovino, ovocito, vitafido, cryotop, beta-metil -ciclodextrina.
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2 ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect ethyhf-cyclodextrin (M3CD) as a
cholesterol loader to change oocyte plasma membaaeincrease its tolerance toward
cryopreservation. The first and second experimemie conducted to investigate iff@D
could improve nuclear and cytoplasmic maturatideradocyte exposure to cold stress for 10
or 30 min, respectively. No differences (P > 0.0bkither experiment in the metaphase I
(MII) rate of oocytes exposed to@@D and cold stress; but these oocytes presenteer low
maturation rates than control groups. In the se@xpetriment, a lower percentage of oocytes
showed degenerated chromatin (P < 0.05) after expds 2 mg/mL of MCD compared to
the group exposed to 0 mg/mL. However, no diffeesn@mong treatments were observed in
cytoplasmic maturation. Groups exposed to coldsst@emonstrated a lower (P < 0.05)
capacity for embryonic development compared tocthv@rol groups. In the third experiment,
immature oocytes were exposed t¢GD and then, vitrified (cryotop). After warming, we
observed that the ability to reach MIl and chromakegeneration were altered (P < 0.05) by
MBCD. The blastocysts rate (P < 0.05) on D7 was migh¢he 2 mg/mL MSCD group, but
an identical finding was not observed on D8 (P 050. Chromatin degeneration was higher
in the vitrification groups. We conclude thap®D improved nuclear maturation by reducing
oocyte degeneration after cold stress or vitrifcmat however, more studies are required to

clarify the usefulness of pCD use in oocyte cryopreservation.

Key words: Immature, bovine, oocyte, vitrificatiammyotop, methyl-beta-cyclodextrin.
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3 INTRODUCAO

A capacidade de preservar o gameta feminino @naredimento importante
para as técnicas de reproducdo assistida (ARTS),weamn que aumenta a disponibilidade de
ovOcitos para utilizagdo em tais técnicas. A cesprvacdo do ovocito permite ndo so a
conservacao dos recursos genéticos de animais tlonség selvagens, mas também a
preservacdo de gametas de mulheres com perda prandat funcdo ovariana. No entanto,
devido ao seu grande tamanho e alta sensibilidafi®oa a criopreservacdo de ovocitos ainda
é insuficiente na maioria dos mamiferos.

Inicialmente, a metodologia usada para a crigpvegdo de ovocitos de
mamiferos era a congelacdo lenta, que inclui bdiea de resfriamento e baixas
concentracbes de crioprotetores. Entretanto afie@géo, que utliza altas taxa de
resfriamento e elevada concentragdo de agentgwatetores para prevenir a formacao de
cristais de gelo, vem substituindo a congelacataleliste método tem sido utilizado em
varias espécies de animais domésticos, como eno\fabrahimi, Valojerdi, Eftekhari-
Yazdi, Baharvand, et al., 2010), equinos (Tharasainal., 2006), felinos (Luciano et al.,
2009) e bovinos (Morato et al., 2008b). No entantbgeral o sucesso da criopreservacao de
ovQcitos avaliado pelo desenvolvimento até o estdgiblastocisto, ainda é baixo.

Vérias tentativas tém sido feitas para melhorafi@éncia da vitrificacdo de
ovocitos. Considerando esses aspectos, difererdxlaos tém sido propostos para aumentar
a taxa de resfriamento e reduzir o volume da solagvitrificacdo. O método de volume
minimo (DMS) foi desenvolvido por Arav et al. (1993, posteriormente muitos
dispositivos foram desenvolvidos tais com@pen Pulled StrawOPS) (Vajta et al., 1998),
cryoloop (Lane et al., 199%emi-straw(Vanderzwalmen et al., 2003ceyotop (Kuwayama
et al., 2005). Entre esses métodosrymtop utiliza um volume muito reduzido de solucao de
vitrificacdo, e é considerado o mais pratico eiefie para criopreservacdo de ovocitos
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bovinos. Mesmo com todas as vantagens que 0O cryajopsenta em relacdo aos outros
métodos, os resultados obtidos com a vitrificag&oouocitos bovinos ainda continuam
insatisfatorios (Diez et al., 2005; Morato et 2008b; a; Zhou et al., 2010).

O dano celular que ocorre durante a criopreséovag causado por varios
fatores, tais como estresse osmoético, toxicidadecdioprotetores, formacéo de cristais de
gelo com consequente danos as organelas celuBaeag(sty et al., 2009). Injurias pelo
resfriamento induzem a desestabilizacdo de membregialares durante a fase de transicao
entre o estado fluido e o estado de gel, sendoaspncipais obstaculos para o sucesso da
criopreservacao de ovocitos (Quinn et al., 1966yvAat al., 1996).

Danos irreversiveis para a integridade da menabcansada pelo frio durante
essa fase de transicdo estdo diretamente relao®raaquantidade de lipidios presentes na
membrana (Arav et al., 1996). O colesterol é umoirtgmte componente lipidico estrutural da
membrana e regula a sua fungéo. Portanto, a p@paie colesterol: fosfolipideo é um fator
determinante para a fluidez da membrana plasmatipara a sua estabilidade durante a
criopreservacao (Horvath et al., 2006). Membramas elevadas concentracdes de colesterol
sdo mais fluidicas a temperaturas baixas e, pweguinte mais resistente a danos durante o
resfriamento (Zeron et al.,, 2001; Zeron et al., 200Para aumentar a fluidez e a
permeabilidade da membrana em temperaturas baixaslesterol pode ser adicionado a
membrana plasmatica, proporcionando assim um métdtonativo para aumentar a
tolerancia do ovacito a criopreservacao.

As ciclodextrinas podem atuar como moléculas ee@oras para que 0
colesterol seja incorporado a membrana plasmé&®oedy et al., 2004; Horvath et al., 2006;
Amorim et al., 2009). As ciclodextrinas sdo oligmsideos ciclicos sollveis em agua
constituidos por unidades de glicose (AD-glucopisitho) unidos por ligacdes tipel,4, que
contém um centro hidrofébico capaz de integradigqs.

Devido a sua estrutura, as ciclodextrina livredgm seletivamente retirar o
colesterol de membranas intactas ou isoladas rigs\v@lulas, incluindo os espermatozoides
e ovocitos (Nagao et al., 2010). Enquanto que @dsdgxtrinas pré-carregado com colesterol
podem deposita-lo na membrana plasmatica. Portapbalem ser usadas antes da
criopreservacédo na tentativa de alterar a compmsigdmembrana e minimizar os danos
causados pela criopreservagao.

A B-metil-ciclodextrina MCD) € um membro da familia da ciclodextrina,
porém mais potente no que diz respeito a sua afieigpara a ligacdo ao colesterol. Além

disso, ja foi demonstrado que o colesterol melhoaowiabilidade espermética apds a
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criopreservacdo em bovinos (Purdy et al., 2004;alsbri, Valojerdi, Eftekhari-Yazdi,
Baharvand, et al., 2010) e equinos (Moore et 8052 Nagao et al., 2010). Em estudo com
bovinos, foi demostrado que o colesterol transporfaor ciclodextrina entrou nas células do
cumulus, e melhorou a sobrevivéncia dos ovocitasirados apoés vitrificacdo (Horvath et al.,
2006). Entretanto, ndo existem mais estudos quesiigaram essa abordagem simples para
reduzir a sensibilidade do ovadcito ao frio.

No presente estudo apiaD foi utilizada na tentativa de que a mesmo resiea
o colesterol de soro fetal bovino (SFB) e o depssi& na membrana plasmatica do ovocito
imaturo. Portanto, o objetivo deste estudo foi stigar o efeito da exposicao alID nas
taxas de maturacdo in vitro e capacidade de delsémemto embrionario, de ovdcitos

bovinos imaturos, submetidos ao estresse pelodriatrificacao.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratodesreproducdo animal
(LRA) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnolo@ieasilia-DF e no Campo
Experimental Sucupira (CES), Riacho Fundo I-DF.

Todos os reagentes utilizados nos experimentosnf@aquiridos da Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). As hastes paracn/otop foram adquiridos junto a Ingamed
(Maring4, PR, Brasil).

4.1 Obtencgéo dos Ovdcitos e preparagdo da solucé® MpBCD

Os ovarios de fémeas mesticas (Bos indicus x tBomis) foram coletados
imediatamente ap0s o abate e transportadas pabhocatorio em solucdo salina (NaCl a
0,9%) suplementado com penicilina G (100 Ul / m$udato de estreptomicina (100 g/ ml) a
35°C. Complexos cumulus ovdcitos (CCOs) foram adpis de foliculos de 3 a 8 mm de
diametro, com uma seringa 10 ml e agulha 40 X 823}, o liquido folicular era depositado
em tubos de 15 ml (TPP Trasadingen, Suica), apds dez minutos de repoysellet era
retirado e transferido para uma placa de petriGferim (TPP) contendo PBS (Nutricéll,
Campinas — SP, Brasil) suplementado com 10% de %etal Bovino (Gibco BRL,
Burlington, ON, Canada) e antibiéticos (peniciliaaestreptomicina). Somente CCOs com
citoplasma homogéneo e com pelo menos trés candadeslulas de cumulus foram usados
nos experimentos. AMCD foi preparada em tubo de vidro em solucéo deges (SS). Uma
grama deBMCD foi dissolvida em 2 mL de metanol e armazen@ddorvath et al., 2006).
Para carregar o colesterol proveniente do FCS, ®iSfluida a diferentes concentracoes (1,
2 ou 3 mg) de MCD em 1 mL de HEPES-tamponada com TCM-199 (Gibcd.,BR
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Burlington, ON, Canada) suplementado com FCS a 20%olucdo foi incubada durante a
noite a 38,5 C.

4.2 Vitrificagdo e aguecimento

Para a vitrificagao foram utilizadas as solugéesprotocolo de acordo com a
metodologia docryotop desenvolvido por Kuwayama et al.(2005), porém astds e o
equipamento utilizado, foram adquiridos da Inga-tn@daringa-PR, Brasil). A solugdo de
manutencédo (SM), composta de TCM-199 Hank’s (GiB&d., Burlington, ON, Canada)
suplementada com 20% de SFB foi usada para madgteios ovocitos durante a vitrificacéo
e desvitrificacdo. Todas as manipulacbes foramizesds sobre placa aquecedora na
temperatura de 39°C, em sala aquecida (25- 27°@jJosl os meios utilizados estavam
aquecidos a temperatura ambiente, com excecao ldgdsode desvitrificacdo 1 (DV1)

aquecida a 37°C.

Para vitrificagcdo os CCOs em grupos de 3 a &nfosubmetidos a 3 banhos
sequenciais na solucdo de equilibrio (SV1), carigtit de SM acrescido de 7,5% etileno
glicol e 7,5% de DMSO, permanecendo em cada gatah@ por 3 minutos. O tempo total
de exposicdo a SV1 ficou entre 9 e 15 minutos. Apodsquilibrio os ovoécitos eram
transferidos para a solucéo de vitrificagao (S\¢Bmposta por SM suplementado com 15%
etileno glicol, 15% DMSO e 0,5 M de sacarose, nestacdo os ovocitos passaram por 4

banhos sequenciais, totalizando 45 - 60 segundos.

Os ovocitos foram entdo colocados nas hastestrifecacdo com auxilio de
micro pipeta de vidro com didmetro aproximado de (s, Imediatamente apos a deposi¢ao
dos ovdcitos nas hastes, o excesso de solucéeteaalo deixando somente uma fina camada
(aproximadamente QuL) sobre os ovdcitos. Posteriormente a haste eflamaigida

verticalmente no nitrogénio liquido {IN.

Para o aguecimento, a haste era retiradaoda@®mn o auxilio de uma pinca e a
extremidade contendo os CCOs era imersa na sotilggaaqcimento 1 (DV1), composta por
SM mais 1 M de sacarose. Os CCOs permaneciam napdk1 minuto, e posteriormente
eram transferidos para uma solugcdo menos concanidd 2) composta por SM acrescido
de 0,5 M de sacarose, durante 3 minutos. Finalmesat€COs eram submetidos a duas
lavagens em gotas de SM, permanecendo 5 minutea@angota.
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4.3 Maturagao in vitro

Apoés o aquecimento, os CCOs foram lavados sfedados (grupos de 25-30)
para uma gota de 200 ul de meio de maturacéo sohmiheral e incubados durante 24 horas
a 39 °C, em 5% de G@m ar. O meio de maturacédo foi 0 TCM-199 supleadmtom 10%
FCS (v/v), 10 mg/ml de FSH e antibi6ticos (100 IthL de penicilina e 50 mg / mL de

estreptomicina

4.4 Avaliagdo da maturagao nuclear

Para a avaliagdo da maturagdo nuclear, CCO®di¥s tos tratamentos ao
término das 24 horas de maturacdo foram expostd0s3% de hialuronidase durante 5
minutos. Em seguida as células do cumulus foranovetas por sucessivas pipetagens. Os
ovocitos desnudos foram fixados em uma solucag (& Blcool etilico e acido acético, onde
permaneceram por um minimo de 48 horas. No diavaléagdo os ovocitos foram colocados
sobre lamina e cobertos com laminula, corados amente lacmoéide em solucdo de acido

aceético glacial a 45%.

A avaliacao morfologica dos ovocitos coradosréaillizada em microscoépio de
contraste de faséNikon Eclipse E200, 1,000X)Os ovdcitos foram classificados em: (a)
maturados, agueles que apresentam o estagio déasecthcom cromossomos alinhados na
placa metafasica, (b) imaturos, aqueles que n&gim o estagio de MIl, (c) anormais,
aqueles com aberracbes cromossémicas tais comdigpldusos multidirecionais, disco
metafasico anormal ou dispersdo cromossdmica @enerados, aqueles que apresentavam
cromatina ndo identificavel (Figura 2.1).

4.5 Selecdo Espermética e Fecundacéao In Vitro

Apoés a maturacdo, CCOs (grupos de 25-30) foranmsteridos para uma gota
de 200 pl de meio de fecundacgao. Para a fecundfagadajlizado sémen congelado de um
touro Nelore previamente testado, em laboratérgpeEmnatozoides moveis foram obtidos

pelo método de Percoll (Machado et al., 2009) anfoadicionados as gotas contendo CCOs a
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uma concentracéo final de 1¥18spermatozoides/mL. O meio de fecundacéo foi o FTAL
suplementado com penicilamina (2 mM), hipotauridaniM), epinefrina (250 mM) e
heparina (10 mg/mL). Os espermatozoides e ovofmi@sn co-incubadas durante 18 h a 39
°C com 5% de C®em ar, e o dia da inseminacéo in vitro foi conside como o dia 0.
Dezoito horas apés a inseminacéo (pi), zigotosnidevados, transferidos para gotas de 200
ul gotas de fluido sintético do oviduto suplemeotatdm aminoacidos, citrato e inositol
[SOFaaci; (Holm et al., 1999)], e 5% SFB. Foram@erihcubados a 39 °C com 5% deCO
em ar e avaliados no dia 2 (pi) para a clivageno® dias 6, 7 e 8 (pi) para as taxas de
blastocisto.

Figura 2.1.0vacito em VG (A); Ovocito MIl (B); Ovécitos comamatina anormal (C); Ovocitos com
cromatina degenerada (D). As setas indicam a cipanain cada imagem

4.6 Avaliagéo das Taxas de Fecundagao

Para a avaliacdo das taxas de fecundacdo 184 iamicio da FIV, os
provaveis zigotos foram fixados em solucéo (8té)alcool etilico e acido acético, por pelo
menos 48 horas.

No dia da avaliacdo os ovécitos foram colocastiwe lamina, cobertos com
laminula e corados com lacmaide (solucéo de 1%cido @cético glacial a 45%). A analise
foi realizada em microscopia de contraste de fidge( Eclipse E200, 1.000X).



37

As estruturam foram classificadas nas seguintegoats: a) ndo fecundados,
ovOcitos que apresentavam somente a presencardatiora feminina; b) fecundados aqueles
que apresentavam espermatozoide com cabeca integrdescondensada, pro-nucleos
feminino e masculino, polispermia ou clivagem ej@jenerados, aqueles com cromatina nao

identificavel.

4.7 Delineamento experimental

4.7.1. Efeito de diferentes concentracogMCD sobre a maturacdo in vitro e

desenvolvimento de ovocitos de bovinos submetmesteesse pelo frio durante 10 minutos.

Neste experimento, um total de 1452 CCOs foramrilistdos em seis
tratamentos, como segue: Controle: Os CCOs natst BMCD: CCOs foram incubadas
durante 1 h sefAMCD e expostas a 4 °C durante 10 mirgMCD: CCOs foram incubadas
durante 1 h na presenca de 1 mg/mIBMEED e expostas a 4 °C durante 10 mir§N2CD:
CCOs foram incubadas durante 1 hora na presengarig/ mL deBMCD e expostas a 4 °C
durante 10 min; (T5) BMCD: CCOs foram incubadas durante 1 hora na preséa@ mg /
mL de BMCD e expostas a 4 ° C durante 10 min; controlechda: CCOs permaneceram a
temperatura ambiente durante o mesmo tempo queupsggtratados. Ao final, ovdcitos de
todos os tratamentos foram transferidos para meemoaturagao.

ApoOs a maturacdo, os ovocitos foram fixados paadiagdo da maturacao
nuclear ou fecundados e cultivados in vitro atés& fde blastocisto. Para todos os tratamentos
embrides foram avaliados em D2, D6, D7 e D8 (piamketerminar as taxas de clivagem e de
blastocistos.

4.7.2. Efeito dgMCD sobre a resposta de ovécitos bovinos imaturesposicao ao frio por
periodos mais longos de tempo

No experimento 1 foi observado que néo havianretigas entre os grupos
tratados com as vérias concentracfe$MED. Assim, foi decidido expor os ovdcitos a 2
mg/mL depMCD. Um total de 966 CCOs foram distribuidos ens tr@tamentos: Controle:

apos a selecdo, CCOs foram imediatamente lavadg#/i@D: CCOs foram incubadas
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durante 1 h sefAMCD e expostas a 4 °C durante 30 mirfMCD: CCOs foram incubadas
durante 1 hora na presenca de 2 mg/mIBMED e expostas a 4 °C durante 30 min. Apos
todos os tratamentos, os ovocitos foram transfenmdwa meio de maturacao.

ApoOs a maturacdo, os ovocitos foram fixados paadiagdo da maturacao
nuclear ou fecundados e cultivados in vitro atéasefde blastocisto. Para todos os
tratamentos, os embrides foram avaliados no D2DJ& D8 (pi) para determinar as taxas de

clivagem e de blastocistos.

4.7.3. Capacidade de fecundacédo e de desenvohonambrionario de ovocitos bovinos

imaturos expostos geMCD antes da vitrificacdo e desvitrificacao.

Para avaliar o efeito da exposiggddCD antes da vitrificacdo em ovdcitos de
bovinos, CCOs foram distribuidos em quatro tratdosengrupo de controle: apos a selecéo,
CCOs foram imediatamente lavadas; vitrificados ekpoaMCD: CCOs foram incubadas
durante 1 hora na presenca de 2 mg / mBMED, vitrificados e aquecidos; vitrificados nédo
expostos MCD: CCOs foram incubadas durante 1 h $MCD, vitrificados e aquecidos;
controle bancada: CCOs permaneceram a temperatobéerste durante o periodo de
incubacdo dos grupos 1 e 2. Apds, todos os tratasienos ovocitos foram transferidos para
meio de maturacdo. Apds a maturacao, os ovocitasiffixados para avaliacdo da maturacéo
nuclear ou fecundados e cultivados in vitro atése fde blastocisto.

Para todos os tratamentos, os embrides foram dwaliao D2, D6, D7 e D8 (pi) para
determinar as taxas de clivagem e de blastocistag avaliar fertilizacdo, um grupo de
ovocitos foi removido do meio de cultivo em 18 H),(fixados, corados e examinadas em

microscopia de contraste de fase (Figura 2.2).

4.8 Andlise Estatistica

Para analise dos dados de taxa de maturacamdiegio e desenvolvimento

embrionario foi utilizado o teste do Qui-quadrage@,05).
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Figura 2.2.Ovocitos fecundados: fecundacéo normal, presendaidgpré-nucleos (A); fecundagdo
polispérmica, presenca de trés pro-nicleos e decabega de espermatozoide solta (B). Setas esasteri
indicam os pré-ndcleos e a cabeca do espermatgzegfgectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

5.1.1 Experimento 1 - Efeito de diferentes cone&dessMCD sobre a maturacgéo in vitro e

desenvolvimento de ovocitos de bovinos submetmesteesse pelo frio durante 10 minutos.

de acordo com a Tabela 2.1, as taxas de maturagdear de ovocitos bovinos
imaturos expostos a diferentes concentracoeMIeD e submetidos ao estresse pelo frio,
durante 10 minutos. Um percentual menor (P<0,05%)wibeitos expostos ao frio atingiu Ml|
apos 24 h de maturacdo, comparada ao grupo coetoaatrole de bancada. Os ovocitos que
permaneceram na bancada, enquanto os outros diapos submetidos ao frio mostraram
uma taxa de maturagdo nuclear semelhante (P>0,0%) grupo controle. Porém, com
porcentagem mais elevada de cromatina anormal @8x@Embora o estresse ao frio tenha
aumentado a porcentagem de ovocitos com cromaggangrada, a exposicaop®ICD
protegeu os ovocitos da degeneracao (P>0,05) @2hB).

O desenvolvimento embrionério, em D7 e D8, médaliferente (P> 0,05) entre
0s ovocitos do grupo controle e controle de ban¢adbela 2.2). Ambos percentuais foram
maiores (P <0,05) do que os observados para oogrexpostos ao frio e as diferentes

concentracdes deCD.
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Tabela 2.1.Efeito da exposicao a beta-metil-ciclodextrif®CD), na maturacéo nuclear de
ovocitos bovinos imaturos expostos ao estressefpel(EF) por 10 minutos a°€, antes da

maturacao in vitro.

Estagio meidtico

Tratamento N . Imaturos Metafase Il Anormal Degenerados
ovocitos
(%) (%) (%) (%)
Controle 102 12 (11,7%) 78 (76,4%) 5 (4,9%} 7 (6,8%}
0 mg/ml MBCD + EF 114 2 (1,7%) 33(28,99) 18 (15,79%)¢ 61 (53,5%)
1 mg/ml MBCD + EF 98 7 (7,19 35(35,7%) 23 (23,4%)°° 33 (33,6%)
2 mg/ml MBCD + EF 97 5 (5,1%) 37 (38,194) 25 (25,7%)° 30 (30,9%)
3 mg/ml MBCD + EF 92 6 (6,5%)" 27 (29,3%) 25 (27,1%) 34 (36,9%)
Controle Bancada 91 7 (7,6%) 58 (63,7%) 13 (14,2%) 13 (14,2%)

a.b.%/alores com letras diferentes nas mesmas coludasaim resultados diferentes (P < 0,05).

Tabela 2.2. Taxas de clivagem e de desenvolvimento de blastscia partir de ovocitos
imaturos expostos a diferentes concentracdes de-nhetil-ciclodextrina fMCD) e
submetidos ao estresse pelo frio (EF) por 10 msatdC, antes da maturacéo in vitro.

Tratamentos N° Clivagem D2 Blastocisto D7  Blastocisto D8
Ovécitos N (% #D.P.) N (% +D.P.) N (% +D.P.)
Controle 181 142 (78,3) 63 (34,8) 70 (38,73
0 mg MBCD + EF 113 61 (53,9) 15 (13,3Y 16 (14,2)
1 mg MBCD + EF 133 67 (50,8) 12 (9,0% 13 (9,8%¢
2 mg MBCD + EF 116 62 (53,8) 14 (12,19 14 (12,1)¢
3 mg MBCD + EF 135 65 (48,1) 13 (9,69 16 (11,95¢
Controle Bancada 126 92 (73,0) 44 (34,93 46 (36,5)

a.b.%/alores com letras diferentes nas mesmas coludasaim resultados diferentes (P < 0,05).

5.1.2 Experimento 2 - Efeito ¢g#ICD sobre a resposta de ovocitos bovinos imaturos a

exposicao ao frio por periodos mais longos de tempo

Para avaliar o efeito protetor gMCD, o tempo da exposicdo ao frio foi
aumentado de 10 para 30 min, apos o tratamentoZong/mL depMCD. Os dados de
maturacdo nuclear e desenvolvimento embrionarioapéiesentados nas Tabelas 2.3 e 2.4,
respectivamente. Nao houve diferenca (P> 0,05) prasentagens de ovocitos imaturos

observados entre os grupos. No entanto, uma mRior0(05) porcentagem de ovoécitos
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atingiram a MIl no grupo controle em relacdo aaggs tratados. A exposi¢do de ovocitos a
BMCD diminuiu a porcentagem de ovécitos que degeasralevido ao estresse pelo frio.

Independentemente disso, 0s ovocitos exposto@IMVe submetidas ao estresse pelo frio
durante 30 minutos apresentaram menores (P <0e@8}F tde clivagem e de blastocistos,

comparadas as observadas no grupo controle.

Tabela 2.3.Efeito da beta- metil- ciclodextringiICD) na maturagdo nuclear de ovdcitos
bovinos imaturos, expostos ao estresse pelo frie) (@r 30 minutos a°€, antes da
maturacao in vitro.

Estagio da meiose

No
Tratamentos - Imaturos  Metafase II Anormal  Degenerados
ovocitos
N (%) N (%) N (%) N (%)
Controle 108 18 (16,6%) 79 (73,1%) 3 (2,7%} 8 (7,4%3
0 mg/ml MBCD + EF 101 10 (9,9%) 30(29,79%) 15 (14,8%) 46 (45,5%)
2 mg/ml MBCD + EF 103 14 (13,5%) 40 (38,8%) 21 (20,3%) 28 (27,1%)

a.b.%/alores com letras diferentes nas mesmas coludasaim resultados diferentes (P < 0,05),

Tabela 2.4.Taxas de clivagem e de desenvolvimento de blastscde ovocitos imaturos
expostos a diferentes concentragfes de beta- rbetd-ciclodextrinafMCD) e submetidos
ao estresse pelo frio (EF) por 30 minuto$@, &intes da maturacao in vitro.

Tratamentos N° N° clivados N° Blastocisto N° Blastocisto
Ovécitos D2 (% +D.P.) D7 (% +D.P.) D8 (% +D.P.)

Controle 226 190 (84,2) 84 (37,2) 97 (42,9)

0 mg/ml MBCD + EF 205 71 (34,8) 13 (6,3% 16 (7,8Y

2 mg/ml MBCD + EF 223 74 (33,2) 20 (9,0% 20 (8,9%

a.b.%/alores com letras diferentes nas mesmas coludasaim resultados diferentes (P < 0,05).

5.1.3. Experimento-3 Capacidade de fecundacédo edeseEnvolvimento embrionario de

ovocitos bovinos imaturos expostossAMCD antes da vitrificagcdo e aguecimento.

Ovdcitos vitrificados, ap0s a exposicdo a 2 mgpCD apresentaram
percentuais mais elevados (P <0,05) de ovOcitosevithxas de degeneracéo inferiores (P
<0,05) aos ovocitos ndo expostos (Tabela 2.5). @&gsso de vitrificagdo também foi
prejudicial para a fecundacdo e para o desenvohtomén vitro (Tabelas 2.6 e 2.7).
Independentemente da concentra@®CD, ovaocitos vitrificados apresentaram menor (P
<0,05) taxa de clivagem e de blastocistos que adrales. Embora, no D8 a taxa de
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blastocisto foi similar para ambos os grupos vizifios um aumento (P <0,05) nas taxas de
blastocistos em D7 foi observado para ovocitosfieaidos que foram expostospMCD,
antes da vitrificacéo (Tabela 2.6). Quando a feagéd foi avaliada, observou-se que o grupo
vitrificado ndo exposto apMCD mostrou a maior porcentagem (P <0,05) de owéaitdo
fecundados as 18 h pi. Ambos os grupos vitrificadpsesentaram menores taxas de
fecundacdo (P <0,05) e maiores porcentagens detavddegenerados e com cromatina
anormais, comparados aos ovocitos do grupo de aten{fabela 2.7). Em relacdo ao
controle, observou-se que 0 grupo que permanecéamezada apresentou menores taxas de
fecundacdo (P <0,05) e porcentagens mais eleva&ias0,05) de ovocitos degenerados
(Tabela 2.7).

Tabela 2.5.Efeito da MMCD na maturagéo nuclear de ovocitos bovinos imatasxpostos a
de beta- metil- ciclodextringgf1CD) e vitrificados (Vit).

Estagio da meiose

NO
Tratamentos . Imaturos Metéafase Il Anormal Degenerado
Ovaocitos
N (%) N (%) N (%) N (%)
Controle 92 2 (2,17%) 72 (78,29%) 10 (10,8%) 8 (8,6%j)
0 mg/ml M3CD + Vit 78 4 (5,1298)" 23 (29,4%) 13 (16,6%) 38 (48,7%)
2 mg/ml of M3CD + Vit 74 2 (2,709)" 34 (45,9%) 14 (18,9%) 24 (32,4%)
Controle Bancada 87 8(9,19%) 57 (65,5%) 10 (11,4%) 12 (13,7%)

2 by/alores com letras diferentes nas mesmas coludasin resultados diferentes (P < 0,05).

Tabela 2.6. Taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionaripartir de ovocitos
bovinos imaturos expostos a de beta- metil- cictrdea BMCD) e vitrificados (Vit) antes
da maturacgéo in vitro.

Tratamentos N° Clivagem D2 Blastocistos D7 Blastocistos D8
Ovdcitos N (% +D.P.) N (% +D.P.) N (% +D.P.)

Controle 181 147 (81,F 63 (34,8) 68 (37,5)

0 mg/ml MBCD + Vit 121 27 (22,3 1(0,8° 3 (2,4¥

2 mg/ml MBCD + Vit 131 32 (24,4 7 (5,3 7 (5,3

Controle Bancada 183 137 (74,8) 52 (28,4) 59 (32,2}

a.b.%/alores com letras diferentes nas mesmas coludasaim resultados diferentes (P < 0,05).
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Tabela 2.7. Taxas de fecundacdo de ovécitos bovinos imatuxpestos a beta- metil-
ciclodextrina BMCD) e vitrificados (Vit), antes da maturacao itrei

Tratamentos N°  Nao fecundados Fecundados Degenerados Anormal
Zigotos N (%) N (%) N (%) N (%)
Controle 91 14 (15,3%) 70 (76,9%) 3 (3,2%§ 4 (4,3%§
0 mg/ml MBCD + Vit 88 7 (7,9%) 19 (21,5%) 45 (51,13%) 17 (19,3%)
2 mg/ml MBCD + Vit 85 1(1,19%) 28 (32,9%) 44 (51,76%) 12 (14,1%)
Controle Bancada 95 16 (16,8%) 58 (61,0%) 16 (16,84%) 5 (5,2%§

b a/glores com letras diferentes nas mesmas coludésim resultados diferentes (P < 0,05).

5.2 Discussao

O principal fator limitante para a criopreservagho ovocitos é a sua alta
sensibilidade a lesdes causadas pelo resfriamdéinitre 0os componentes celulares, a
membrana plasmatica é geralmente descrita comadamastruturas mais afetados durante o
processo de criopreservacao (Arav et al., 1996;rdebal., 2005). Esta sensibilidade ao frio
é determinado pela composicao fosfolipidica da nmane principalmente pela proporcéo
colesterol: fosfolipideo (Arav et al., 1996; Zereinal., 2001; Zeron et al., 2002; Horvath et
al., 2006; Seidel, 2006). Quando o colesterol éiadado a membrana celular, essa torna-se
mais fluida (Arav et al., 1996) e, consequentememigis resistente, ao frio. De fato, a
manipulagdo do perfil de lipidios da membrana p&igra de espermatozoides (Zeron et al.,
2002; Purdy et al., 2004; Amorim et al., 2009) atasc (Horvath et al., 2006; Seidel, 2006)
pelo aumento da concentracdo de colesterol resaoreducdo dos danos celulares apos
criopreservacao.

No presente estudo, buscou-se adicionar o coléstamembrana plasmética
do ovacito usando AMCD como veiculo. O objetivo era aumentar a pro@orcolesterol:
fosfolipidio para melhorar os resultados da vitafdo de ovocitos bovinos imaturos. Para
isso foi utilizada aMCD como carreador do colesterol. A hipétese leadatfoi que a
incubacdo overnight d@MCD em meio enriquecido com o SFB, seria suficigraea que a
BMCD ficasse carregada de colesterol, removido dirpdo SFB. Portanto, apds essa
incubacado, a PCD carregada com colesterol foi adicionada no neeistendo 0s ovocitos
imaturos, que posteriormente, foram expostos am driavaliados quanto a viabilidade

citoplasmatica e nuclear.
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No primeiro experimento, diferentes concentracfesanh testadas, para
determinar se MCD poderia proteger os ovécitos quando expostédCapor 10 min. Os
resultados mostram que este tempo de exposic&uficiente para afetar a viabilidade dos
ovocitos e causar uma reducdo na maturacdo nlgplasmatica, bem como aumentar a
porcentagem de ovdcitos com cromatina degeneratles Eesultados foram semelhantes aos
observados por Wu et al. (1999), os quais demaoastrgue o armazenamento de ovdcitos
bovinos imaturos a 4 °C, durante 10 minutos reddeasticamente as taxas de maturacao e
clivagem. Esses resultados também mostraram quaaonasm a exposicao previgCD,
ndo protegeu efetivamente os ovocitos durante as&gdo ao frio porum periodo curto de
tempo (10 min)

As diferentes concentracdes d@GD ndo afetaram a porcentagem de ovocitos
que atingiram o estagio de MIl no final do periaomaturacdo. No entanto, vale ressaltar
que o0s grupos tratados conB@®D apresentaram uma reducdo do niumero de ovoa@tos ¢
cromatina degenerada. Estes resultados sugeremaiciedextrina pode afetar positivamente
0S ovOcitos. A exposicado dos ovocitos AGID, também ndo aumentou a taxa de clivagem ou
producdo de blastocisto, apos maturacéo, fecundagagtivo in vitro. Para verificar se o
tempo de exposicao ao frio, utilizado no primeixperimento foi ou ndo suficiente para
detectar o efeito benéfico dapiD, um segundo experimento foi realizado. Nestendlto
tempo de exposicdo ao frio foi aumentado de 10 @Bfranin. Como nao foi detectada
diferenca entre as varias concentracdes € uma concentracdo intermédia de 2 mg/ml
foi selecionada para ser usada nos demais expdaséd tempo de exposi¢cao dos ovoécitos
ao frio parece néo ser a principal causa dos dabhssrvados, uma vez que 0 aumento no
tempo de exposicado ndo alterou a taxa de ovocaitoMB apos a MIV. Independentemente
da presenca de {CD, a maturacado dos ovocitos foi afetada, quandeseforam expostos a
temperatura de 4 °C, mesmo por um curto perioderdpo. O tratamento com @D nao
melhorou as taxas de maturacéo nuclear e citoptecsma

Finalmente, testou-se o efeito dg@D em ovdcitos antes da vitrificacdo. Os
ovocitos incubados com ou semPp®D carregado de colesterol foram vitrificados e,
posteriormente, maturados, fecundados e cultivaostro. Neste experimento, a (D
reduziu a porcentagem de ovdcitos degenerados emdoma porcentagem de ovocitos em
metéfase MIl. Este efeito benéfico de®D nado foi observado em nossos experimentos
anteriores quando os ovocitos foram expostos &, 4ld@nte 10 ou 30 minutos. E possivel
que o resfriamento muito rapido, tal como ocorrenm@odocryotop minimize o tempo de

exposicdo a temperatura critica de 15 °C a — BA?&v(et al., 1996), diminuindo o efeito
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deletério do estresse ao frio. Assim, o efeito fieméa fMCD de estabilizar membranas,
pode ter protegido outras estruturas do ovocitonpi|mdo que estes atingissem a metéafase |l.

Como esperado (Vieira et al., 2002; Zeron et 8022 Vanderzwalmen et al.,
2003; Moore et al.,, 2005; Morato et al., 2008b)yitificacdo afetou negativamente a
capacidade de desenvolvimento embrionario, e nendgfeito benéfico do tratamento com
BMCD foi observado, nas taxas de clivagem e de diestbs. Embora Horvarth e Seidel
(2006) encontraram diferencas na clivagem e nayiestie oito células apds a exposicao a
BMCD e vitrificacdo, essas diferencas desaparecegeadativamente com o avan¢co do
desenvolvimento embrionario (Horvath et al., 2006).

Enquanto no D8, as taxas de blastocisto foram $emigls entre os ovocitos
vitrificados, taxas mais altas de blastocisto emf@am observadas no grupo em que 0s
ovocitos foram expostos BMCD. Esta bem estabelecido que a velocidade de
desenvolvimento esta relacionada com a qualidaderiendria. Assim, é possivel que a
qualidade dos embrifes do grupo expospd&D seja melhor do que os do grupo controle.
Como néo houve diferenca na taxa de blastocist®@@no atraso no desenvolvimento pode
indicar uma viabilidade embrionaria inferior (Ledet al., 2008). Uma forma de confirmar
a diferenca na qualidade dos embrides seria realizeas avaliagdes, tais como contagem do
namero de células embrionérias (Horvath et al. 620€oloracéo diferencial e quantificacédo
da expressdao de genes relacionados a qualidadéngdparuthy et al., 2009; Ebrahimi,
Valojerdi, Eftekhari-Yazdi, Baharvand, et al., 208iqueira Filho et al., 2011).

A BMCD melhorou maturacdo nuclear de ovécitos vitafios, mas nao afetou
a taxa de blastocisto. E dificil avaliar o real aof desses resultados, ja que relatos
utilizando aBMCD para esse proposito sdo muito escassos natlitar No entanto, algumas
hipoteses podem ser abordadas para explicar parguefeito benéfico ndo foi observado.
Uma possibilidade é que no presente estudo foizadh uma outra abordagem para o
carregar @MCD com o colesterol. Esta foi feita pela incubacam o SFB, enquanto que
outros grupos, utilizaram un@MCD que ja era previamente carregada com o cotdster
(Horvath et al., 2006). Provavelmente, a incubasgg@o o SFB néo foi eficaz em carregar a
BMCD com colesterol. Assim, ha possibilidade de testerol ndo ter sido incorporado a
membrana. A deteccé@o dos locais de incorporacamidsterol na membrana dos ovocitos,
através de técnicas de imunohistoquimica, podesponder a essas perguntas. Uma outra
explicacédo seria que EMCD diminuiu os danos na membrana plasmatica, oppae ser
confirmado pela menor taxa de degeneracdo, madonaapaz de evitar danos a outras

estruturas que sdo mais importantes para a viatididos ovacitos.
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Durante a maturacdo do ovOcito, organelas cito@ésas passam por Varios
processos de remodelacédo e de redistribuicdo (Man Hurk et al., 2005; Ferreira et al.,
2009), sendo que vitrificacdo pode afetar algurssete eventos. Entre as organelas, granulos
corticais sdo seriamente afetadas (Hyttel et 8002 Morato et al., 2008b). Normalmente
apos a MIV os granulos corticais exibem uma disi¢do periférica, enquanto que os
ovacitos que foram submetidos a vitrificagdo exibema distribuicdo agrupada (Spricigo et
al., 2014). Esta alteracdo poderia prejudicar arféacdo e comprometer o desenvolvimento
embrionario. Além disso, estudos mostram que ap@gervacdo de ovocitos de
camundongos pode causar endurecimento da zonaidzel(larman et al., 2006), o que
também pode afetar a fecundacdo. Portanto, paaatgague as baixas taxas de clivagem néo
foram devido a dificuldades de penetracdo peloresgezoide, o processo de fecundacéo foi
também avaliado. Os resultados mostraram que tragemento coniMCD néo beneficiou
ovQcitos vitrificados, comparados com o0s ovocitisificados sem a exposicdo prévia a
BMCD, pois no momento da fecundacdo a maioria dositns ja estavam degenerados.

Estes resultados sugerem que, além da membramapies outros sitios de
igual importancia para a viabilidade dos ovocitaslgm ser afetados pela vitrificacdo. A
vitrificacdo pode causar retencdo do corpuscularpgluna et al., 2001), aberracdes
cromossomicas (Ebrahimi, Valojerdi, Eftekhari-YaedBaharvand, 2010), desorganizacao do
fuso meidtico (Luciano et al., 2009; Asgari et &Q11), alteragbes mitocondriais e de
granulos corticais (Spricigo et al., 2014), alénallaracdo da expressao génica (Chamayou et
al., 2011).
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados aqui apresentados poctEaskiir que asMCD,
previamente incubada com SFB, melhora a maturag@tear de ovocitos submetidos a
vitrificac@o e reduz a degeneracgdo. Entretantos estudos sdo necessarios para esclarecer se
apMCD é capaz de modificar a membrana plasmaticavdeitos bovinos e, para determinar
a melhor dose e tempo de exposicdo antes da c@pexdo. Estas informacbes sao
importantes para otimizar o uso fEICD em associacdo a outras substancias ou a outros
procedimentos, que possam melhorar a reposta aétav®ovinos a vitrificacao.
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1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar os efalmsuplementacdo do meio de
maturacdo com L-carnitina, um facilitador do metemo lipidico e antioxidante, e/ou com
Resveratrol, um antioxidante natural, na crioitbera de ovdcitos bovinos. Para investigar o
efeito dessas substancias a configuracdo do fusidtions, a fragmentacdo de DNA, a
atividade da caspase e o perfil de genes relacisnad metabolismo de lipideos e estresse
oxidativo foram avaliados, apdés a maturacdo inov{ivllV). Aléem do desenvolvimento
embrionério, apos a fecundacdo in vitro. Ovocitasurados na auséncia (Cont) ou na presenca
de L-carnitina (LC) e/ou o resveratrol (R) foranbsietidos a fecundacgao e cultivo in vitro
apos a vitrificacdo/aquecimento pelo método do Ory.dOvocitos néo vitrificados de todos os
tratamentos apresentaram taxas semelhantes (P>@@®©5)configuracdo normal de
cromossomos, bem como os ovacitos vitrificados @pdwmturacdo com LC ou LC + R. Nao
foram observadas diferencas significativas (P>0,85) termos de fragmentagdo do
DNAavaliada pelo TUNEL, quando ovdcitos vitrificaddoram comparados com o0s seus
homologos frescos. Porcentagens mais elevadasO®)<dle apoptose precoce, medida pela
marcacdo da caspase ativa, foram detectados no deupontrole vitrificados, enquanto que
ndo houveram diferencas significativas em comparagin os seus homologos frescos.
Quanto aos niveis de expressdo de mRNA, os gendsCACPLIN2, SLC2A1, GXP1,
HSPA1A e SOD1 foram analisadas por RT-qgPCR. Afigai¢do alterou significativamente
(P<0,05) na expressdo ACAGA, SLC2Al1, GPX1 e SODas méo foram encontradas
diferencas significativas na (P>0,05) expressad’didN2 e HSP1A. Ovdcitos vitrificados
mostraram uma taxa de clivagem e blastocisto mdoogue o0s grupos nao vitrificados
(P<0,05). Independentemente do tratamento e nasehoanhum efeito significativo de
qualquer um dos suplementos durante a maturacadetectado nos ovocitos frescos ou
vitrificados. No entanto, a capacidade de eclos@s thlastocistos no dia 8, foi
significativamente maior (P<0,05) para os ovociitrsficados, depois da MIV na presenca de
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LC ou LC + R. Em conclusdao, L-carnitina resulta amelhorar criotolerancia e

desenvolvimento de embrides in vitro.

Palavras chaves: antioxidante, lipolitico, apoptoskraestrutura.
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2 ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effexft adding L-carnitine (an
enhancer of lipid metabolism and antioxidant) andésveratrol (an antioxidant) during IVM
on the cryotolerance and developmental competehdeowne oocytes. We investigated
spindle and chromosome configuration, DNA fragmioita caspase activity and gene profile
after IVM and subsequent embryonic development #8E. Oocytes matured in the absence
(control) or presence of L-carnitine and/or restretavere subjected to IVF and embryo culture
after Cryotop vitrification/warming. Oocytes frorth mon-vitrified treatments presented similar
rates (P>0.05) of normal spindle and chromosomdigumation as well as those oocytes
vitrified/warmed after maturation with LC or LC +Ro significant differences were observed
in terms of DNA fragmentation measured by TUNEL whérified oocytes were compared to
their fresh counterparts. Significantly, higheresatof early apoptosis, measured as active
caspase labeling, were detected in the vitrifiedtrad group while no significant differences
compared to their fresh counterparts were obsefeedhe rest of the vitrified/warmed
treatment groups. When the relative mRNA expreskwvals forACACA PLIN2 e SLC2A1,
GXP1, HSPA1A and SODdgens were analyzed by RT-gPCR , vitrification amarming
procedures significantly altered the expression 8BASLC2A1, GPX1 and SOD1 but no
significant differences were found in the expresssd PLIN2 and HSP1AVitrified oocytes
showed a lower cleavage and blastocyst rate themah-vitrified groups, regardless of the
treatment and there was no significant effect of @nthe maturation supplements neither in
fresh nor in vitrified oocytes. However, the hatghiability of embryos at day 8 was
significantly higher for those oocytes vitrified/maed after IVM in presence of LC or LC+R.
In conclusion, L-carnitine seemed to improve cri@tance and embryo development of in
vitro matured oocytes.
Key words: antioxidant; lipolytic; apoptosis; Ults&ructure.
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3 INTRODUCAO

O interesse na criopreservacao de ovocitos se @ewa ampla utilizacdo nas
técnicas de reproducdo assistida tais como na géiodun vitro de embrides, transferéncia
nuclear ou para a formacédo de bancos de germopla&éma disso, o armazenamento do
gameta feminino permite que o acasalamento genég@ realizado no momento mais
oportuno, facilita o intercambio internacional adgrgoplasma, reduz os custos de manutencao
de doadoras e possibilita guardar material genétcanimais de producéo que sofrem algum
tipo de enfermidade ou morte subita e recursogtg®s de racas ameacadas (Ledda et al.,
2001).

Estes beneficios tém contribuido para os esfosazado nas ultimas décadas
para melhorar a eficiéncia da criopreservacdo diitms. Até 0 presente, as taxas de
sobrevivéncia de ovocitos criopreservados de perpueoedores e de seres humanos sao
elevadas, o que permite a preservacdo dos gamestes cespécies (Nagy et al., 2009). No
entanto, o uso de vitrificacdo para conservaca&wdeitos bovinos ainda é limitado, uma vez
que 0s ovacitos vitrificados apresentam baixo desleimento embrionario (Hwang et al.,
2014). Vérios fatores parecem estar associadosestensucesso limitado, incluindo grande
volume celular (Spricigo et al., 2014), a baixamzolume/superficie, alto teor de lipideos e a
composicdo da membrana plasmatica do ovocito (Ataal., 2002; Spricigo et al., 2015).
Dentre esses 0s altos niveis de lipideos represantados principais obstaculos que limitam
criopreservacéo eficiente (Mcevoy et al., 2000).

Os triglicerideos sdo armazenados na forma deulmsidipidicas, e possuem
papel importante no metabolismo de energia duranteaturacdo do ovaocito, fecundacéo e
desenvolvimento embrionario inicial. Porém, sdol@m responsaveis pelo aumento da
sensibilidade a criopreservacado (Morato et al.,820¥arios estudos tém relatado que a
remocédo parcial de goticulas lipidicas do citopagmr manipulacdo microcirdrgica, agentes
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quimicos como citocalasina B ou D, e métodos fssmmmo a centrifugagdo ou aumento da
tolerancia a pressao, poderia melhorar a resist&wos ovocitos a criopreservacao (revisado
por Gajda B. (2009).

A L-carnitina (LC; B-Hidroxi-y-trimetilamonio-butirico), uma pequena
molécula soluvel em agua, é conhecida por deserapemh papel essencial no metabolismo
da gordura. Estudos anteriores relataram que aukilisanap-oxidagao, através do transporte
do acido graxo para dentro da mitocondria, para@raggo de ATP e, consequentemente,
influencia os niveis de ATP nas células (Dunninglgt2012). Além disso, a L-carnitina tem
uma atividade antioxidante, reduzindo os niveiR@S e protegendo as células de danos no
DNA (Moawad et al., 2013) e apoptose (Phongnintitile 2013). Os efeitos benéficos da L-
Carnitina no desenvolvimento embrionario duranteutivo de embrides foram também
relatados em varias espécies de mamiferos comonclamgos (Abdelrazik et al., 2009;
Mansour et al., 2009; Moawad et al., 2014), boviisngnimitr et al., 2013) e suinos (Somfai
etal., 2011; Wu et al., 2011). Os niveis de R@%delulares foram também reduzidos e houve
aumento do GSH (Somfai et al., 2011; Wu et al.,120dou et al., 2012), e um melhor
desenvolvimento in vitro de embribes suinos cloea@u et al., 2011) ou embrides
partenogenéticos, com poucas células apoptéticasfébet al., 2011; Sutton-Mcdowall et al.,
2012). Quando adicionada ao meio de MIV de ovéditoginos, foi observado um maior
desenvolvimento de blastocistos, 8 dias aposiéicatgdo e fecundacao in vitro (Chankitisakul
et al., 2013). No entanto, existem relatos de cgupementacdo com L-Carnitina ndao contribui
para melhorar a criotolerancia dos ovécitos, emmaer de desenvolvimento de blastocisto
(Phongnimitr et al., 2013).

Além da L-Carnitina, o Resveratrol (R; 3,4 ', Setroxiestilbeno), uma molécula
polifendlica natural, encontrada em varias plastadimentos, tem sido descrito como um
poderoso agente antioxidante (Baur et al., 200@yiog estudos tém sido realizados para
identificar as fungbBes bioldgicas e atividades deswratrol na reproducdo de mamiferos
(Kwak et al., 2012; Huang et al., 2013). Suplemgidados meios de MIV com Resveratrol
melhorou os resultados de fecundacgéo, além daidapacde desenvolvimento embrionario
em bovinos (Sugiyama et al., 2015) e suinos (ltemial., 2015), o que foi devido,
provavelmente, ao aumento na biossintese mito@bndr suplementacdo de Resveratrol
durante a maturacdo aumentou os niveis de GSH amss(Kwak et al., 2012) e bovinos
(Wang et al., 2014), concomitantemente com a diipiimude ROS, sem comprometer o

desenvolvimento embrionario (Salzano et al., 20&$&m disso em suinos, quando 0s meios
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de vitrificagdo foram suplementados com Resverawsl niveis apoptoticos diminuiram
(Giaretta et al., 2013).

Apesar da L-Carnitina ser um agente quimico j@tesdurante a maturacao in
vitro e resultados mostrarem efeito benéficos endcibes depois do congelamento
(Chankitisakul et al., 2013), ndo h& na literagstudos avaliando a suplementacdo dos meios
de MIV com Resveratrol, ou mesmo, testando a aas@aidas duas moléculas, L-carnitina e
Resveratrol durante a maturagcéo, em ovocitos beyarttes da criopreservacao. Sendo assim,
este experimento teve o objetivo de avaliar a gonficdo cromossOmica, fragmentacdo de
DNA, atividade das caspases e desenvolvimento endio. Além de estudar a expresséo
genica de vias relacionadas com o metabolismadpi®CACA PLIN2 e SLC2Al)stresse
térmico(HSPA1A) oxidativo GXP1 e SODJL
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laborat@eseproducdo animal do
Departamento de Medicina e Cirurgia Animal da Ursidade Autonoma de Barcelona,
Cerdanyola del Vallés, Espanha.

Todos os reagente utilizados nos experimentos fadgmiridos junto a Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os dispositivos deyotop foram adquiridos junto a Dibimed-

Suprimentos Bioquimicos (S.L Valencia, Espanha).

4.1 Obtencgéo dos ovacitos

Os meétodos utilizados para a maturacao in da® ovocitos foram descritos
previamente (Rizos et al., 2001). Resumidament&j@y de novilhas holandesas abatidas (12-
18 meses de idade) foram transportados de um abatebbcal para o laboratério em PBS a
35-37°C. Os CCOs foram obtidos de foliculos der@8 e apenas CCOs com mais de trés
camadas de células do cumulus e citoplasma homodéran selecionados. Apds a selecao,
grupos de 40-50 CCOs foram transferidos para meimaturacdo em 500 pL, em placas de
quatro pocos e cultivadas durante 24 horas a &3,5% de CQ@ O meio de maturacdo era
composto de TCM-199 (Gibco BRL, Burlington, ON, @da) suplementado com 10% (v/v)
de soro fetal bovino (SFB), fator de crescimentiolemal (EGF) 10 ng/mL e 50 mg/mL de

gentamicina.

4.2 Vitrificacdo e aquecimento
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Para a vitrificagao foram utilizadas as solugéesprotocolo de acordo com a
metodologia descrita por (Kuwayama et al., 200530Aicéo de manutencao (SM), composta
de TCM-199 Hank’s (Gibco BRL, Burlington, ON, Caaaduplementada com 20% de SFB
foi usada para manutencédo dos ovocitos durantdrificaicdo e desvitrificacdo. Todas as
manipulacbes foram realizadas sobre placa aquexeatortemperatura de 39°C, em sala
aquecida (25- 27°C). Todos os meios utilizadosvastaaquecidos a temperatura ambiente,
com excecdo da solucdo de aquecimento 1 (DV1) atpuac37°C. A vitrificacdo ocorreu em

todas as repeticdes as 22 horas de maturacao.

Para vitrificagcdo os CCOs em grupos de 3 a &nfosubmetidos a 3 banhos
sequenciais na solucdo de equilibrio (SV1), carigétde SM acrescido de 7,5% etileno glicol
e 7,5% de DMSO, permanecendo em cada gota (bamno} minutos, o tempo total de
exposicao a SV1 ficou entre 9 e 15 minutos. Apésjualibrio os ovocitos eram transferidos
para a solugéo de vitrificacdo (SV2), compostagirsuplementado com 15% etileno glicol,
15% DMSO e 0,5 M de sacarose, nesta solugdo oftayassaram por 4 banhos sequenciais,

totalizando 45 - 60 segundos.

Os ovacitos eram entdo colocados nas hastestrdfesacao com auxilio de
micro pipeta de vidro com didmetro aproximado de (s, Imediatamente apos a deposi¢ao
dos ovacitos nas hastes 0 excesso de solucaoctiesaoedeixando somente uma fina camada
(aproximadamente Qu) sobre os ovdcitos. Entdo a haste era submerkgidacalmente no

nitrogénio liquido.

Para o aquecimento, a haste era retirada.dlocm o auxilio de uma pinca e a
extremidade contendo os CCOs era mergulhada ngésotle aquecimento 1 (DV1), composta
por SM mais 1 M de sacarose. Os CCOs permaneciddVhaor 1 minuto, e posteriormente
eram transferidos para uma solu¢cdo menos concar(ftAd2) composta por SM acrescido de
0,5 M de sacarose, durante 3 minutos. Finalmen{@Q8s eram submetidos a duas lavagens
em gotas de SM, permanecendo 5 minutos em cadal@epais, os CCOs voltavam para os

meios em que foram maturados, onde permeneciamasr2 horas.

4.3 Maturagéo in vitro

Apdbs o aquecimento, os COCs foram lavados efaadss (grupos de 25-30)
para uma gota de 200 pl de meio de maturacao kabnineral e incubados durante 22 horas
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a 39 °C, em 5% de G@m ar. O meio de maturacédo foi 0 TCM-199 supleadmtom 10%
FCS (v/v), 10 mg/mL de EGF e antibiéticos (100 IthLL de penicilina e 50 mg / mL de

estreptomicina

4.4 Fecundacéo e cultivo in vitro

Em todos os tratamentos a fecundacgéo in vitnefdizada apds as 24 horas de
maturacdo. Resumidamente, os ovocitos foram lavddas vezes no meio de fecundagéo, e
transferidos em grupos de 20-25, para placas deogpacos contendo 250 uL de meio de
fecundacéo por poco. O meio de fecundacéo era gimpor Tyrode suplementado com 25
mM de bicarbonato, 22 mM de Na-lactato, 1 mM depMavato, 6 mg/mL de BSA-FAF
(TALP) e 10 ug/mL de heparina (Calbiochem, DarntstAtemanha). Foi utilizado semen
congelado de um touro da raca Holandesa, de dedi# previamente comprovada no
laboratorio (ASEAVA, Llanera, Espanha). Para seletgiespermatozoides moveis, a amostra
de semen foi centrifugda em um gradiente desasmt(Bovipure, Nidacon International,
Gotemburgo, Suécia) durante 10 minutos a 10@,Xa temperatura ambiente. Apds a
centrifugacdo o pelete formado foi coletado e lavé8oviwash, Nidacon Internacional,
Gotemburgo, Suécia) por nova centrifugacéo a 1§0ddrante 5 minutos. Os espermatozoéides
foram diluidos no meio de fecundacido para perfamea concentragéo final de 2 x°10
espermatozoides/mL. Uma aliquota de 250 ul destpesisdo foi adicionado a cada poco
contendo meio de fecundacio, para e obter umamiacao final de 1 x fG&spermatozoéides/

mL.

As placas foram incubadas a 38,5 °C, 5% de, €@ ar. Cerca de 18 horas pos-
inseminacao (pi), os provaveis zigotos foram cotaphente desnudados por suaves pipetagens
e transferidos para gotas de 25 pL de meio devolHOF) (Holm et al., 1999) (1 embrido/uL),
suplementado com 5% de SFB (v/v) e, coberto par di@eral. Os embrides foram incubados
a 38,5 °C, 5% C85% O e 90% N. As porcentagens de clivagens foram mensuradasr48
(pi) e o numero de blastocistos foi determinadodias 7 (D7) e 8 (D8). Em D7 e D8 foram

observadas as taxas de expanséao e eclosao, respesite.

4.5 Avaliacdo dos cromossomos e fusos meioticos
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De acordo com protocolos descritos por (Boisalet2002; Albarracin et al.,
2005), ap6és 24 horas de maturacdo os ovocitos farampletamente desnudados por
pipetagem, em PBS. Ovacitos dos grupos fresco\(méficados) e grupos vitrificados foram
fixados em solucédo de 4% (v/v) de formaldeido, niie&80 min a 38,5 °C, permeabilizadas
com Triton X-100 [2,5% (v/v em PBS)] durante 15 niara a imunohistoquimica, os ovocitos
fixadas foram incubadas com o anticorpo monocl@ami-o tubulina (Molecular Probes,
Paisley, Reino Unido) (1: 250) overnight, seguiéapncubacdo com o anti-mouse anti-Alexa
Fluor 488 (Molecular Probes, Paisley, Reino Unidd)s000) durante 1 hora. Entre as
incubagdes, os ovocitos foram lavados trés vezeBE®pre-aquecido durante 5 min. Grupos
de cinco ovécitos foram montados em laminas comlplidina, munidos de um anel de
reforco autoadesivo e, em seguida, coradas comd/&8. DAPI (Vysis Inc., Downers Grove,
EUA). A preparacao foi selada com esmalte de unblasmicroscopio de epifluorescéncia
(Axioscop 40FL, Carl Zeiss, Alemanha) foi utilizapara examinar a tubulina (Alexa Fluor) e
a cromatina (DAPI). Os critérios utilizados parassificar as distribuices de cromossomos e
microtubulos foram descritas previamente (Albamraet al., 2005). Os ovocitos foram
classificados com base na normalidade morfologicéudo meiético e da cromatina. O fuso
meiético foi classificado como normal quando caaradorma de barril simétrica classica, com
cromossomos alinhadas regularmente em um grupoamao longo do plano equatorial. Em
contraste, foram considerados fusos anormais, guasges apresentam-se desorganizados,
aglutinados, dispersos, ou pela presenca de elemdntfuso nédo identificaveis e/ou com a

aberracao da cromatina (Figura 3.1).



Figura 3.1-Imagemadaptada de Arcaroms al, 2015, exibindo a configuracdes de microtlibulds e
cromossomos analisados por imunocitoquimica deitmsmaturados in vitro, frescos ou vitrificado&) (
morfologia dos fusos em MIl normal, em forma deriigiB-D) Ovécitos vitrificados-aquecidos exibindo

estruturas de fuso anormais. (B) Morfologia do fasormal mostrando cromossomos, em parte,
desorganizados; (C) Microtibulos e cromossomosrdasizados. Vermelho, indica a tubulina (Alexa Fluo
594); azul, os cromossomos (DAPI).

4.6 Avaliacédo da fragmentacéo de DNA (TUNEL)

Ovdcitos de todos os grupos, frescos e vitribsadoram completamente
desnudados das células do cumulus, por pipetagave &m PBS e a fragmentacdo do DNA
foi avaliada pelo TUNEL, conforme metodologia dé#agreviamente (Morato et al., 2010).
Os ovocitos foram fixadas em 4% (v/v) de parafode@lo em PBS, durante 1 hora, a 37°C.
Apoés a fixacdo, os ovdcitos foram lavados trés yexe PBS, contendo polivinilpirrolidona
(0,3% PVP em PBS; PBS-PVP) e permeabilizadas e @& Triton X-100, durante 2
minutos. Os ovacitos foram depois lavados trés yyerm PBS-PVP e incubadas no Kit do
TUNEL (In-situ celular Death Detection System; Redhagnostic, Indianapolis, IN, EUA) a
37 °C, durante 1 hora, em camara escura. Amostraikrole positivo e negativo foram
incluidos em cada ensaio. Os ovocitos expostos AsBN durante 15 min a temperatura
ambiente [5(RQ1 RNase-free DnagB0 U/mL] serviram como controles positivos e ot
nao expostos a enzima TdT serviram como contr@gativos. Os ovocitos foram lavados em

PBS -PVP e finalmente montadas em laminas trataatagoli-lisina e cobertas com uma gota
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de 3 ul de Vectashield, contendo 125 ng/mL de DARIa corar todos os nucleos celulares.
Em seguida, cobertos com uma laminula, e para @edég usado esmalte de unhas. A
avaliacdo de fluorescéncia foi realizada num mmip® de epifluorescéncia (Axioscop 40FL,
Carl Zeiss, Alemanha)e, classificados com DNAgrmig TUNEL (-); marcados em azul) ou

fragmentados (TUNEL (+); marcados em verde).

4.7 Avaliagéo da atividade das Caspases

Para detectar a atividade das Caspases nosawaaialisados, foi utilizado o
corante FLICA Apoptosis Kit (FAM FLICA Poly Caspagessay Kit, Immunochemistry
Technologies, Bloomington, MN, EUA), de acordo costrugcdes do fabricante e publicacbes
recentes (Wasielak et al., 2007). Os ovdcitos dwgoos grupos foram completamente
desnudados ao final da maturacdo por pipetagenesmvPBS. Uma amostra de ovocitos
serviu como controle positive para atividade dasp@ses. Estes foram tratados caquivl de
staurosporina a 38,5°C “overnight”, para induziatevacdo das Caspases. ApOs banhos em
PVP-PBS, os ovdcitos eram incubados na solucad & por 1 hora a 38,5°C, em 5% €O
Controles negativos, ndo expostos ao corante fordoidos em todas as réplicas. Entéo, todas
as amostras eram lavadas em PVP-PBS e logo caratasma mistura deufy/mL de Hoechst
33342 e 1,pg/mL de lodeto de Propideo (IP), em PBS, por 5 tomwa 37°C, para a
confrmacdo da presenca do nucleo e avaliacdo daemeelular, respectivamente.
Imediatamente antes da avaliacdo, ovocitos foramtados em laminas e cobertos com
laminulas. A avaliacao foi realizada em um micrpsecd@e epifluorescéncia (Axioscop 40FL,
Carl Zeiss, Alemanha). Os ovocitos foram classifasasem: viaveis sem atividade de Caspases
(FLICA-/PI1-), vidveis com atividade de Caspasesl(JA+/P1-) ou mortos (PI+).

4.8 Andlise da expressao génica

O RNA foi extraido a partir de “pools” de 20 oitds usando Kit de extracédo
direta de mRNA (Dynal Biotech, Life TechnologiedJA), de acordo com instru¢des do
fabricante e algumas modificagfes. Os ovdcitosdifesentes tratamentos foram desnudados
por pipetagem, lavados trés vezes em PBS supledoeoten PVA a 38,5 °C e imediatamente

congelados em Ml e armazenados a -80 °C, até a extracdo do mRNA.
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Para extracdo de RNA, cada grupo de ovocitoéstmdo, durante 5 min, em 50
ul de tampéo de lise e depois hibridizado com 10dgl‘'beads” durante 5 minutos, com
agitacado suave. Apos hibridacdo, complexos de RHNIA (B) ligados aos “beads” foram
lavadas duas vezes em um tampéao “A” e duas vezearsp@o de lavagem (B). Em seguida,
foi realizado a transcigcéo reversa, onde as ansoliram suspensas em 16 pL de tampdao de
diluicdo e aquecidas a 70°C durante 5 minutos. ieteatiente apos a extragdo, 4 uL de cDNA
(Quanta Biosciences; Gaithersburg, MD, EUA) foicemhado e deu-se inicio a reacdo de
transcricdo reversa usando primers oligo-dT, psmedeatorios, dNTPs (qScript, Quanta
BioSciences, EUA). Depois da reacao de transcrea@rsa, o0 cDNA (25L) foi armazenado
a -20 °C, até seu uso.

Quantificacdo da abundancia relativa de trarscribi realizada usando o
QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Appligosigstems, EUA) e SYBR® Select
Master Mix (Life Technologies, EUA) para a ampl#géo dos genes acetyl-CoA carboxylase
alpha (ACACA), solute carrier family 2 (facilitatggicose transporter), member 1 (SLC2A1),
perilipin 2 (PLIN2), heat shock protein family A méer 1A (HSPA1A), glutathione
peroxidase 1 (GPX1) e superoxide dismutase 1 (SOB) cada amostra, o cDNA foi
analisado em triplicata. Os genes constitutivasetgdldeido-3-fosfate deidrogenase (GAPDH)
e peptidilprolil isomerase A (PPIA) foram usadosapaormalizagcdo da expressédo génica
(Tabela 1). O mix de rt-PCR continha 10 pL de F&¥BR Green Master Mix (Applied
Biosystems, EUA), 0,5 pL forward e reverse primgife Technologies, Madrid, Espanha),
especificos para os genes de interesse e 2 ulLNAeostral. Agua deionizada foi adicionada
ao final para completar um volume total de 20 p&.afnostras foram colocadas em placa de
384 pocos sendo a pipetagem realizada por robou&ntQtudio™ 7 Flex Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, EUA) foi usado par&RdsgPCR. As reacdes ocorreram a 95°C
por 30 segundos, seguidas por 40 ciclos e uma pahdo de dissociacao.

A sequéncia de cada primer, temperatura de aeratamconcentracées dos
primers e referéncia do GenBank de cada gene,mésemtados na Tabela 3.1. As reacbes
foram realizadas em triplicatas para cada genefidi€ncias dos primers variaram entre 90 e
110%. As expressdes dos genes alvos foram normatizaara a expressao da média aritmética
do GAPDH e do PPIA, (valores de Cq). A expresséiva dos genes foi calculada usando a
formula deAACt com correcéo da eficiéncia (Pfaffl, 2001).
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Tabela 3.1.Informacgbes sobre os primers e condi¢des utilizaaoa a amplificacdo dos
fragmentos dos genes de interesse, utilizadasgpalses em PCR quantitativo.

Fragmento Temperatura Ndmero de
Gene Sequéncia dos Primers Amplificado  de anelamento  acesso ao Gene Referéncia
(pb) (°C) Bank Literatura
F:-TGCTTCCCATTTGCCATC (Brisard et al.,
ACACA 188 60 NM_174224
R:CTGCCATCCTCACGACCT 2014)
F:GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA (Goovaerts et al.,
GAPDH 119 60 NM_001034034.2
R:CCCTCCACGATGCCAAAGT - 2011)
F:GGGACTACACCCAGATGAATGA (Khalil et al.,
GPX 1 172 60 NM_174076.3
R:AGCATAAAGTTGGGCTCGAA 2013)
F:CAAGATCACCATCACCAACG (Dhali et al.,
HSPA1A 219 56 NM_174550.1
R:AAATCACCTCCTGGCACTTG 2011)
F:AGTGAACTTGCCAGGAAGAATG (Sastre et al.,
PLIN2 120 60 NM_173980
R:TTCATCTGTATCATCGTAGCCG 2014)
F:GCCATGGAGCGCTTTGG (Bessa et al.,
PPIA 65 60 NM_178320.2
R:CCACAGTCAGCAATGGTGATCT 2013)
F:CAGGAGATGAAGGAGGAGAGC (Machado et al.,
SLC2A1 258 60 NM_174602
R:CACAAATAGCGACACGACAGT 2013)
F:GTGCAAGGCACCATCCACTTCG (Valckx et al.,
SOD1 309 56 NM_174615
R:CACCATCGTGCGGCCAATGATG 2014)

Abreviacdes: F, forward; R, reverse.

4.9 Delineamento experimental

O objetivo dos experimentos foi determinar seligée de 3,72 mM (0,6 mg/

ml) de L-Carnitina e/ou 1 uM (0,23 pg/m) de Restrefaaos meios de MIV convencionais

poderia melhorar a sobrevivéncia do ovécito boapos a vitrificacdo e aquecimento. Para

todos os experimentos, 0s ovocitos foram maturadegro em quatro diferentes meios: (1)

grupo CRT: ovocitos maturados in vitro em meio Midhvencional; (2) grupo LC: ovécitos

foram maturados in vitro em meio MIV convencionaplementado com 3,72 mM de L-

Carnitina; (3) Grupo R: Os ovdcitos maturados enoridV convencional suplementadas com

1 uM de R e (4) grupo LC + R: Os odcitos foram mados in vitro em meios de MIV

convencionais suplementado com 3,72 mM de L-Camiil pM de Resveratrol. As 22 horas
apos o inicio de MIV, metade dos ovdcitos de deatamento vitrificados e aquecidos. Em
seguida, os ovdcitos foram recolocados em seusatsps meios de MIV retornaram a estufa

por um periodo adicional de 2 horas, para que gedese recuperar antes de realizar as
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diferentes avaliagdes. Posteriormente, amostrasastos de cada grupo foram coletados para
avaliacdo da configuracdo cromossomica e dos fusdstios (Experimento 1: 5 repeticbes);
fragmentacdo do DNA pelo TUNEL (Experimento 2: paticdes); atividade das Caspases
(Experimento 3: 4 repeticdes) e estudos da expragddica (Experimento 4: 4 repeticdes).
Para o experimento 5, ovocitos de cada grupo fdemundados e cultivados in vitro (7
repeticoes).

4.10 Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas com o softBMeSPSS 19 para Windows
(IBM corp.; EUA). ANOVA foi realizada para as ars#s de configuracao de fusos meidticos
e cromossomos; taxas de clivagem e desenvolvimenibrionario, as médias foram
comparadas por Tukey’s (P<0,05). Todos os dadasfahecados para normalidade usando o
teste de Levene e Kolmogorov-Smimov. Para a fra¢gegéo de DNA (TUNEL) e atividade
das Caspases foi utilizado o teste de Qui-quadia<dd,05). Para a analise da expressao génica,
todos os dados foram transformados para escalaittoga [x'=logio(X)]. Depois da
transformacao, os valores assumiram distribuic&donalbe uma ANOVA foi utilizada, as
meédias das expressodes relativas de cada gene fmrapradas por Tukey’'s (P<0,05). para
apresentacao estdo os dados sem transformacdestados foram expressos em médias +
erro padrao (EP).



69

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

5.1.1 Efeito da suplementacdo com L-Carnitina, Begvrol ou L-Carnitina + Resveratrol
durante a MIV na configuracdo dos fusos meioticedocitos bovinos maturos, frescos ou

vitrificados.

Nesse experimento, foram avaliados os efeitosugdementacdo do meio de
MIV com L-Carnitina e / ou Resveratrol antes daifittagcdo, sobre a configuracdes de
cromossomos e microtubulos de ovoécitos com o cedmilexa-Fluor 488 e DAPI. De acordo
com os resultados apresentados na Tabela 3.2canpagem de ovécitos em MIl apés MIV
foi maior (P<0,05) em todos os tratamentos nadieados. Ovdécitos de todos os tratamentos
nao vitrificados apresentaram taxas semelhante3 @B>de configuracdo normal dos fusos e
cromossomos. Ovacitos vitrificados, apdés a mataracdm L-Carnitina ou LC + R
apresentaram porcentagens semelhantes (P> 0,0&)nfiguracdo normal do fuso quando
comparados com ovocitos controle frescos. Entretamiqueles vitrificados apos a
suplementacdo somente com Resveratrol ou sem sei@pdo, apresentaram porcentagens
mais elevadas (P<0,05) de fusos anormais e cromassdescondensados, em comparacao

com ovaocitos nao vitrificados.
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Tabela 3.2.Efeito da suplementacdo com L-Carnitina (LC) e/as\Rratrol (R) durante a
maturacéo in vitro. Numéro total (N), porcentageuntesvio padrdo (%+DP) de ovocitos com
fusos normais, anormais e cromossomos dispersaegenerados, de ovoécitos frescos ou

vitrificados.
Ovdcitos Ovdcitos Fusos* Cromossomos*

Grupo Total Mil Normal Anormal Dispersos** Descondensados**

N N (%DP) N (%+DP) N (%zDP) N (%+DP) N (%zDP)
CTR 91 72 (79,1+7,8) 57 (79,245,6)° 15 (20,845,6%° 13 (18,1+4,6%¥ 2 (2,8+2,9%
LC 71 54 (76,116,9 48 (88,916, 6 (11,146,13 5 (9,3+4,1} 1(1,943,8%
R 60 45 (75,016,9 39 (86,7+11,3F 6 (13,3+11,3P 4( 8,9+5,43° 2 (4,4%5,8%°
LC+R 80 64 (80,0+11,0 53 (82,8+7,2P 11 (17,2+7,2 9 (14,1+3,09° 2 (3,1+8,3y°
CTRVIT 101 57 (56,4+9,7 25 (43,946,19 32 (56,1+6,19 18 (31,6+9,5) 15 (26,36,
LC VIT 80 40 (50,046, 22 (55,0+4,8¥ 18 (45,0+4,8¥ 9 (22,5+8,9%" 9 (22,545,8)°
RVIT 81 46 (56,7+10,9) 21 (45,7£10,8) 25 (54,3+10,6) 12 (26,1+6,3P 10 (21,7+7,D
LC+R VIT 78 44 (56,4+14,5) 27 (61,4+12, 779 17 (38,6+12,7% 5 (11,4+10,09 8 (18,2+3,2)

abed| etras diferentes na mesma coluna indicam difeser(a0,05).

*Porcentagens referentes ao nimero de ovécitoagdcdo Mil.

CTR: grupo controle; LC: suplementacdo com 3.72 b@¥IR: suplementa¢do com 1uM R; LC+R: suplementagion 3.72 mM
LC e 1uM R. CTR Vit, LC Vit, R Vit, LC+R Vit: Ovitos vitrificados e aquecidos, maturados nas mesardicdes de seu

respectivos controles.
** Porcentagem referente aos fusos anormais.

5.1.2 Efeito da suplementagcdo com L-Carnitina, Begvol ou L-Carnitina + Resveratrol

durante a MIV na fragmentacdo de DNA, em ovdcitoginms maturados, frescos ou

vitrificados.

De acordo com a figura 3.2, a fragmentacao dé [N detectada em todos os

grupos de ovacitos frescos, de todos os tratame@taxcitos do grupo L + R, apresentaram a

menor taxa (P<0,05) de fragmentacdo do DNA (1,68¢m desta diferenca, ndo foram

encontradas diferencgas entre todos os outros grirpesos ou vitrificados (P>0,05).



71

=

E 20.0

= b

S 18.0+ [ ovécitos Frescos - b

= | =

S 16071 Ovécitos Vitrificados ab

= 140

Ig

= 120

E 10.0

. ab ab

= 8.0 ab ab

E 60 ] T

<

.§ 3y 1 a l:

5 b

B 20— |

= s

= 0.0 = T T = T T T 1

== CTR LC R LC+R CTR LC R LCHR
VIT VIT VIT VIT

Figura 3.2. Porcentagem de ovdcitos com a fragmentacao do @sAlados sdo a porcentagem + D.P.
) etras diferentes indicam diferencas significatifs<0,05). CTR: grupo controle (n = 59); LC: MIV
suplementacdo com 3,72 mM de (n = 43); R: MIV soqgetado com 1uM de R (n = 58); LC + R: MIV
suplementado com 3,72 MM de LC e 1 uM de R (n =®IR Vit (n = 67), LC Vit (n =49), R Vit (n =52).C
+ R Vit (n = 59): Grupos vitrificados e aquecidppa a maturacao in vitro nas mesmas condi¢cdesude se
respectivos controles

5.1.3 Efeito da suplementagdo com L-Carnitina, Begvol ou L-Carnitina + Resveratrol

durante a MIV na ativacao das Caspases, em ovobdumos frescos ou vitrificados.

Como apresentado na Tabela 3.3, a ocorréncipafdaase precoce, medida pela
marcacao da Caspase ativa, foi detectada enti2@%2nos grupos de ovécitos frescos, sendo
semelhante entre os mesmos (P>0,05). Para ovddgitdffcados, as taxas mais elevadas
(P<0,05) de apoptose foram detectados no grupo ITREnquanto os demais grupos, nao
apresentaram diferencas entre frescos e vitrifegBo 0,05). O grupo R-VIT apresentou o0s
menores indices de apoptose (1,30%), que nao miféPe 0,05) do grupo CTR. Quanto a
viabilidade dos ovécitos medida pelo lodeto de Rrep, foram observadas porcentagens mais
elevadas (P< 0,05) de ovocitos mortos para todaggss de ovocitos vitrificados quando

comparado com os seus homologos frescos, comdaragriam de 6,6% a 9,2%.
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Tabela 3.3. Efeito da suplementacdo com L-Carnitina, Resvdrabwo L-Carnitina +
Resveratrol durante a MIV. Numero total (N), potegem + desvio padrdo (%+DP) de
ovocitos normais (FLICA-/PI-), com ativacdo de CGesgs (FLICA+/PI-) ou mortos (Pl+),

frescos ou vitrificados, ap0s a coloracdo com FIAGechst 33342/P1.

Total FLICA-/PI-  FLICA+/PI- PI+

Grupo
N N(%z DP) N(%z DP) N(%z DP)
CTR 69 68(98,6+2,7) 1(1,4%2,7% 0(0,0+0,0j
LC 79  78(98,7+2,1)  1(1,3+2,1} 0(0,0+0,0j
R 77  74(96,1+2,6) 2(2,6%3,15°  1(1,3+2,0%
LC+R 84 82(97,6%43,9) 1(1,2+2,0f  1(1,2+2,0%
CTRVIT 73 61(83,6+3,8) 6(8,2+2,5% 6(8,2+2,95
LC VIT 74  66(89,2+4,6) 3(4,1+2,3F%  5(6,8+3,2}°
R VIT 80 73(91,3%+6,3)  1(1,3+2,5} 6(7,5+4,65
L+RVIT 76 67(88,246,6) 2(2,6%+3,81°  7(9,2+7,6§

el etras diferentes na mesma coluna indicam difeesaigmificativas (P<0,05).

CTR: grupo controle; LC: suplementacdo com 3.72 ral; R: suplementacdo com 1uM R; LC+R:
suplementacdo com 3.72 mM LC e 1uM R. CTR Vit, L R Vit, LC+R Vit: Ovdcitos vitrificados e aquetis,
maturados nas mesmas condi¢des de seus respecintosles.

5.1.4 Efeito da suplementagcdo com L-Carnitina, Begvol ou L-Carnitina + Resveratrol
durante a MIV na expressao génica, em ovdcitosiogvirescos ou vitrificados.

Para os ovacitos frescos, nenhuma diferenca QBy@ntre os tratamentos foi
observada (Figura 3.3) na expresséao de todos es gealiados (ACACA, SLC2A1, PLINZ2,
HSP1A, GPX1 e SOD1). Por outro lado, a vitrificagdaquecimento alterou a expressao dos
genes ACACA, SLC2A1, GPX1 e SOD1 (P<0,05). Em @amitr, ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) na expressapld&l2 e HSP1A em ovdcitos vitrificados,
em comparacgao com os grupos de fresco. A maioess@o de ACACA (P<0,05) foi observada
para os ovécitos maturados com LC + R VIT. A exgliesde SOD1 foi superior (P<0,05) nos
grupos CTR VIT e LC + R VIT. Enquanto que nao foralnservadas diferencas nos niveis de
expressdo de SOD1 (P>0,05) para os ovocitos dgogiuC VIT ou R VIT. Em contraste, a
expressdo do SLC2A1 foi diminuida (P<0,05) no CTR ¥ LC+R VIT, mas néo foram
observadas diferencas (P<0,05) para os tratame6t®T ou R VIR. Com relacdo ao GPX1,

apenas os grupos CTR VIT e R VIT, apresentaramsimais baixos (P<0,05) de expressao.
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5.1.5 Efeito da suplementacdo com L-Carnitina, Begyrol ou L-Carnitina + Resveratrol

durante a MIV no desenvolvimento embrionario, edtibws bovinos frescos ou vitrificados

Independente da suplementacdo durante a MIV, itegdcvitrificados
apresentaram menores taxas (P<0,05) de clivageid2eende desenvolvimento embrionario
em D7 e D8 (Tabela 3.4). No entanto, porcentagenilastocistos eclodidos em D8 foram
mais elevadas (P<0,05) nos grupos LC VIT e LC+R,\éifi comparac¢éo aos outros grupos
vitrificados. Os grupos de ovacitos frescos, LC BRm o0s que entre todos apresentaram as

maiores (P<0,05) taxas de eclosdo em D8.
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um determinado gene.
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Tabela 3.4. Efeito da suplementacdo com L-Carnitina, Resvdrabwo L-Carnitina +
Resveratrol durante a maturagéo in vitro (MIV). N total (N), porcentagem + desvio
padrédo (% + DP) de clivagem em D2, no estagio dstbtisto em D7 e D8, para 0s ovocitos
dos grupos frescos ou vitrificados.

Blastocistos D7

Blastocistos D8

Ovacitos Clivados D2*
Grupos N Total* Expandidos ** Total* Eclodidos ***
N (%+DP) N (%xDP) N (%xDP) N (%+DP) N (%xDP)

CRT 138 110 (79,77, 28 (20,3+2,6) 12 (42,8+14,0) 28 (20,3+2,6) 10 (35,7+14,3)
LC 130 110 (84,6+4,5) 37 (28,5+3,5) 22 (59,6+11,8¥ 37 (28,5+3,%) 25 (67,61£7,9
R 149 124 (83,2+2,9) 36 (24,21+6,4 23 (63,81£13,7) 36 (24,2+6,4) 19 (52,8+6,0¢
LC+R 128 103 (80,5+7,6) 31 (24,2455 16 (51,613, 31 (24,245,5) 13 (41,9+15,0
CRT VIT 123 34 (27,6+9,0) 3(2,4+2,6Y 0 3 (2,4+2,6Y 0

LC VIT 112 38 (33,9+8,5) 5 (4,5+4,0% 0 5(4,5+4,0y 1 (20,0+24,5)
R VIT 123 45 (36,6+10,9) 4 (3,3+2,6Y 0 4 (3,3+2,6Y 0

LC+R VIT 115 40 (34,8+9,4) 3 (2,6+3,5% 0 3(2,6%3,55 1(33,3%12,)

abel_etras diferentes na mesma coluna indicam difeeaigmificativas (P<0,05).

*Porcentagens de blastocistos em D7 e D8 refeemsaimero total de ovécitos. **Porcentagens detddéstos
expandidos em D7 refere-se ao nimero total de éetbem D7. *** Porcentagem de blastocistos eclalsin
D8 refere-se ao numero total de embrides em D8.

CTR: grupo controle; LC: suplementagcdo com 3.72 rl¥; R: suplementagcdo com 1pM R; LC+R:
suplementacdo com 3.72 mM LC e 1uM R. CTR Vit, L€ R Vit, LC+R Vit: Ovécitos vitrificados e aquelns,
maturados nas mesmas condi¢des de seus respecitosles.

5.2 Discussao

Este estudo teve como objetivo avaliar o efe#oadicdo de L-Carnitina,
Resveratrol e a interacdo dos dois compostos agusamaturacao in vitro, visando aumentar a
resisténcia de ovocitos bovinos a criopreservaaaa isto foram avaliadas a estrutura dos
fusos meidticos e cromossomos, a apoptose, a efjregénica e o potencial de
desenvolvimento embrionario apds os diferenteartrantos.

Os resultados mostraram que nem a suplementada€demitina, L-Carnitina
+Resveratrol ou Resveratrol foram capazes mellzonaaturacdo nuclear de ovacitos bovinos.
Tampouco tiveram efeito sobre o processo de apepitdios estudos tém relatado efeitos
benéficos da suplementacao na MIV com L-Carnignasuinos (Somfai et al., 2011) e bovinos
(Phongnimitr et al., 2013) na taxa de maturacao. demiraste, 0os nossos resultados sao
semelhantes aos relatados por outros autores qudeérvaram melhora na taxa de maturacéo,

apos a suplementacdo da MIV com L-Carnitina (Yoal.e2012) ou através da suplementacao
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com diversas concentracdes de Resveratrol em su(Kegk et al., 2012) ou
caprinos(Mukherjee et al., 2014).

Diferentes estudos, tém demonstrado que a suptag@&ndo meio de MIV com
L-Carnitina ou Resveratrol aumenta o desenvolvimeiat blastocistos apds a fecundacao in
vitro, em bovinos (Phongnimitr et al., 2013; Wargak, 2014), ou suplementacédo de L-
Carnitina em suinos (Wu et al.,, 2011). Quanto a td& clivagem em D2 ou producao
embrionaria em D7 ndo foram observadas diferengi@s es grupos. No entanto, no presente
estudo foi observado que a capacidade de eclosgbldstocistos de D8 foi maior para os
ovOcitos tratados com L-Carnitina. Uma possiveltifieativa para a baixa producdo
embriondria obtida seria que os ovadcitos utilizaglmsnosso estudo foram obtidos de ovérios
de novilhas. Essa categoria de ovocitos possuenomumpacidade de desenvolvimento
embrionario comparado aos de vacas [Revisado paatblel al. (2010)]. A producdo de GSH
€ um indicador de qualidade p6és maturacdo ovagjt&item uma alta correlacdo com a
formacdao de blastocistos (Abazari-Kia et al., 20E4¥e aumento das taxas de eclos&o no grupo
de ovdcitos frescos e maturados na presenca derlitiGa, sugerem que a mesma poderia ter
auxiliado na melhora do desenvolvimento embrioniiiez pelo aumento de GSH.

Os procedimentos de vitrificacdo e aquecimenttaeden 0s ovocitos de todos
os tratamentos, diminuindo a porcentagem de ow®cibon morfologia do fuso normal. Esses
resultados confirmam o relatado em outros estudesaqvitrificacdo do ovocito MIl afeta o
alinhamento dos cromossomos e fusos meidticos (fba et al., 2005; Arcarons et al., 2015).
No entanto, a suplementacdo com L-Carnitina ou arabaubstancias durante a MIV elevou
a proporcao de ovocitos com distribuicdo de mitrolts e cromossomos normais, a niveis
comparaveis aos ovoécitos do grupo CTR. E possiwel aymelhora na morfologia do fuso
meidtico e no alinhamento cromossdmico causado pafdementacdo com L-Carnitina
durante a MIV, pode ter contribuido para aumentapmcidade os embrides de eclodirem em
D8. J& que em camundongos (Moawad et al., 201dplermentacdo L-Carnitina durante a
MIV, diminui a desorganizagéo dos fusos.

Quando a apoptose foi medida pela fragmentacaDN&®, os grupos nao
diferiram entre si, independente da vitrificacdorét, quando a atividade da caspase foi
avaliada, o tratamento com L-Carnitina e/ou Redxa@rantes da vitrificacdo n&o diferiu do
controle de ovécitos frescos (CTR), enquanto orotetle ovécitos vitrificados mostraram as
maiores porcentagens de ativacdo caspase. Istcesyge apesar da técnica de TUNEL ser
frequentemente utilizada para embrides (Moratd.eP@10), € menos sensivel para detectar

apoptose em ovocitos bovinos. O papel da mitocanuni desencadeamento da apoptose é
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crucial, uma vez que essa organela esta envohadéberacdo de fatores pré-apoptoticos
dentro do citoplasma , tal como citocromo C, quéiretamente responsavel pela ativacdo da
cascata de caspases (Rojewski et al., 2004; Guptd.,e2015). Embora uma reducéo
significativa da apoptose por meio da via mitoca@igrela suplementacéo de L-Carnitina na
MIV em camundongos (Pillich et al., 2005) e suifWsl et al., 2011), nenhum estudo avaliou
o efeito da adi¢édo de L-Carnitina na apoptose deiths bovinos durante a MIV. Considerando
0os seus efeitos, era esperado que a L-Carnitinadquassociada a suplementacdo de
Resveratrol durante a maturacdo diminuisse a incidé&e apoptose apos a vitrificacéo. I1sso
porque na literatura o tratamento com resveratapqrciona diversos beneficios para a saude.
Agindo tanto como agente pré-apoptéticos como amiptoticos (Das, M. et al., 2010; Das, S.
K. et al., 2010; Das et al., 2011; Das et al., 20A%m disso, foi relatado que o resveratrol
suplementado aos meios de maturacao e de vitdicaga concentracdo de 2 uM, foi capaz de
diminuir a porcentagem de ovécitos em apotose éBaet al., 2013).

Como descrito recentemente para embrides bovibeJiveira Leme et al.,
2015) a criopreservacao de ovocitos é capaz dar afeixpressao génica de diferentes vias com
as de estresse oxidativo, apoptoticas e do citldacgEbrahimi et al., 2010; Dai et al., 2015;
Faheem et al., 2015). Estas alteragOes, aumentamddiiminuindo a expressédo, ocorrem
possivelmente por duas maneiras, (1) degradacaon@bA presente no momento da
vitrificagéo, ou (2) aumentando ou diminuindo as&icao génica em algumas vias (Spricigo
et al., 2014). O desenvolvimento do ovocito depatal@cumulacao de transcritos durante a
ovogénese (Barnes et al., 2000). O acumulo ingmiieiou diminuicdo do conteudo de mRNA
sdo considerados 0s principais responsaveis peatgrometimento do desenvolvimento
embrionario apds a FIV (Albuz et al., 2010). Nokgadtese era que a L-Carnitina pudesse
resultar em um aumento geoxidacéo e consequentemente de ATP. Além, de méuaducao
do namero e tamanho de gotas lipidicas. Da mesmmaafocom a suplementacdo de
Resveratrol, esperava-se um aumento de GSH e dgaonde ROS. Em todos os ovdcitos dos
grupos nao vitrificados nenhuma diferenca foi obs@a na expressédo dos genes investigados
nas vias de: metabolismo de lipid@@LIN2, ACACA) metabolismo de glicoseSCL2A),
estresse oxidativqdGPX-1, SOD-) e estresse térmicoHGP1A). Entretanto, quando
comparados com ovOcitos frescos, os ovocitos iciidios e aquecidos foram afetados
negativamente. O fato é que néo foi possivel prosafeitos benéficos dos tratamentos, em
preservar os ovocitos dos efeitos sofridos ndie@igdo. Alem disso, a interacdo de L-carnitina
e Resverartol, durante nossos estudos sempre abs®s\efeitos antagbnicos, sugerindo que

quando estas duas moléculas sdo associadas duMhtendo ha uma protecéo contra o EROs
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ou estimulo a oxidagdo de acidos graxos de umairaagficiente ou de forma apropriada.
Apesar uma grande liberacdo de EROs pode comprometeponentes celulares, uma
liberacdo moderada de EROs pela mitocondria padiezina ativacdo de vias protetoras de
comprometimento celular (Trachootham et al., 208®esar disto, a L-Carnitina de forma
isolada modificou a expressdo & D1 e GPX1 em ovécitos apds a vitrificagdo, que
apresentaram nivel de transcritos semelhanteseapgdditos frescos, sugerindo uma possivel

prevencao contra a oxidacao
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6 CONCLUSOES

A vitrificacdo compromete de forma severa, digsrsstruturas de ovécito Ml
bovino. A suplementacdo do meio de maturacdo co@ainitina e/ou Resveratrol nao foi
suficiente para aumentar o desenvolvimento embrimrepartir de ovécitos vitrificados, ap6s
a fecundacao e cultivo in vitro. Porém, a L-Canaitde forma isolada ou em associagdo com o
Resveratrol, foi capaz de modificar a expressdacgéraumentar a protecdo contra a

desorganizagdo dos fusos meiéticos e aumentanalégclosao dos blastocistos em D8.
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1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dliferentes sistemas de
maturacado na resisténcia do ovoécito apdés a vagho e sobre o perfil fosfolipidico da
membrana plasmatica (MP) ovocitaria. Quatro difesensistemas de maturacdo foram
testados: 1) maturacao in vitro utilizando ovécitoaturos aspirados de ovéarios de abatedouros
(CONT; n =136); 2) maturacao in vitro utilizandweogitos imaturos obtidos povum pick-up
(OPU) de novilhas néo estimuladas (IMA; n = 433)pfaturacéo in vitro utilizando ovocitos
imaturos obtidos por OPU de novilhas estimulad&H(Fn = 444); e 4) maturacao in vivo
utilizando ovécitos obtidos de novilhas estimulagdsoras antes da inje¢cdo de GnRH (Mill;
n = 658). As amostras dos ovocitos maturados de gagho fresco foi analisada por ionizacéo
dessorcdo a laser assistido por matrix - tempo Gie (MALDI-TOF) para determinar a
composicao da MP. Depois, a metade dos ovocitosratis de cada grupo foi vitrificada/
aquecida (CONT VIT, IMA VIT, FSH VIT e MIl VIT), equanto a outra metade foi utilizada
a fresco como controle. Em seguida, os oito grdpoam submetidos a FIV e CIV, e 0
desenvolvimento do blastocisto foi avaliado no e D8. Ja para comparar o
desenvolvimento embrionario entre os grupos folizatlo o teste do qui-quadrado. A
intensidade correspondente de ions fosfolipidiosefpressa em unidades arbitrarias, e na
sequéncia de analise dos componentes principais)(@Rdados foram distribuidos em gréfico
3D. Os ovacitos obtidos de animais superestimulatzstraram uma taxa de desenvolvimento
maior (P<0.05) para todos os grupos (CONT VIT =%3.8%, IMA VIT = 2.914.0%, FSH VIT
=4.317.2% e MII VIT = 3.6% 7.2%). MALDI-TOF reveloque os ovacitos de todos 0s grupos
maturados tiveram o mesmo conteudo fosfolipidigoe® para 760.6 ([PC (34:1) + H]+), que
foi mais altamente expresso em MIl comparado ao @5#,05). Os resultados sugerem que
embora os sistemas de maturacdo melhorem o degsenento embrionario, eles ndo mudam

a composicao da MP nem a resisténcia dos ovoaidads a vitrificagdo.



Palavras chaves: bovino, ovdcito, vitrificagédo, omazao in vivo.
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2 ABSTRACT

In the last decade, vitrification methodologeeserged as promising strategies
for embryos and oocyte cryopreservation. Howeuels not yet an efficient technique for
bovine oocytes. The maturation conditions and sohtmvine oocyte characteristics such the
plasma membrane phospholipid composition couldanhe difficulty to cryopreserve this
cell type. The objective of this experiment wasWaluate the effect of different maturations
system on the membrane phospholipid profile andyrm@anoocyte resistance after vitrification.
Four different maturation systems were tested: mmature oocytes aspirated from
slaughterhouse ovaries (CONT group); 2) immatuyt@s obtained by ovum pick up (OPU)
from unstimulated heifers (IMA group); 3) immatwecytes obtained by OPU from stimulated
heifers (FSH group) and 4) in vivo matured oocytewined from stimulated heifers 24 hours
after GnRH (MII group). Immature oocytes were satgd to in vitro maturation for 24 hours.
For the membrane phospholipid composition detertimnamatured oocytes from each group
were collected for Matrix Associated Laser Desanptionization - Time of Flight (MALDI-
TOF). At the end of maturation, half of the oocyitesach group were vitrified/warmed (CONT
VIT, IMA VIT, FSH VIT and MII VIT). Afterwards, the8 groups underwent IVF and IVC,
and embryo development was assessed at D2, D7 &rifintbryo development was compared
using LSMEANS procedures with a Chi-square tesh @i®% significance level. For MALDI-
TOF, ion intensity was expressed in arbitrary uaitsl was distributed in a 3D PCA. Fresh
oocytes showed higher developmental capacity atl2and D8 compared to all vitrified
groups (P<0.05). Oocytes obtained from superstitedlanimals (MIl and FSH) had higher
developmental rates (P<0.05) at D7 and hatchinB8aP<0.05) compared to those obtained
from unstimulated animals (CONT and IMA). MALDI-TO#evealed that oocytes from all
maturation groups had similar phospholipid contant the only difference was that the Ml
group presented a lower intensity (P<0.05) of 7608 ([PC (34:1) + H) compared to FSH.
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The results suggest that the low efficiency of bevbocyte vitrification is not related to

maturation system and is probably due to other @odyaracteristics, which may be shared by
other species as well.

Key words: Immature, bovine, oocyte, in vivo matiora
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3 INTRODUCAO

A capacidade de preservar gametas femininos @arntaintegrante das técnicas
de reproducdo assistida (TRAs), uma vez que temgrande impacto nos programas de
conservagdo animal, programas de melhoramento hremtambém na reproducdo humana
assistida (Kuwayama et al., 2005; Zhou et al., 2010

Racas e espécies ameacadas podem ser regeneraddsos, espermatozoide e
ovacitos, forem recuperados. Além disso, a criggres;do eficaz de ovocitos pode também
facilitar as técnicas de reproducédo assistida e ped utilizada para resgatar gametas quando
fémeas morrem inesperadamente. Para a producaalaairariopreservacao é crucial para
superar os problemas de logistica associado caimeno de ovOcitos recuperados, transporte
ao laboratério e a disponibilidade de receptorasessirios para transferir os embrides
produzidos. Além disso, a criopreservacao de oo®@ermite o armazenamento de material
genético ndo fecundado de uma fémea até que senctpossa ser avaliado, permitindo a
comercializacao posterior, evitando o transportardeais e 0s riscos sanitarios.

Até hoje, a criopreservacao de ovoécitos € umadadneficaz para a maioria
dos animais domésticos. A capacidade dos ovocitagreservados para alcancar o
desenvolvimento embrionario posterior € insatisfatba maioria das espécies de producao.
Esta alta sensibilidade para a criopreservacédovdeitos pode ser explicada pelas suas
caracteristicas morfologicas e funcionais Unicais, tomo o tamanho celular, o volume de
agua, que levam a desorganizacao do citoesquelatuelizacao e degeneracgdo do citoplasma
(Vieira et al., 2002; Men et al.,, 2005; Horvath at, 2006; Morato et al., 2008a; b;
Anchamparuthy et al., 2009; Chamayou et al., 28hirazi et al., 2012). Portanto, os ovocitos
criopreservados sofrem danos morfolégicos e furaisograves que podem ser exacerbados,
especialmente nos animais domésticos, devido aotedr de lipideos no citoplasma, mas
também pela composicéo de fosfolipideos de memlifMoavoy et al., 2000).
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Atualmente a vitrificacdo € o método mais utiliagmbara preservar ovocitos.
Apesar de ja estar bem estabelecida para ovaaitosios (Chang et al., 2008; Chian et al.,
2009), os resultados em bovinos ainda sdo muifieetes (Zhou et al., 2010; Spricigo et
al., 2012). Quando se compara ovocitos humanoadstos bovinos, observa-se que as
diferencas mais evidentes entre eles sdo: o siglemaaturacdo, que normalmente € in vivo
para humanos(Chang et al., 2008) e in vitro parginbs; a quantidade de lipidios
citoplasmaticos (Mcevoy et al., 2000), que € muoigor em bovinos do que em humanos; além
das diferencas da composicdo da membrana plasr{@ticaira et al., 2010).
Portanto, na tentativa de melhorar os resultadosbewinos essas caracteristicas

deveriam ser levadas em conta.

Na ultima década, muitos esforcos foram feitos @armentar a eficiéncia da
vitrificacdo de ovocitos de animais domésticos ifdiet al., 2002; Kuwayama et al., 2005)
incluindo o uso de agentes de estabilizagcdo deeshgteeleto (Morato et al., 2008c),
antioxidantes (Dalvit et al., 2005), agentes lipods (Men et al., 2006; Moawad et al., 2013)
e modificadores de membrana plasmatica (MP) (Hbreatal., 2006; Spricigo et al., 2012).
Modificar a MP pode afetar a permeabilidade celldamelhorar as trocas de agua e
crioprotetores (Horvath et al., 2006). Fosfolip&igparticularmente fosfatidilcolina (PC) e
esfingomielina (SM), sao unidades estruturais dafiéional, e sua composi¢éo determina a
maioria das propriedades fisico-quimica da membiachiindo a fluidez, permeabilidade e
comportamento de fase de transicao lipidica (Ed2®3). Essa composicdo tambéem pode
variar de acordo com a espécie, raca ou mesmo saoralicdes de cultivo (Sudano et al.,
2012), o que a torna um alvo quando se quer induzdancas.

Todas essas alternativas ja foram testadas pamanéar a crioresisténcia de
ovocitos bovinos, entretanto o uso de ovécitos rads in vivo, que supostamente teriam
melhor qualidade e responderiam melhor a vitrifica@inda n&o foi relatado em bovinos.
Sudano et al. (2012) mostraram que a origem doiémlou seja, ser produzido in vivo ou in
vitro, afeta a composicéao lipidica. Entretanto, s&@abe como a composicao fosfolipidica da
membrana de ovocitos bovinos é afetada pelo sistennaaturacao.

O principal objetivo do experimento foi comparaesisténcia a vitrificacdo de
ovocitos bovinos maturados em diferentes sistewalgado o desenvolvimento e a qualidade
de blastocisto produzidos in vitro. Além do objetprincipal, o experimento também focou no
efeito dos diferentes sistemas de maturacdo sofisekgia do ovario de novilhas Nelore,

acompanhando a populacgé&o folicular, tamanho e lasacéo dos foliculos antes da OPU, a
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qualidade do ovdcito e a composicéo lipidica na brama. Utilizou-se o sistema de maturacao
in vivo como o “sistema ideal”, o que resultaria endcitos com maior capacidade de
desenvolvimento embrionario (Van De Leemput etl®99; Dieleman et al., 2002; Tesfaye et

al., 2009) e, consequentemente maior resisténgtafacacao.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos de acmnoas leis brasileiras para
a ética animal e pesquisa em saude, aprovado<pehité de Experimentacdo e Uso Animal
(CEUA), do Instituto de Ciéncias Biologicas da Wibsidade de Brasilia, sob o protocolo
UnBDOC (processo numero 132157 / 2012).

Salvo quando especificado, todos os reagentamfadquiridos junto a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Dispositivos de viticacdo foram adquiridos com a Ingamed
(Maring4, PR, Brasil). Os meios para producao derigms, incluindo maturacéo, fecundacao
e cultivo in vitro foram produzidos pela Geneal i{&al, Genética Animal, Uberaba-MG,

Brasil).

4.1 Delineamento experimental

Antes de iniciar o experimento, um pré-experiroefi realizado para
determinar o melhor intervalo para executar a ORdJ o@Ocitos maturados in vivo.
Resumidamente, as novilhas foram sincronizadas.erssfimuladas e receberam a
administracdo de GnRH, tal como descrito abaixgnoetocolo de maturagéo in vivo. Apés a
administracao de GnRH, 20 (n = 5) ou 24 horasfhmais tarde, os animais foram submetidos
a OPU, e os CCOs recuperados foram desnudadodiadasapara a presenca do corpusculo
polar. Em seguida, estes foram fixados e corad@sdeterminacéo da fase meiotica. O grupo
gue apresentou maior percentual de ovécitos ngiedtéll foi escolhido para o experimento.

A Figura 4.1. resume o delineamento experimeRtia avaliar se o sistema de
maturacao afetou a viabilidade dos ovdcitos apibgicacdo / aquecimento e composicao da

membrana fosfolipidica, foram utilizados 1562 ot@xi Trés sistemas de maturacédo foram
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avaliados: 1) a maturacéo in vitro de ovocitosdusipela OPU de novilhas ndo estimuladas
(IMA); 2) a maturacéo in vitro de ovécitos obtidos OPU de novilhas estimuladas, em que a
OPU foi realizada 12 horas ap6és a ultima admigavale FSH (FSH); 3) a maturacéao in vivo
em que os ovocitos foram obtidos a partir de nagikstimuladas, com OPU realizada 24 horas
apos a administracdo de um analogo de GnRH (MH).duiarto grupo foi também utilizado
em todas as réplicas como um grupo controle dodaido (CONT), consistindo da maturacao
in vitro de ovécitos aspirados de ovarios de alwatex

O experimento foi conduzido em 9 repeticdes, coamifhais em cada um dos
trés grupos sendo submetido a OPU em cada repeatiedial maneira que os animais de todos
0S grupos estavam presentes na repeticdo. ParapmsdMA e FSH (ovdcitos imaturos), os
CCOs foram recuperados, selecionado, transfericeo @aneio MIV e maturados durante 24
horas. Para o grupo maturado in vivo (Mll), as ti@s foram submetidas a OPU 24 horas mais
tarde do que para os outros dois grupos.

Pouco antes de cada se¢do de OPU, ambos os oddsi@nimais dos grupos
IMA, FSH e MII foram avaliados usando um ultrasscom Color Doppler (30 MyLab Vet
Ouro, Esaote, Italia). Os ovéarios foram digitalaade os foliculos foram contados e
classificados de acordo com a intensidade da \asrafdo sanguinea.

Os ovacitos de todos os tratamentos foram claaslifis como viaveis ou ndo
viaveis. Para ovdcitos dos grupos IMA e FSH, apaggeles com mais de trés camadas de
células cumulus e citoplasma homogéneo foram @ilzesds como viaveis e para o grupo M,
apenas a ovocitos com citoplasma homogéneo, apaeser primeira extrusdo do corpusculo
polar e / ou expanséao das células do cumulus.

Apds a maturagéo in vivo ou in vitro, metade dedcitos de cada tratamento
foram vitrificados (VIT) e imediatamente aquecidGONT-VIT, -ima-VIT, -FSH-VIT e MlI-
VIT). A outra metade foi mantida na bancada duranwgrificacdo/aquecimento dos grupos
contemporaneos. Para ser consistente durante taekperimento, apenas CCOs com um
corpusculo polar visivel e/ou a expansao das cglldacumulus, foram classificados como
maturados in vivo e foram usadas no grupo MIl. Amdsaquecimento, 0S OVOcitos
criopreservados e seus controles frescos forametidims a fecundacao in vitro e cultivo de
embrides. A taxa de clivagem foi avaliada 48 hoggsds a fecundagdo (D2) e o
desenvolvimento embrionario foi avaliado em D7 e B8 D8, os embrides foram medidos e

corados para contar o numero total de células.
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Amostras de ovocitos frescos (n = 15/tratamesteaada grupo foram coletadas
para avaliacdo de fosfolipideos utilizando os pedie espectrometria de massa (MALDI /
TOF).

CONT IMA FSH Mil
| | | I

Maturacio in vitro in vivo
] l l I

! CONT ! IMA ! FSH ! Mil

MALDI MALDI MALDI MALDI

ol ] [}
CONT |[ IMA FSH | [ ™I
CONT | | = | e | [ A FsH Sl || e || M
! ! v ! ! 1 i 1
Clivagem (D2), blastocisto (D7 e D8)

¥

Mensurac¢ao do embridao D8

R 2

Contagem do numero total de células (D8)

Figura 4.1. Esquema representativo do desenho experimental.

4.2 Obtencéo de ovocitos de abatedouro

Os ovarios (Bos indicus) foram coletados imedignte apos o abate e
transportadas para o laboratério em solucao s@lia@l a 0,9%) suplementado com penicilina
G (100 Ul /mL) e sulfato de estreptomicina (100 lgfma 35 ° C. Os complexos cumulus
ovacitos (CCOs) foram aspirados de foliculos de&nam de didmetro com uma agulha de
calibre 18G e transferidos para um tubo conico Slenl.. Os CCOs foram recuperados e
selecionados em meio de manutencdo, consistindoGid-199 tamponado com HEPES
(Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) suplementadenct0% de soro fetal bovino [SFB
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)]. Somente CCOs antaplasma homogéneo e, pelo menos,
trés camadas de células de cumulus foram usadasopagxperimentos. Apos selecdo, os

ovocitos foram submetidos a maturacao in vitro.
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4.3 Recuperacao de ovocitos por OPU

Foram utilizadas 43 novilhas da raca Nelore (Aosus indicus), com cerca de
2 anos de idade e com condi¢Bes corporais semethafss novilhas foram mantidas em
pastagem d&rachiaria sp, suplementada com silagem de milho, sal e agubbitum As
novilhas foram distribuidas aleatoriamente emgrépos experimentais (h=14;n=14en =
15) em um estudo “crossover” com um intervalo mnantre repeticoes de 30 dias.

Para OPU, foi utilizada uma guia de aspiracdo AWBrasil) acoplada a um
transdutor convexo de 7,5 MHz (Aloka, UST 9125,ad9p Os CCOs recuperados foram
selecionados sob um microscopio estereoscépicosdZ@ - Stemi SV6, Alemanha) e

submetidos a MIV e/ ou vitrificacao.

4.4 Maturacao in vitro

CCOs selecionados foram lavados e transferidograpos de 25-30 para uma
gota de 200 mL de meio de maturacédo, sob Olediders e incubadas durante 22 h a 39 °C
com 5% de CQ em ar. O meio de maturacéo consistiu de TCM {I®dtrogen, Carlsbad,
CA, EUA) suplementado com 10% (SFB, 0.01 Ul/mL &HF0,1 mg /mL de L-glutamina e
antibiéticos (amicacina, 0,075 mg/mL).

4.5 Sincronizagao de estro, estimulagcéo ovarianan@aturacgao in vivo

Apoés estabelecer o momento apropriado para apeeagdo de ovOcitos
maturados in vivo (Van De Leemput et al., 1999;0Riet al., 2002), todos os animais foram
submetidos a protocolos idénticos para a sincrgazao estro. Os animais receberam uma
injecdo de 2 mg de benzoato de estradiol (i.m.RBE, Syntex, Buenos Aires, Argentina) e a
insercdo de um dispositivo intravaginal de progese (Sincrogest; Ourofino, Cravinhos-SP,
Brasil), sendo esse momento considerado o D-10@atogwlo. Cinco dias mais tarde (D-5), os
animais receberam uma injecdo de 0,150 mg de gtastina PGF2 (d-cloprostenol, Prolise®
ARSA SRL, Argentina). No dia -2, os implantes degasterona foram removidos, e no dia -
1, 1 mg de benzoato de estradiol foi injetado Ji.@.D0 do protocolo foi considerado o inicio

do tratamento.
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No Dia 8, todos os foliculos com um didmetro malo que 5 mm, foram
puncionados por OPU. Imediatamente apds a ablasdanimais receberam um dispositivo
intravaginal d de progesterona. Para os animaies@imulados (grupo IMA), 108 horas apés
a insercao do dispositivo de progesterona, 0,15@e@GF2a (i.m) foi administrada. Apos 72
h, o dispositivo de progesterona foi removido ePdJQealizada. Todos os foliculos presentes
nos ovarios maiores do que 3 mm, foram aspirados.

Nos outros dois grupos, dois dias apods a ablaPd0)( os animais foram
superstimulados com um total de 80 mg de pFSH t(Bpin-V; Bioniche Animal Health
Canada Inc., Belleville, Canada) em doses decress;enecebendo duas aplicagcfes por dia ao
longo de quatro dias. A lutedlise foi induzida cOi50 mg de PGF2a (i.m.), administrada
junto a quinta aplicacdo de pFSH. Na ultima apfocag dispositivo de progesterona foi

removido e a OPU realizada.

Para a obtencdo de ovocitos maturados in vivap(MIl), simultaneamente
com a ultima injecdo de FSH e a remoc¢édo do digposite progesterona, foi administrado
0,025 mg (i.m.) de lecirelina (Gestran ®, Tecnof@an Paulo, Brasil), um analogo da GnRH.

A OPU foi realizada 24 horas depois, e os folicat@sores do que 6 mm foram aspirados.

4.6 Avaliacéo da vascularizacao folicular com o Cot Doppler

Em todos os tratamentos, os ovarios foram awaiathediatamente antes do
procedimento de OPU. Foi utilizado para a avaliagadtrassonografia com Color Doppler
com uma sonda linear de 7,5 MHz. A vascularizagimliservada e classificada de acordo
com Matsuiet al. (2009) do seguinte modo: 3- vascularizacdo ausend® foram observadas
imagens coloridas em torno do foliculo; 2- vasémégdo intermediaria, com imagens
coloridas parciais; e 1- vascularizacao intensanda o foliculo foi completamente cercado

por imagens coloridas (Figura 4.2).
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Figura 4.2.lmagem do ultrassom Color Dopller, indicando fdldccom irrigacdo ausente (a), irrigacéo
intermediaria (b) e com irrigacdo intensa (c).

4.7 Fecundacéo (FIV) e cultivo in vitro de embricegCIV)

Apoés a maturacdo, CCOs (grupos de 25 a 30) ftnamsferidos para uma gota
de 200 mL de meio de fecundagéo. Foi utilizado pafecundacdo sémen congelado de um
touro Nelore, previamente testado em nosso lab@vatBspermatozoides méveis foram
obtidos pelo método de Percoll (Machado et al.92@0foram adicionados as gotas contendo
CCOs a uma concentracao final de 1 & d€permatozoides mL O meio de fecundacgéo foi
TALP (Parrish et al., 1995) suplementado com pkamana (2 mM), hipotaurina (1 mM),
epinefrina (250 mM) e heparina (10 ug / mL-1). @peFmatozoides e ovocitos foram co-
incubadas durante 18 h a 39 °C com 5% de, @™ ar. O dia da FIV foi considerado dia 0.
Depois da co-incubacéo, os zigotos (n = 25-30nfidevados e transferidos para gotas de 200
uL de SOFaaci (Holm et al., 1999) suplementado 20fd mM de mio-inositol e 5% de SFB
e cultivados a 39 °C e 5% de &@m ar, durante 8 dias. O desenvolvimento deddeso foi
avaliado no dia 2 pés-inseminacgéao (pi) para a géwae no Dia 7 e Dia 8 pi para a taxa de

blastocisto.

4.8 Vitrificacdo e aquecimento

A vitrificacdo de ovdcitos foi realizada comosdeto por Kuwayama (2005),

com pequenas modificacdes. A solucdo de manutdSddy que foi utilizado para manipular
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ovQcitos durante a vitrificacdo e aquecimento,dminposta por TCM-199 tamponado com
HEPES- (Gibco) suplementado com 20% de SFB. Patefecacdo, os grupos de ovacitos (3-
5) foram lavados trés vezes em solucao de equil@amstituido por 7,5% de etileno glicol e
7,5% de dimetilsulfoxido (DMSO) dissolvido em SMorp9 minutos. Os ovécitos foram
transferidos para uma solugéo de vitrificacdo castgpae 15% de etileno glicol, 15% de
DMSO e 0,5 M de Sacarose em SM, onde foram incubadoante 45-60 segundos. Em
seguida, os ovocitos foram colocados na hastetdécaicdo em conjuntos de 3-5, sob um
estereomicroscopio (Nikon- SMZ 650). Antes de fitteicdo, a maior parte da solugéo, que foi
transferida junto aos ovdcitos foi removida, e @gaimma fina camada (<0,1 pL) permaneceu
cobrindo os ovdcitos. Subsequentemente, hasteniiliatamente imersa em Nquido. O
aquecimento foi realizado imediatamente apds a#&igfio, mergulhando a extremidade da
haste em uma gota de SM suplementado com 1 M deosag pré-aquecida a 37 °C, durante 1
min. Os ovacitos foram entdo transferidos para satacdo de 0,5 M de Sacarose, em meio
SM, durante 3 minutos. Finalmente, os ovécitosrmfoeapostos ao meio manutencdo (SM). Em
seguida, os ovocitos foram colocados nas placesltieo para serem submetidos a fecundacgéao

in vitro.

4.9 Avaliacdo da maturacao

Para a avaliacdo da maturacdo, CCOs aspiradosu2P4 horas apos a
administracdo de GnRH foram desnudados e fixadopglo menos 48 h com é&lcool acético
(1: 3). No dia da avaliacao, estes ovacitos foralnaadas sobre uma lamina, coberta com uma
laminula e coradas com 1% lacmoide em 45% de aciéiiico glacial. O estagio de maturacao
de cada ovdcito foi determinado utilizando micrgsaale contraste de fase. Ovécitos foram
classificados da seguinte forma: imaturo - ndo ateg a metafase Il ou maturados — com a

presenca de placa metafasica.

4.10 Mensuracgéo dos embrifes e contagem do numer® cklulas

Apo6s a fecundagdo in vitro, os provaveis zigdmam cultivados até D8,

quando os embrides foram classificados e medidosrpa camera Imagem Motic (Moticam
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® 2.0, Japao). Os embrides com um diametro > 16@onam utilizadas para avaliar o nimero
total de células. Os embrides foram expostos amnt@Hoechst 33342 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) a uma concentracdo de 1 ug/mL durante Butos e foram, subsequentemente,
transferidos para uma lamina e cobertos com uméanidma As laminas foram avaliadas
utilizando um microscopio de epifluorescéncia (Eéigiophot®, Alemanha, filtro de 24) com
um comprimento de onda de 494/518 nm (excitac&udséio), e os nucleos de células foram
contadas (Figura 4.3).

Figura 4.3.Embrido em D8, maior que 160 um, corado com Hoe&334, para contagem do nimero total de
células, com coloracdo em azul, indicando o ntctdolar.

4.11 Espectrometria de massa lipidio MALDI-TOF

4.11.1 Preparacao de amostra

Ovocitos maturados a partir dos diferentes mmatdos foram completamente
desnudados das células do cumulus, depois de 3asiBMpostos a uma solugdo de 1% de
hialuronidase. Cada ovdcito foi lavado cinco veamsgotas de metanol/agua pura 1:1 (v/v) e
armazenados na mesma solucao em tubos de micrdfugata -80 °C, até a analise. Apds o
descongelamento, os ovaocitos foram alocados ingiidente em um po¢co MALDI, numa
placa de ago de 96 pocos. Os ovdcitos foram desgali@a secar a temperatura ambiente. Antes
da andlise, 1 pul de &cido 2,5-di-hidroxibenzo6icdZ6 M, DHB) diluido em metanol puro foi
depositado em cada poco, para cobrir 0s ovOcifzera permitir a cristalizacdo. Os ovocitos

foram novamente deixados para secar a temperatiniarate.
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4.11.2 MALDI-TOF

Os espectros obtidos com a espectrometria desamislA\LDI-TOF foram
adquiridos em modo positivo por espectrometro desmaefletida Auto Flex velocidade
MALDI-TOF / TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanh®s dados foram adquiridos em
uma escala entre 600-1200z com 1500 disparos de laser em diferentes regi&ev4citos.

O laser foi aplicado até o momento em que os siimfiam desaparecido na regido de interesse,
devido a dessorcao das amostras. A intensidadesdofbi padronizada a 40%, para a aquisicao
de espectro em todas as amostras. Os espectros terdrados e alinhados utilizando o
software mMass 5.5.0 (Niedermeyer et al., 2012)idds mais intensos apos a deteccdo de
picos correspondentes as distribui¢cdes isotopmasrt considerados para identificar o ponto

de partida equivalente aos ions de lipideos. Gtikize um total de 10-15 ovécitos por grupo.

4.11.3 Determinagédo dos fosfolipideo da membraaarpética

Para determinacdo dos fosfolipidios (FL) e ifieatdo das fosfatidilcolina
(PC) e esfingomielina (SM), os valores d®z foram obtidos e comparados com o0s
recentemente descrito na literatura (Ferreira.e2@09; Apparicio et al., 2012; Sudano et al.,
2012). Um banco de dados on-line (www.lipidmap9.fogtambém utilizado para ajudar na
determinacao de lipideos.

4.12 Anélises estatistica

Todos os dados foram analisados por meio davaddt Statistical Analysis
System (SAS, 1999). Para avaliacdo do estado deagéb do ovicito no pré-experimento, 0s
dados foram analisados pelo teste do Qui-quadcado,nivel de significancia de 5%. Dados
da populacdo, tamanho e vascularizacao foliculamekro de blastocisto e numero total de
células ndo apresentaram uma distribuicdo normalafto, os tratamentos foram comparados
pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de sigdificia de 5%. Para o desenvolvimento
embrionério em D2, D7 e D8 e para as taxas de@zlog D8, as variaveis foram analisadas
utilizando o procedimento GENMOD do pacote esiatisEAS v.9.2. O modelo utilizado

incluiu os tratamentos experimentais como o prada@feito. Todas as diferencas emparelhadas
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foram analisadas utilizando LSMEANS com base em imiggéncia do Qui-quadrado como
um teste de comparagado, com o nivel de significéaei5%.

Para analisar os dados MALDI-TOF, uma analiseaaponentes principais
(APC) foi realizada pela primeira vez usando o pdomento PRINCOMP no pacote estatistico
SAS. Cargas e escores foram plotadas em gréaficos 2D. Finalmente, as intensidades dos
ions mais dispersos e sua média relativa foram amdps com ANOVA e de Tukey para a

comparacao de medias, a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados
O principal objetivo deste estudo foi avaliaros®citos bovino maturados in
vivo, supostamente de melhor qualidade, resistireelhor a criopreservacéo. Portanto, foram
comparados ovocitos maturados in vivo e in vitrotidns a partir de ovarios de animais
superestimuladas ou ndo. Foram usados ovécitodogbtie ovarios de abatedouro como

controle experimental.

5.1.1 Pré-experimento: Determinacdo do momento liggaa a obtencdo de ovocitos

maturados in vivo.

Apos a coloracdo com lacmoide, uma percentageis) etevada (P <0,05) dos
ovocitos maturados (Mll) foi observado quando dfibos foram aspirados 24 horas (85%; n
= 31) apos a administracdo de GnRH, em comparam@oagueles aspirados apos 20 horas
(31%; n = 34).

5.1.2 Contagem do numero total e vascularizacaoulalr no momento da OPU e
recuperacao ovocitaria para os diferentes tratamant

Inicialmente, foram comparadas as quantidaddsl®rilos para ser aspirados
nos ovarios, no momento da OPU, nos diferentesntr@ntos. De acordo com a Tabela 4.1, ndo
foram observadas diferencas na populacao folicd@anomento da OPU (P> 0,05). No entanto,
quando o diametro folicular foi considerado, o gruMA apresentou 0 maior numero de
foliculos <6 mm (P <0,05). A populacao de foliumm diametro > 6 mm foi semelhante
(P> 0,05) entre FSH e MIl e menor no grupo IMA (FO%).
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Tabela 4.1.Numero total (N), média do numero total e desvidrga (+ D.P.) de foliculos por
fémea, média de foliculos por didmetro, em um td&lnove repeticdes, em animais nao
superstimulados (IMA), superestimuladas (FSH) tdeas superovuladas que receberam um
indutor da ovulagao (Mll).

Numero de foliculos Diametro Folicular
puncionados <6 mm >6mm
Tratamentos
TOtal 7 . 7 . 7 .
Média (xSD) Média (xSD) Médias (£SD)

IMA 852 20,2 (+11,5% 19,7 (x11,8 0,6 (+0,8%
FSH 914 22,8 (x11,7) 2,1 (3,59 20,7 (12,1
MiII 1013 22,5 (£15,0) - 22,5 (15,13

a.byalores com letras diferentes nas mesmas coludiasaim resultados diferentes, segundo o teste dekEru
Wallis (P < 0,05).

Também foi avaliado o nivel de vascularizagdofalcculo em todos os
tratamentos antes da OPU. No grupo de animais odimham recebido superestimulacéo
(IMA), a maioria dos foliculos mostraram ausénatavdscularizacédo (P <0,05) e o numero
médio de foliculos com o fluxo de sangue intensonfenor (P <0,05) do que nos outros grupos.
O grupo em gue os animais receberam apenas FSH teamr numero (P <0,05) dos foliculos
com vascularizagdo moderada, enquanto aquelesegabaram FSH e GnRH (Mll) teve o
maior numero (P <0,05) de foliculos com vasculg@pantensa (Tabela 4.2).

No que diz respeito a viabilidade dos CCOs re@gus (Tabela 4.3), o grupo
de FSH (n = 444) tinha uma percentagem mais elefRd®,05) de CCOs viaveis (P <0,05)
em comparac¢ao com os grupos MIl (n = 658) e IMA @833), que nao diferiram entre si (P>
0,05). No entanto, quando se avaliam os ovocitgaveis, o grupo Mll teve o menor (P <0,05)
percentagem de ovdcitos degenerados, enquantmguaitros grupos, a maioria dos ovocitos

nao viaveis (P <0,05) tinha degenerado.
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Tabela 4.2.Numero total (N), média e desvio padrao (+ DPjadieulos por fémea, apds nove
repeticdes. Avaliados e classificados pelo Colopfider, como tendo, vasculariza¢do intensa,
moderada ou ausente nos ovarios de fémeas naoestiperadas (IMA), de fémeas
superovuladas (FSH) e de fémeas superovuladaggeiearam um indutor da ovulacao (Mll).

Numero de foliculos Vascularizacao sanguinea folicular
avaliados pelo Dopller Intenso Moderado Ausente
Grupos
Total ' ' . .
Média (xDP) Média (xDP) Média (xDP) Média (xDP)
IMA 1016 24,1(+10,0 0,3 (+0,8% 6,7 (+3,6) 17,1 (£7,73
FSH 1098 27,4(x12,4) 4,1 (x4,2y 16,7 (+8,5) 6,6(+4,8%
Ml 1341 29,8(x17,0% 16,7 (x12,) 11,9 (8,79 1,1 (+1,8)

abey/alores com letras diferentes nas mesmas coludasaim resultados diferentes, segundo o teste dekKku
Wallis (P < 0,05).

Table 4.3.Numero total (N) e porcentagem (%) de ovécitoseige ndo viaveis recuperados
por OPU, depois de nove repeticdes, a partir deas/de fémeas ndo superestimuladas (IMA),
de fémeas superestimuladas (FSH) e de fémeas stiperdadas, que receberam o indutor de
ovulagéo (MIl).

Ovécitos nao viaveis

Grupos Total Viaveis Total* Degenerados/
N N (%) N (%) Inviaveis**N (%)
IMA 433 235 (54,3 198 (45,7 155 (78,3)
FSH 444 337 (75,9) 107 (24,19 99 (92,5
MIl 658 438 (66,6) 220 (33,4) 63 (28,6)

abcyalores com letras diferentes nas mesmas colurtisaim resultados diferentes, segundo o teste de Qui
quadrado (P < 0,05).

* Porcentagem calculada sobre o total de ovoc#éosperados;

** Porcentagem calculada sobre o total de ovocifis viaveis.

5.1.3 Desenvolvimento embrionério e qualidade dastobcistos, depois da vitrificacdo e

aguecimento dos ovocitos

A resisténcia dos ovacitos de diferentes sistedeavaturacdo para vitrificagédo
/aquecimento foi avaliada pelo desenvolvimento reanfrio (Tabela 4.4). Embora a taxa de
clivagem tenha sido maior no grupo CONT-VIT (P &),® desenvolvimento em D7 e D8 foi
semelhante (P>0,05) entre todos os grupos vitd@sainferiores (P<0,05) a todos os grupos
frescos. Em contrapartida, a taxa de eclosédo npdd® os grupos de FSH-Vit e MII-Vit foi
semelhante (P>0,05) ao grupo CONT Fresco. As tderaslivagem foram semelhantes em
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todos os grupos frescos (P>0,05) e maior do questod grupos vitrificados (P<0,05). No
entanto, o sistema de maturacao afetou a prodgBtastocistos no D7 e D8, com uma maior
taxa de blastocistos (P <0,05) nos grupos FSH €R#H0,05), do que para CONT e IMA. Uma
analise posterior revelou que entre os ovocitaxt®, o grupo CONT teve a menor (P<0,05)
taxa de eclosdo no D8 e o grupo MIl e FSH as maitaveas (P<0,05).

No D8, todos os embrides foram medidos, e aquelesum diametro superior
a 160 um tiveram o seu numero total de célulasadaist Devido as baixas taxas de
desenvolvimento embrionario em todos os grupogigéddos, ndo havia numero suficiente de
embrides para realizar uma analise estatisticaudlidpde embrionaria entre os ovacitos
frescos, avaliada pelo tamanho do embrido e nutotabde células, foi semelhante para todos
os tratamentos. A Unica diferenca observada foiacpuembrides do grupo MIl apresentaram

um numero de células maior (P <0,05) do que embddegrupo CONT (Tabela 4.5.
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Tabela 4.4.Desenvolvimento de blastocistos a partir de ovechibl, apds a vitrificacdo e
aquecimento. Os ovocitos foram obtidos a partiodé&rios de abatedouro (CONT) ou pela
OPU, pela puncéo de ovarios de fémeas ndo supeuntastias (IMA), fémeas superestimuladas
(FSH) e fémeas superestimuladas que receberamdutorda ovulagdo (Mll).

Blastocistos

Total

Groupos Clivados D2 Blastocistos D7 Blstocistos D8 Eclodidos em D8*

N N(% + DP) N(% + DP) N(% + DP) N(% + DP)
CONT 136 110 (79,4410, 52 (37,948,5) 52 (37,948,5) 13 (9,046,19
IMA 97 78 (82,2+12,0) 48 (50,6+14,4) 49 (51,4+13,9) 19 (19,6+13,8)
FSH 128 111 (86,3+103) 73 (58,8+16,19 75 (60+15,5) 24 (20,7+14,9%
Mil 212 176 (83,6+£14,8) 132 (62,4+17,5) 133 (62,7+£17,2) 77 (38,9123,
CONT VIT 101 25 (25,7+5,6) 3(2,8+3,53) 4 (3,614,8) 2 (1,8+3,2
IMA VIT 92 15 (16,4+7,2) 3 (2,914,0) 3 (2,9+4,0) 3(2,848,19
FSHVIT 111 18 (14,518,92) 4 (4,34£7,2) 4 (4,317,2) 1 (3,6)°
MII VIT 139 19 (14,318,9) 5 (3,617,2F 6(4,5+7,2) 5(3,5+ 2,1¥

abedy/zlores com letras diferentes nas mesmas coludésim resultados diferentes, segundo o teste dskkku

Wallis (P < 0,05).

" Embriées eclodidos em D8, porcentagem expressa solimero total de ovdcitos.
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Tabela 4.5.Média e desvio padréo (DP) do tamanho (um) dosiéetem D8 e namero total
de células dos blastocistos > que 160 um, derivddosvocitos de diferentes condi¢des de
maturacao: ovocitos obtidos por puncéo de ovaeahatedouro (CONT) ou por OPU, a partir
de ovarios de nao fémeas superestimuladas (IMA)e&& superestimuladas (FSH) e fémeas
superestimuladas que tinham recebido um indutovdi&cao (Mll).

. . ) Blastocistos > 160pum
Blastocistos Diametro dos Blastocistos

Grupos

N um (+SD) " Numero Total de Células
Média (zDP)
CONT 42 188 (+36,63 39 160 (49,0
IMA a7 201 (£34,5) 37 167 (40,5
FSH 67 197 (#32,3 61 192 (+45,6¥
MII 113 211 (+40,2) 100 194 (£24,8)

abcdy/glores com letras diferentes nas mesmas coludésain resultados diferentes, segundo o teste dekkiu
Wallis (P < 0,05),

CONT= ovécitos de ovarios de abatedouro e maturadaisro; IMA= ovdcitos obtidos por OPU fémeas nao
superestimuladas e maturados in vitro; FSH= ovéatitidos por OPU fémeas superestimuladas e matunad
vitro; MII= ovdcitos obtidos por OPU de fémeas s@stimuladas que receberam um indutor de ovulagéo e
maturados in vivo.

*Representa 0os embrides 0s quais foram possivass éacontagem do nimero total células, porquenalgu
embriBes foram perdidos durante a coloracéo.

5.1.4 Determinacao do perfil de fosfolipideos denfm@ana plasmaticas, em ovocitos
oriundos dos diferentes sistemas de maturacao.

Os dados do perfil de fosfolipidio de cada owajiés a analise de componentes
principais (ACP) foram representadas num grafico(RiDura 4.4). Esta analise foi capaz de
explicar 65% da variacdo dos dados, mas néo fazcdp descrever as diferencas entre os
tratamentos. Para melhorar as analises, os dadis fepresentados numa ACP 3D, que foi
capaz de explicar 73% da variacao (Figura 4.5n#lise de ACP, identificou aglomerados de
alguns ions de 640,6, 760,6 e 782/ como sendo os mais dispersos (P <0,05). A arddise
variancia, indicou que apenas o conjunto de ionsntsidade de 760,61/z, foi mais
abundante (P <0,05) em ovécitos do grupo FSH, enpacacdo com ovoécitos do grupo Mil.
De acordo com os dados publicados anteriormenteeffaeet al., 2010), o cluster intensidade
760,6m/zcorresponde a uma fosfatidilcolina [PC (34: 1) +HFigura 4.6).
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Figura 4.4- APC 2D para os dados de MALDI-TOF de Unico otaick) CONT indica o perfil lipidico de
ovécitos maturados in vitro, depois da puncéo deios de abatedouro (n = 12); IMA- ovdcitos obtigos
OPU de fémeas néo superestimuladas (n = 13) e fiBtdionados de fémeas superestimuladas (n = 13).
Também o perfil de ovécitos maturados in vivo, adsi por OPU de fémeas superestimuladas e que raoebe
um indutor da ovulag&o (Mll, n = 10). b) indicaioas responséaveis pela diferenga encontrada: 782064. Os
componentes principais 2D foram capazes de expti€&% da variabilidade dos dados.
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Figura 4.5- APC 3D para os dados de MALDI-TOF de Unico ovaaifovermelho (n = 12), azul (n = 13), rosa
(n = 13) e amarelo escuro (n = 10) indica o redokado APC 3D do perfil lipidico para ovécitos nratios in
vitro imaturos e em recuperados de ovarios de dbate (CONT), obtido por OPU de fémeas néo
superestimuladas (IMA) e a partir de fémeas supiereladas (FSH) e de ovécitos maturados in vivesapBU
de fémeas superovuladas que receberam um indutvuticdo (MII), respectivamente; b) indica os pipais
fons apontados pelo APC: 782,6, 760,4 e 640,6 éayam responséveis pela maior variabilidade evdre
tratamentos. O APC 3D foi capaz de explicar > 72 atiabilidade entre os dados.
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Figura 4.6- Espectros ilustrativos, adquiridos de um Unico @edmaturado em diferentes sistemas, apés
MALDI-TOF, no modo de ions positivo. A intensidaalgresentada é relativa a maxima obtida: (A) ovéd®

ovarios de abatedouro maturados in vitro (CONT;I2¥ (B) ovocitos recuperados por OPU de fémeas na

superestimuladas e maturados in vitro (IMA; n = 18) ovdcitos recuperados por OPU de fémeas
superestimuladas e maturados in vitro (FSH; n =1(®)) ovocitos maturados in vivo (Mll; n = 10).
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5.2 Discussao

Quando os resultados obtidos a partir da vitriiwade ovocitos humanos e
bovinos sdo comparados (Kuwayama et al., 2005), emeame discrepancia nas taxas de
sobrevivéncia e na viabilidade entre estas duadcespsao observadas (Zhou et al., 2010;
Chang et al., 2013). Um dos fatores que pode donfeior crioresisténcia ao ovocito de
humano é o sistema no qual este € maturado. Emnusmas ovarios sao superstimulados, e
0s ovocitos maturados in vivo sdo recuperados g Chang et al., 2008; Chang et al.,
2013). Em contrapartida a maturagdo de ovocitognbey ocorre in vitro, as fémeas ndo sao
submetidas a um tratamento hormonal (Guerreirb,e2@L4).

Baseado nestas observacfes, a nossa hipotegeefa@vocitos maturados in
vivo, que teoricamente sdao de melhor qualidadewoayécitos maturados in vitro, seriam
mais resistentes a criopreservacdo e este sisteydarip resultar num aumento do
desenvolvimento embrionario apds o aquecimentouwnfiacao e cultivo in vitro.

Visto que a maioria dos sistemas de maturac&vo para ovocitos bovinos
relatados foram desenvolvidos p&ws taurugRizos et al., 2002; Mamo et al., 2011; Coyral-
Castel et al., 2012), foi necessario confirmar sseg protocolos também seriam capazes de
produzir um ovécito em metéafase Il (MIl) em anim@s indicusUm experimento prévio foi
conduzido para determinar qual seria 0 melhor méongara realizar a OPU, se as 20 ou 24
horas apds o0 GnRH. Com base nos resultados désegperimento, definimos que o momento
ideal para se recuperar ovocitos maturados in @eoa as 24 horas apos a administracao de
GnRH.

Independentemente do tratamento utilizado, o nuehefoliculos presentes nos
ovarios, no momento da OPU foi de aproximadameme a2 que esta de acordo com
observacdes publicadas em raBas indicugSilva-Santos et al., 2014). A diferenca entre os
animais que foram ou nao foram superestimuladask®irhfoi evidente, quando se considera
o tamanho dos foliculos visiveis. Animais supergtados apresentaram maior percentagem
de foliculos maiores do que 6 mm de diametro, empewacdo com animais nao
superestimuladas. No entanto, o numero de folicidbsimilar entre os dois grupos. Este
resultado estd em desacordo com os dados repogadB#ondinet al (2002), onde as fémeas
da raca Holandesa apresentaram aumento do diaenatrmero folicular apos a estimulacao
com FSH. Essas diferencas na populacao folicutapsésivelmente devido a particularidades

de cada subespécie, como 0 nosso estudo foi malitdizando animais da raca NeloBoé
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taurus indicu} que tém uma populagéo folicular maior em com@apm racaBos Taurus
(Batista et al., 2014).

A hipotese de que a maior vascularizacdo de samgudoliculo indica
proximidade da ovulacdo (Matsui et al., 2009),téstado quando fizemos o ultrassom dos
ovarios momentos antes a OPU utilizando o ColordbmpA maioria dos foliculos presentes
em animais que receberam GnRH (grupo MIl) mostrarastularizacdo intensa de sangue,
enquanto que no grupo apenas superovulados (FSidgiaia dos foliculos apresentaram
vascularizacdo moderada. Nos animais ndo estinail@gtapo IMA), a vascularizacdo de
sangue no foliculo estava ausente. Esta informpgée ser utilizada como uma ferramenta
para indicar os foliculos que estdo mais proxinesvllacao e dessa forma assegurar que 0s
ovocitos maturados in vivo podem ser recuperadaandm os foliculos maiores, com
vascularizacéo intensa de sangue sao aspirados.

Inesperadamente, a percentagem de ovdcitos viaweiggrupo MIl foi
semelhante ao que foi observado para o grupo IMAehanto, deve notar-se que no grupo
MII, apenas os ovocitos que foram consideradas amatorados in vivo foram classificados
como viaveis. O método mais preciso para classifseaum ovocito esta maturo € pela
visualizacdo da extruséo do primeiro corpo polareNtanto, em ovocitos bovinos, isso exigiria
a remocao completa das células cumulus (Mamo ,e2@l1), o que requer mais tempo de
manipulacéo e este procedimento poderia afetaakdlidade destes ovdcitos (Taylor et al.,
2008). Portanto, para evitar qualquer dano, optgmosiao remover as células do cumulus, e
para garantir que nds so utilizariamos ovaécitogersae maturados, sé consideramos os CCOs
com células cumulus expandidas /ou a presenca mpaiszmulo polar visivel. Assim, alguns
ovocitos viaveis podem ter sido excluidos.

Em seguida, avaliamos o desenvolvimento embriordiovocitos maturados
nos diferentes sistemas, vitrificados ou ndo. Coardrole para nosso sistema de producéo de
embrides, outro grupo foi incluido, este constibudieé ovocitos obtidos a partir de ovarios de
abatedouro e maturados in vitro. Corroborando @sultados descritos na literatura, observou-
se que as taxas de blastocistos foram maiore®pacios obtidos de fémeas superestimuladas
(Blondin et al., 2002; Rizos et al., 2002), em camagao com aqueles puncionados das fémeas
ndo estimuladas ou a partir de ovarios de abated@g embrides do grupo CONT tinham
nameros de células mais baixos comparado aos essbdid® grupo MIl. Estas observacdes
podem estar relacionadas com a maior heterogereitaanimais abatidos, onde a alimentacao

e a idade ndo puderam ser controladas. Tambémaaléaeclosdo em D8, um parametro de
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qualidade, foi menor em blastocistos produzidoaréirpde ovarios de abatedouro do que os
obtidos a partir de OPU, refletindo o efeito do@t@na qualidade final dos embrides.

O desenvolvimento ao estagio de blastocisto es&ol foram maiores em
ovocitos que haviam sido expostos ao FSH (FSH ¢ &fifl relacdo aqueles que néo foram
expostos (CONT e IMA). De acordo com Rizos et200Q), Dieleman et al. (2002) e van de
Leemput et al. (1999), a maturagéo in vivo € odgatendard” para a maturacédo de ovocitos,
sendo o sistema ideal para a producéo de ovoatgsiaidade superior, em comparacao com
sistemas de maturacdo in vitro. Apesar desses osstutdio encontramos diferencas no
desenvolvimento de embribes, porcentagem de eclogdaumero total de células, em
blastocistos D8, em ovécitos maturados in vivoggrivill) comparados a ovdcitos maturados
in vitro, provenientes de novilhas superestimula@mapo FSH). Em relacdo aos ovoécitos
imaturos que devem ser maturados in vitro, Blonglinal. (2002) demonstraram que a
superestimulacdo com FSH pode aumentar a qualidiesl®vocitos, resultando em melhor
desenvolvimento do embrido. Tem sido proposto duente a fase de dominancia folicular
em um ovario ndo estimuladado com horménios, odtdidominante vai suprimir a aquisicao
da capacidade de desenvolvimento dos CCO incluso$oticulos subordinados (Hagemann,
1999). A perda da dominancia quando se lanca masugartimulacdo pode aumentar a
competéncia de desenvolvimento dos CCOs de tod@ioglos antrais. Nosso trabalho é o
primeiro estudo a usar animd@®s indicuspara comparar no mesmo experimento diferentes
sistemas de maturacdo. Os nossos resultados sugeeesmadministracdo de GnRH induz um
aumento repentino de LH, e este ambiente folickilaecessario para desencadear a retomada
da meiose pelos CCOs, levando a completa matucicgdasmatica e nuclear, resultando em
ovOcitos competentes e capazes de suportar a fegme desenvolvimento embrionario apés
a FIV (Blondin et al., 2002; Humblot et al., 2005).

Embora esperava-se que ovoécitos maturados in  vivostrariam
desenvolvimento embrionario superior ao daqueletunados in vitro, os resultados nao
mostraram exatamente o esperado. Isso porquerarditena qualidade do ovécito foi muito
clara entre os grupos que foram expostos (FSH gdvifio expostos (IMA e CONT) ao FSH,
e essas duas populacdes foram essenciais paraatastsa hipotese principal que ovocitos de
melhor qualidade seriam mais resistente a vitghcédaguecimento. Nossos resultados
mostraram que a melhoria da qualidade do ovécitoredultou no aumento da resisténcia a
criopreservacdo. O desenvolvimento embrionario decitos bovinos vitrificados néo foi
superior a 5%, mesmo para aqueles derivados dézéesdn vivo. No entanto, estes resultados

estdo de acordo com outros relatos (Vieira e2@02; Zhou et al., 2010; Spricigo et al., 2012).
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Os melhores resultados foram publicados por Zhau €010), com 10% de desenvolvimento
de blastocisto ap0s a vitrificacdo de ovocitos bosi Nosso grupo ja havia descrito taxas de
desenvolvimento semelhantes as observadas no fgestado (Spricigo et al., 2012). Apesar
de ambos os estudos terem sido realizados utilizamdetodologia Cryotop, esta discrepancia
pode ser devido a diferentes subespécies de aniilzadas.

O ovdcito € uma célula com peculiaridades emsacteano armazenamento de
triglicerideos e composicéo fosfolipidica que podseempenhar papéis importantes em sua
resisténcia a vitrificacao / aguecimento (Men gt28106; Sudano et al., 2011; Chankitisakul et
al., 2013). Devido a importancia da fluidez da meanh plasmética para a resisténcia a
criopreservacéao, Zeron et al. (2002), Honetthl (2006) e nosso grupo (Spricigo et al., 2012)
investigaram metodologias para alterar a composigdmembrana plasmatica. Sudano et al.
(2012) demonstraram que a composicao de fosfobgide membrana pode ser modificado,
dependendo da composicdo dos meios de cultura owes®rido é produzido in vivo ou in
vitro. Devido a estes achados, o presente estualoéia teve como objetivo determinar se o
sistema de maturacéo afeta a composicao fosfalgpith membrana de ovoécitos bovinos pela
analise de MALDI-TOF. Apesar da diferenca obsenamsionalmente na fosfatidilcolina [PC
(34: 1) + HJ entre ovécitos dos grupos MIl e FSH, o sistemmdtiracao nao alterou o perfil
de fosfolipideos de ovdcitos de fémeas Nelore. Bst@ion ja foram relatadas diferencas de
expressao dependendo da subespécie e/ou origentiogeiabrides foram analisados (Sudano
et al., 2012). Este é menos abundante em Nelogpe@m Simental e menos abundante em
embrides produzidos vivo comparados aos in vitste [EL tem uma grande cadeia de carbono
e apenas uma instauracdo, estas duas caracteristicderem maior rigidez a MP,
consequentemente menor permeabilidade celular ®ur@nprocesso de criopreservagao
(Ferreira et al., 2010). No entanto, nao foi passterrelacionar as alteracdes detectadas em
ovocitos com a sua origem, nem com a sua capacaadesenvolvimento embrionario apos
criopreservacao. Portanto, é possivel que o sistém#oi capaz alterar a fluidez da membrana
de forma eficiente ou talvez a mudanga na MP n@oaerincipal responsavel pelos danos

causados aos ovocitos durante a vitrificacao ecameato.
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6 CONCLUSOES

Os resultados mostraram que, apesar do sistemmatliracao in vivo produzir
ovQcito altamente competentese alterar a compoBpjdaca da membrana plasmética quando
comparado a ovoécitos maturados in vitro de aninsaigerestimulados, esse sistema nao

aumentou o desenvolvimento embrionario, apos #dicdicdo de ovocitos bovinos.
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1 RESUMO

Embora a transferéncia intrafolicular de ovocifdb-Ol) ter sido relatada para
ovocitos maturados in vitro, a producdo de um geangmero de embrides sem a necessidade
de horménios ou qualquer instalacdo de laboraté8dopode ser obtida se forem utilizados
ovoécitos imaturos. Tivemos como objetivo (i) avala viabilidade da TIFOI utilizando
ovocitos imaturos (IFIOT) e (ii) comparar o desdavonento embrionario de ovoécitos imaturos
frescos e vitrificados. Primeiro, 6 injecbes foraealizadas utilizando ovdcitos imaturos
obtidos pelaovum pick ugOPU) de animais da raca Gir. A taxa de recuper&gi@l foi de
26%, 39% dos quais eram embrides viaveis. Apdarsfieréncia do embrido (n = 11), foram
obtidas 4 prenhes. No segundo experimento, metzl€QCs de ovarios de abatedouro foram
vitrificados por cryotop. Distribuidos em quatraugos: 1) COCs imaturos frescos (Vitro-
Cont); 2) vitrificados COCs imaturos (Vitro-VIT)pm ambos os grupos 1 e 2 sendo maturados,
fecundados e cultivados in vitro; 3) COCs imatdrescos submetidos a TIFOI (Vivo-Cont);

e 4) vitrificados COCs imaturos submetidos a TIP@Vo-Vit). Os COCs (n = 25) nos grupos
Vit-Vivo Cont-Vivo ou foram injetados em foliculodominantes (> 10 mm) de novilhas
sincronizadas, que foram submetidas a inseminatifioial e lavagem uterina, 7 dias depois.
As taxas de recuperacédo foram maiores (P <0,08)@ant (52,1%) do que para Vit (18,0%).
O desenvolvimento embrionario também foi maior péted (42%) e Vivo (32%) do que para
0s grupos vitrificados (Vitro = 6%; Vivo = 13%). e o primeiro relato que embrides viaveis
e prenhezes foram produzidos apés TIFOI. Embordiurea melhora no desenvolvimento
embrionério foi obtida utilizando ovocitos vitriidos, a técnica de TIFOI pode ser uma opc¢éo
para a producao de embrides de bovino.

Palavras chaves: bovino, ovocito, vitrificacdo, oracao in vivo.
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2 ABSTRACT

Although intra-follicular oocyte transfer (IFOTas been reported using in vitro
matured oocytes, production of large numbers ofrgasbwithout requiring any hormones or
any lab facility can are only possible if immatuwecytes are used. We aimed to (i) evaluate
the viability of IFOT using immature oocytes (IFIDTand (i) compare the embryo
development of fresh and vitrified immature oocytesng IFIOT. First, 6 IFIOTs were
performed using immature oocytes obtained by ovick pp (OPU). The total recovery rate
was 26%, 39% of which were viable embryos. Aftebgyo transfer (n=11), 4 pregnancies
were obtained. Second, COCs from slaughterhouseesveere vitrified by cryotop. Four
groups were used: 1) fresh immature COCs (Vitro#f @) vitrified immature COCs (Vitro-
Vit), with both groups 1 and 2 being matured ,ifiegd and cultured in vitro; 3) fresh immature
COCs submitted to IFIOT (Vivo-Cont); and 4) vitatl immature COCs submitted to IFIOT
(Vivo-Vit). COCs (n=25) from the Cont-Vivo or VitiWo groups were injected into dominant
follicles (>10 mm) of synchronized heifers, whiclkne submitted to artificial insemination and
uterine flushing 7 days later. The recovery ratesevhigher (P<0.05) for Cont (52.1%) than
for Vit (18.0%). Blastocyst yield was also higher Vitro (42%) and Vivo (32%) controls than
for the vitrified groups (Vitro=6%; Vivo=13%). This the first report that viable embryos and
pregnancies were produced after IFIOT. Althouglimmarovement in embryo development has
been obtained using vitrified oocytes, the IFIOdht@que may be an option for bovine embryo

production.

Key words: follicular injection; in vivo; in vitroblastocyst.
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3 INTRODUCAO

A capacidade de preservar gametas femininosgrocedimento essencial para
as técnicas de reproducao assistida (TRAS), jgpqesibilita disponibilizar os gametas para
serem utilizados no momento e condicdo mais opostuAlém disso, essa técnica tem um
grande impacto na formacao de bancos de germoplasiioade animais de produgcéo como de
conservacao e na preservacao da fertilidade hu(famayama et al., 2005; Zhou et al., 2010).

Até o momento, a capacidade de ovdcitos criegpvasios de serem fecundados
e de apresentarem desenvolvimento embrionario &tisfetdria na maioria dos animais
domeésticos. Esta alta sensibilidade dos ovocitsgariopreservacao pode ser explicada pelas
suas caracteristicas morfolégicas e funcionaisagniais como o tamanho da célula, o volume
de agua, a organizacao do citoplasma e do citekgtqyVieira et al., 2002; Men et al., 2005;
Horvath et al., 2006; Morato et al., 2008a; b; Asdparuthy et al., 2009; Chamayou et al.,
2011; Shirazi et al., 2012). Portanto, os ovocikospreservados sofrem graves danos
morfologicos e funcionais, especialmente nos ars@mesticos, devido ao alto teor de lipidos
no citoplasma e a composicéo de fosfolipidos de lonana (Mcevoy et al., 2000).

Na ultima década, muitos esforcos tém sido feitmsentido de aumentar a
eficiéncia de vitrificacdo de ovocitos de animaisnésticos (Vieira et al., 2002; Kuwayama et
al., 2005). Ja foram testadoso uso de agenteslizstdbres para o citoesqueleto (Morato et al.,
2008c), de antioxidantes (Dalvit et al., 2005)adentes lipoliticos (Men et al., 2006; Moawad
et al., 2013) e de modificadores da membrana demdlaca (PM) (Horvath et al., 2006;
Spricigo et al., 2012), entretanto nenhuma melbmaificativa tem sido obtida.

O ovocito € a maior célula em mamiferos e, ptotan muito afetado pela
criopreservacéao, pois durante esse processo axsuted de agua organizam-se e formam
cristais de gelo, ocasionando muitas lesdes pa@ua (Leibo, 2008). Mesmo durante a
vitrificacdo, em que ndo ocorre a formacdo detaisgle gelo, as trocas de fluidos entre os
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meio intra e extracelulares induzem a instabilidda@enembrana plasmatica (Horvath et al.,
2006).

Apesar de nao haver diferenca no diametro dositmgdde bovinos e humanos
(Van Den Hurk et al., 2005) a producdo de embri@&gsartir de ovocitos vitrificados é
significativamente diferente entre essas duas esgpedEnquanto em humanos as taxas de
embrides sdo semelhante as obtidas a partir datowdoescos, e estdo em média de 50%
(Chang et al., 2008), em bovinos essas nao ulsapa$0% (Zhou et al., 2010; Spricigo et al.,
2014; Arcarons et al., 2015; Spricigo et al., 201B3¥tas observac¢des indicam que o tamanho
celular pode nado ser o problema mais critico tdigvacdo de ovocitos. Estudos em nosso
laboratério testaram a hipotese de que o0 ambiamte a maturacao ocorre € um importante
fator para a qualidade do ovdcito e, consequentenestaria envolvido na alta sensibilidade
dos ovacitos de bovino a vitrificacdo. No entamfeando ovocitos maturados in vivo foram
vitrificados, nenhuma melhora na producéo de btasttus foi observada (Spricigo et al., 2015).

E sabido que o sistema in vitro induz varias ratt@es morfologicas e
bioquimicas, tais como o acumulo de lipidos (Sudztrad., 2011), mudancgas no consumo de
O. (Gaspar et al., 2015) e alteragbes na expressécag@achado et al., 2013). Além da
propria condicdo ambiental que ja é totalmentdicdi, varias moléculas especificas que séo
produzidas no trato reprodutivo da vaca e que edgenciais para o embrido, também estao
ausentes no sistema de producdo in vitro. Portaatam sistema inteiramente in vivo, que &
a condicao ideal, fosse utilizado para a produgiendbrides a partir de ovdcitos vitrificados
talvez, taxas mais elevadas pudessem ser obtidas.

Uma opcao para fornecer condi¢des in vivo paravdcitos vitrificados seria
recolocar-los no trato reprodutivo feminino logma o0 aquecimento, de forma que todas as
demais etapas ocorressem no organismo maternopdskoser realizado pela transferéncia
intrafolicular de ovaocitos imaturos (TIFOI), proposela primeira vez por (Fleming A.D.,
1985). Esta técnica consiste na injecao de ovdieitagiros em foliculos pré-ovulatorios, desta
forma os ovdcitos eriam maturados, fecundados apdseminacao artificial, e cultivados no
trato reprodutivo da fémea até a fase de blastyasiando esses seriam recuperados no D7
por lavagem uterina.

Hinrichs & DiGiorgio e foram os primeiros a realizainjeccédo em equinos de
ovacitos, apos perfurar a parede do foliculo comaateter (Hinrichs et al., 1991). Depois
disso, a técnica foi aperfeicoada e uma guia dassibm transvaginal foi utilizada para realizar
a injeccdo em equinos (Goudet et al., 1997), bav{Bergfelt et al., 1998) e até mesmo em

seres humanos (Werner-Von Der Burg et al., 199B8gsAr de ser uma técnica desenvolvida
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no século passado, apenas recentemente, o prillestocisto, prenhez e nascimento de
produto vivo e e saudavel foram relatados, ap@gegédo de ovocitos maturados in vitro no
foliculo pré-ovulatério de uma receptora sincrodez@kassens et al., 2015). Entretanto, até o
momento, ndo ha relato de blastocisto bovino reauies por lavado uterino no D7, apés
injecdo intrafolicular de ovécitos imaturos (TIF®@LU vitrificados.
Nesse estudo é testada a hipétese de que maistevivo utilizando a TIFOI

afetaria positivamente o ovocito, mesmo depois ildficacdo e aquecimento. Para tal,
comparou-se a quantidade e qualidade de embridesizidos a partir de ovécitos imaturos

vitrificados ou ndo, no sistema in vitro e no&isa in vivo utilizando a TIFOI
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4 MATERIAL E METODOS

Salvo quando especificado, todos os reagentasmfadquiridos junto a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os dispositivos deyotop foram adquiridos junto a Dibimed-
Suprimentos Bioquimicos (S.L Valencia, Espanha).

4.1 Delineamento experimental

Em primeiro lugar, um pré-experimento foi realizpdoa verificar a viabilidade
da utilizacdo de ovadcitos imaturos para a transt@aéintrafolicular. Foi realizada OPU uma
vez por semana, durante trés semanas, em 5 vacagad&ir (Bos taurus indicus). Os COCs
recuperados com citoplasma intactos e pelo mermsnadas de células de cumulus, foram
entdo usados para TIFOI (n = 10-22), em que naviMeore (Bos taurus indicus) foram as
receptoras, para injecdo dos ovocitos. Sémen danmdsuro Gir foi utilizado para
inseminacao artificial apos TIFOI. A recuperacés Htastocistos por lavagem uterina no dia
7, ap6s a TIFOI. Os embrides viaveis recuperadamarfamediatamente transferidos para
novilhas Nelore sincronizadas (D7 do ciclo), e a®npezes foram avaliadas por
ultrassonografia, 60 dias apés a transferéncia.

Para a avaliacdo da técnica de TIFOI para ow®eitaficados, um total de 40
novilhas da raca Nelor8¢s taurus indicysde aproximadamente 2 anos de idade, com escore
corporal semelhante foram utilizadas para o exparimm As novilhas foram mantidas em
pastagem dBrachiaria sp e suplementadas com silagem de milho e aduiditum Para cada
réplica, 5 novilhas foram previamente sincronizadds dia da TIFOI as receptoras foram
examinadas e apenas aquelas que apresentam untof@lié ovulatério com um diametro
10 mm e vascularizacdo intermediaria, foram usa@&30s recuperados de ovarios de

abatedouro foram selecionados e distribuidos ermapbg: 1) ovdcitos imaturos frescos (Cont-
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vitro); 2) ovécitos imaturos vitrificados / aquegi{Vit-Vitro), ambos (1 e 2) foram maturados,
fecundados e cultivados in vitro; 3) ovdcitos immasufrescos submetidos a TIFOI (Cont-Vivo),

e 4) ovocitos imaturos vitrificados / aquecido selidos a TIFOI (Vit-Vivo). No D7 apos a
Al, os embrides produzidos in vivo pela TIFOI foreecuperados por lavagem uterina e foram
avaliados e comparados quanto a morfologia com bkeusblogos produzidos in vitro.
Blastocistos expandidos de todos os grupos foratpecorados para avaliagdo do nimero
total de células, numero de celular apoptoticaz@a entre estes dois parametros (Figura 5.1).
Para avaliar se a injecao folicular afetaria o Glmfado apds a ovulacdo, momentos antes da

coleta, o CL foi examinado com a ajuda de um wdtasColor Doppler.

Producao In Vitro (PIV

1- VitroCont Miv FIV civ Embries
'ﬂ‘ .5
A (b] - 1- Nimero total de células
¥ i‘ 2- VitroVit
= UL 4 = (1:.’
aspiracao i
’& o »
Fa®
P; @
e 0 G
Selegio de ovécitos o = 2- Células apoptoéticas
4-‘V|voV|t (TUNEL)

- % Guia de OPU com Injecéo de ovécitos GnRH Lavagem uterine
T sistema de injecao (3) frescos ou (4) vitrificados +1A.

Figura 5.1. Representacdo da sequéncia do experimento: aigpide odcitos e selecdo; b) ovécitos frescos
ou vitrificados seguindo na producéo in vitro, teswdo em blastocistos no D7; ¢) ovdcitos fresans o
vitrificados seguindo para a producéo in vivo (TI@esultando em blastocistos em D7 e d) microscop
fluorescente para avaliacdo dos blastocistos expascdquanto ao niumero total de células (Hoechséineero
de céluals em apoptose (TUNEL), para os quatroagr@igitroCont, VitroVit, VivoCont e VivoVit).

4.2 Obtencgéo de ovocitos de abatedouro

Os ovarios (Bos indicus) foram coletados imedignte apos o abate e
transportadas para o laboratorio em solugéo s@lia@l a 0,9%) suplementado com penicilina
G (100 Ul/mL) e sulfato de estreptomicina (100 gJnaL35 ° C. Os complexos cumulus
ovocitos (CCOs) foram aspirados de foliculos de&mam de diametro com uma agulha de
calibre 18G e transferidos para um tubo conico Slenl.. Os CCOs foram recuperados e

selecionados em meio de manutencéo, consistindo-T@€Mamponado com HEPES (Gibco
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BRL, Burlington, ON, Canada) suplementado com 1@%ato fetal bovino [SFB (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA)]. Somente CCOs com citoplasnmadgeneo e, pelo menos, trés camadas
de células de cumulus foram usadas para os expaameApos selecdo, os ovocitos foram

submetidos a maturacao in vitro.

4.3 Maturacao in vitro

Os CCOs selecionados foram lavados e transfeadogrupos de 25-30 para
uma gota de 200 mL de meio de maturacéo, sob éladidone e incubadas durante 22 h a 39
°C em atmosfera de 5% de &@m ar. O meio de maturacdo consistiu de TCM -199
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado corfolde SFB), 0.01 Ul/mL de FSH, 0,1
mg/mL de L-glutamina e antibioticos (amicacina,7® ong/mL).

4.4 Fecundacéao e cultivo in vitro

Apo6s a maturacdo, os CCOs (grupos de 25 a 3@nforansferidos para uma
gota de 200 mL de meio de fecundacéo. Foi utilizzmla a fecundacdo sémen congelado de
um touro Nelore, previamente testado em nosso dédxiw. Espermatozoides moéveis foram
obtidos pelo método de Percoll (Machado et al.92@0Xoram adicionados as gotas contendo
CCOs a uma concentracio final de 1 ® @§permatozoides mL O meio de fecundacéo
utilizado foi TALP (Parrish et al., 1995) suplemaai com penicilamina (2 mM), hipotaurina
(1 mM), epinefrina (250 mM) e heparina (10 ug/mL-@¥ espermatozoides e ovocitos foram
co-incubadas durante 18 h a 39 °C com 5% dg €@ ar. O dia da FIV foi considerado dia O.
Depois da co-incubacéo, os zigotos (n = 25-30nfidevados e transferidos para gotas de 200
uL de SOFaaci (Holm et al., 1999) suplementado 20fd mM de mio-inositol e 5% de SFB
e cultivados a 39 °C e 5% de &@m ar, durante 8 dias. O desenvolvimento embrifidi

avaliado no dia 2 pos-inseminacéo (pi) para agéwae no Dia 7 (pi) para a taxa de blastocisto.

4.5 Sincronizacgao do ciclo estral e transferénciatrafolicular de ovocitos imaturos
(TIFOI)
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Com a intencéo de ter um foliculo pré-ovulatoriodie da TIFOI, as novilhas
foram submetidas a um protocolo de sincronizacdesti®. O protocolo teve inicio com a
insercdo de um implante intravaginal de progeste(Bnimer® Tecnopec, Sao Paulo, Brasil)
associada a aplicacdo de 2 mg de benzoato deiekfnrad RIC-BE ®, Brasil) ]. Apos 8 dias,
0S animais receberam uma injecdo de 2 mL (im) dstpglandina R2 [0,150 mg de d-
cloprostenol (ARSA Prolise® SRL, Argentina], juntamte com a remoc¢éo do implante de
progesterona, e no dia seguinte 1 mg de benzoatstddiol (im). A injecdo dos ovocitos no
foliculo pré-ovulatorio foi realizada 52-58 horgma a remocéo da progesterona e cerca de 4 -
6 horas apds o inicio do estro. A TIFOI foi reai@asomente em novilhas em que um foliculo
pré-ovulatorio superior a 10 mm foi detectado.

Para a injecao intrafolicular foi usada uma ¢raasvaginal (WTA, Brasil), que
contém uma probe convexa de ultrassom de 7,5 MHakéA Japdo). A guia transvaginal
continha um mandril montado em um sistema fechtaddo em uma extremidade uma seringa
de insulina e uma agulha (G 27) na outra extreneiddddos os 25 CCOs foram alocados
dentro da agulha, juntamente com um volume de 6@eufluido folicular. Em seguida, todo o
sistema foi preenchido com PBS e a guia foi posaiia no fundo de saco vaginal, no mesmo
lado do ovario contendo o foliculo dominante. Alagdoi entdo “empurrada” através do fundo
de saco vaginal, perfurando também a parede dmfoliUma vez possivel a visualizacéo da
agulha no antro folicular, os 60 pL de fluido foliar contendo CCOs foi injetado no foliculo.
Logo apo6s a TIFOI, 1 mL de um analogo da GnRH (@e&t, Tecnhopec, Sdo Paulo, Brasil)
foi administrada, para auxiliar na inducao da ogéita

A inseminacéo artificial foi realizada na sequénatilizando uma Unica dose
de sémen descongelado, de um touro Nelore previanpgavada, sendo o mesmo sémen

utilizado para os ovécitos submetidos a fecundatc&ro.

4.6 Avaliacdo do diametro e vascularizacao folicutacom o Color Doppler

Em todos os tratamentos, os ovarios foram awaiathediatamente antes do
procedimento de TIFOI. Foi utilizado para a avd@a ultrassonografia com Collour Doppler
com uma sonda linear de 7,5 MHz. A vascularizagéclassificada de acordo com Matsui et
al. (2009) em: 1- vascularizacdo ausente, quanddonam observadas imagens coloridas em
torno do foliculo; 2- vascularizagéo inicial, quan@0 a 40% do foliculo estava colorido; 3-

vascularizacéo intermédia, quando 41 a 60% doulali estava colorido; 4- vascularizagcéo
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intensa, quando 61 a 80% do foliculo a estrutsit@ve colorida e 5- vascularizagcdo completa,
guando 81 a 100% do foliculo estava colorido .

4.7 Lavagem uterina e recuperacdo embrionaria

Sete dias ap6s a TIFOI de ovadcitos fresco otfigdados, as novilhas foram
submetidas a lavagem uterina usando uma sondaleg (®o. 18, Rusch, EUA) fixada no
corpo uterino. Os embrides foram recuperados pekgem do utero utilizando 1000 mL de
PBS. O liquido contendo os embrides foi filtrado @ma malha de &0n. Os embrides foram
avaliados em estereomicroscopio e classificadasalelo com o estagio de desenvolvimento.
O numero total de estruturas recuperadas foi ragiste classificadas em: (1) ndo-fecundados:
ovocitos néo clivados ou (2) fecundados: estrutqreess chegaram ao estagio de mérula ou

blastocisto e aqueles que apresentavam clivagemesin

4.8 Vitrificacdo e aquecimento

A vitrificac&o de ovacitos foi realizada como déscanteriormente (Kuwayama
et al., 2005) com pequenas modificacdes. A solugimanutencéao (SM), que foi utilizado
para manipular ovicitos e durante a vitrificac@meecimento, foi composta por - TCM-199
tamponado com HEPES (Gibco) suplementado com 208tBePara a vitrificagao, os grupos
de ovocitos (3-5) foram primeiro lavados trés verngsa solucdo de equilibrio constituido por
7,5% de etileno glicol e 7,5% de dimetilsulfoxidaMSO) dissolvido em SM, por 9 minutos.
Os ovacitos foram transferidos para uma solugcaeitdécacdo composta de 15% de etileno
glicol, 15% de DMSO e 0,5 M de Sacarose em SM. (odeEm incubados durante 45-60
segundos. Em seguida, os ovécitos foram colocaddwste de vitrificacdo em conjuntos de
3-5, sob um estereomicroscopio (Nikon- SMZ 650)teAnde vitrificacdo, a maior parte da
solucao, que foi transferida junto aos ovocitogéonovida, e apenas uma fina camada (<0,1
ul) permaneceu cobrindo os ovdcitos. Subsequentenehaste foi imediatamente imersa em
N> liquido. O aquecimento foi realizado imediatameap®s vitrificacdo, mergulhando a
extremidade da haste em uma gota de SM suplemecdadd M de sacarose, pré-aquecida a
37 °C, durante 1 min. Os ovocitos foram entdo feaios para uma solucdo de 0,5 M de

Sacarose, em meio SM, durante 3 minutos. Finalmestevocitos foram expostos ao meio
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manutencdo (SM). Em seguida, metade dos ovécitusseguiu para maturacao in vitro e a
outra metade seguiu para TIFOI.

4.9Contagem do numero total de células (Hoechst 33342)imero total e razao de células

apoptoticas (Terminal deoxinucleotidil transferasedUTP nick end labeling [TUNEL])

Para determinar o numero total de células e niiraepropor¢céo de ceélulas
apoptoticas, embrides expandidos em D7 foram ceradon Hoechst 33342 e TUNEL
respectivamente. De forma resumida, os blastodistam lavados em PBS suplementado com
1 mg / mL polivinilpirrolidona (PBS- PVP antes deaicdo em paraformaldeido a 4%, durante
1 hora. Todos os passos de incubacdo ocorrerampgetatura ambiente, em camara escura,
salvo quando especificado. Os blastocistos forathoemcubados em 0,5% de Triton-X,
durante 60 minutos. Subsequentemente, controleBvpss(desnaturagédo de DNA artificial,
TUNEL e coloracdo Hoechst 33342) e controlos negat{desnaturacdo de DNA artificial,
coloracdo Hoechst) foram incubadas com 50 U/mL dasb | (Roche, Vilvoorde, Bélgica)
durante 1 hora. Blastocistos (exceto 0os controtasativos) foram entdo corados com uma
mistura de TUNEL-marcacdo com enzima, durante 60utos a 37 °C, logo ap6s com
coloracdo Hoechst 33342, durante 10 minutos. Fieale) os blastocistos foram lavados em
PBS-PVP, montadas em laminas de vidro e observaiis um microscopio de
epifluorescéncia. Para cada blastocisto, foranrmétados o niumero total de células (nacleos
azuis, Hoechst 33342) e o numero total de célypaptéticas (nucleos verdes, TUNEL). A
proporcao de células apoptoticas foi definida canpercentagem de células apoptoticas sobre

namero total de células (Figura 5.2).

Figura 5.2.1magens ilustrativa da contagem do numero totaiélidas, avaliado pela coloracdo com Hoechst
(A) e contagem de células apoptéticas, apéds cdorpelo Tunel (B).
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4.10 Analise estatistica

Todos os dados foram analisados por meio do sat\8satistical Analysis
System (SAS, 1999). As porcentagens de clivagetiliZacéo e desenvolvimento embrionario
foram comparadas pelo teste de Kruskall-Wallis (R%). Os parametros foliculares, numero
total de células, total de células apoptoticas zAaaentre os dois, foram calculados por
ANOVA, e o teste Tukey’s foi usado para comparat@®meédias (P < 0.05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Resultados

5.1.1 Viabilidade da TIFOI

Sete dias apds TIFOI, 26% de estruturas foram exadps, e 39% destas eram
embrides viaveis. Considerando que em cada lavagernma, uma estrutura era derivada do
foliculo da receptora, a taxa de recuperacdo exduiesta estrutura (sempre a mais
desenvolvida) foi de 21%, e 26% destas estrutueas embrides viaveis (Tabela 5.1). Apos a
transferéncia dos 11 embribes, 4 (36%) prenhezamfobtidas (Tabela 5.2). Apds a lavagem
uterina de uma Unica receptoras, 5 embrides foraouperados (Tabela 5.1); apés a

transferéncia destes embrides para 5 receptor@¥eBprenhezes foram obtidas (Tabela 5.2).

5.1.2 Taxas de recuperacdo de estruturas apds &®ITtle ovdcitos imaturos frescos ou
vitrificados

Como apresentado na Tabela 5.3, o tamanho ealaazacao dos foliculos que
receberam os ovacitos foram semelhantes (P>0,0&)guabos os grupos. Por conseguinte, 0
CL formado ap6s a ovulacao foi também semelhani®,(B) entre eles.
No entanto, a taxa de recuperacdo do grupo vadbcfoi inferior (P<0,05) a taxa
observada para o grupo fresco.
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Tabela 5.1. Namero (N) ode ovdcitos injetados (D0), numero cgcentagem de
estruturas recuperadas (D7), estagio de desenwaitim dos embrides recuperados,

recuperacao total e porcentagem de recuperacaosdegaexclusdo do ovocito incluso no

foliculo da receptora, em cada injecao.

Numero Recuperacéo (D7) Recuperagéo total (D7) Extra (D7)
Ref_e Fé”‘jia fje. Estruturas Embrides* Estruturas Embrides**
da injecdo ovocitos NF Dg Mc Bi Bl Bx
(DO) N (%) n (%) n (%) n (%)
1 22 2 1 3 (13.6) 1 (33.3) 2 (9. 0 (0.0
2 22 1 5 1 7 (31.8) 1 (14.3) 6 (27.3) 0 (0.0
3 10 1 2 3 (30.0) 3 (100.0) 2 (20.0) 2 (66.7)
4 10 0 (0.0 0 (0.0 0 (0.0 0 (0.0
5 22 6 1 7 (31.8) 1 (14.3) 6 (27.3) 0 (0.0
6 22 3 5 8 (36.4) 5 (62.5) 7 (31.8) 4 (50.0)
Total 108 3 14 1 2 0 8 28 (25.9) 11 (39.3) 23 (21.3) 6 (26.1)

* A taxa total recuperado embrionéria foi calculadae a proporgéo de embrides totais sobre o totabttaturas recuperadas.
** A taxa de recuperacdo de embrifes foi registegimo a propor¢éo do total de embribes (extras)esohtotal das estruturas (extras)
recuperadas. Para a apresentagdo dos dados, uaarastembrido foi excluido ap6s cada lavageminge
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Tabela 5.2.Estagio de desenvolvimento e classificacdo emérianDiagnostico de gestacao
com 60 dias apos a transferéncia dos embrides il
Referéncia Embrido Prenhes
da injecdo (qualidade) 60 dias
1 Bi (2) -

Bx (1) -
Bx (1) -
Bx (1) -
Mc (1) +
Bx (1) -
Bx (1) +
Bx (1) +
Bx (1) +
Bx (1) -
Bi (2) -

Transferéncia

© 00 N o o b~ W N B
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o
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Tabela 5.3.Média * desvio padréado didametro e da irrigacéo folicular no dia da ¢faréncia
folicular de ovacitos imaturos (TIFOI) em DO e dwmo Iuteo em D7 e, recuperacao total de
estruturas e de embrides em D7, apds a TIFOI camitog frescos ou vitrificados.

) Ovacitos Foliculo no DO Corpo Lateo em D7 Recuperagdo em D7
Repeticdes
Grupos N injetados “piametro (mm)  Irrigacao Diametro (mm)  Irrigacdo Estrutura Blastocistos*
N médiat DP.  médiat DP. médiat DP  médiatDP.  N(%<DP.) N(%2S.D.)
Frescos 11 240 12,6+0,9 1,6+0,6 19,0+1,9 4,8+0,4 125(52,1+23,9) 39(31,2+18,P
Vitrificados 9 200 13,1+0,6 1,6+0,5 19,5+2,2 4,8+0,3 36(18,0+16,0)  6(13,9+43, 7™

ab) etras diferentes indicam diferengas na mesmanadfiepois do teste de ANOVA e teste Tukey (0.05).

"Taxa de recuperacgéo de blastocistos calculada esmras estruturas recuperadas em D7.

5.1.3 Desenvolvimento embrionario a partir de otasibovinos frescos ou vitrificados,

produzidos in vitro ou in vivo pela TIFOI

A producdo de embrides para os grupos que fordymetidos a TIFOI foi
calculada considerando o total de estruturas readps, apos a lavagem uterina. A clivagem
foi maior no grupo Vivo-Cont (P <0,05), independsnénte do sistema de producdo de
embrides (Tabela 5.4). Embora uma taxa de clivagais elevada foi observada no sistema in

vitro em comparac¢ao com in vivo para ovocitos foesgquando os ovacitos vitrificados foram
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avaliados as taxas de clivagem nao diferiram (FB}@Btre os sistemas in vitro e TIFOI (Tabela
5.4). O desenvolvimento de blastocisto em D7 fasreevado nos grupos frescos (Vivo Cont
e Vitro Cont) em relacdo a todos os grupos viadies (P< 0,05) A velocidade de
desenvolvimento dos embrides dos grupos Vivo-Caovitre-Cont foi semelhante (P> 0,05),
ja que a percentagem de embrides em estagio dedids expandido no D7 nao diferiu entre
eles. Quando os grupos vitrificados foram compaadivo Vit apresentou uma maior taxa de
blastocisto expandido (P <0,05).

Tabela 5.4. Avaliacdo do desenvolvimento embrionario, a padr ovocitos frescos ou
vitrificados e submetidos ao sistema in vivo ouiiro, expressos em namero (N), porcentagem
+ desvio padréo (%= DP), da clivagem em D2, blastos total e blastocistos expandidos (D7).

Clivados . Blastocistos
Blastocistos D7 _
Grupos N (D2 ou D7) expandidos em D7
N (%=DP) N (%=DP) N (%=DP)
Vitro-Cont 190 154 (81,0+6,8) 80 (42,1+14,%) 57 (71,2+16,0)
Vitro-Vit 173 30 (17,3+6,2 11 (6,3+4,4) 4 (36,3+45,19
Vivo-Cont 125 82 (65,6+26,6) 39 (31,2+18,"A 31 (79,4+25,9)
Vivo-Vit 36 14 (38,9+38,9Y 5(13,9+43,9  3(60,0+48,9P

abe | etras diferentes indicam diferencas na mesmaneadiepois do teste de Kruskall-Wallg< 0.05).

5.1.4 Contagem do numero total de células, numerocélulas apoptéticas e a razdo

total/apoptéticas.

Como demonstrado na Tabela 5.5, apesar da meodeéadesenvolvimento observada
para os grupos vitrificados, nenhuma diferenca (doi encontrada entre todos os grupos,

guanto ao numero total de células, nimero de cehgaptoticas e razao (total/apoptoticas).
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Tabela 5.5.Avaliacdo da qualidade dos blastocistos expandid@¥, produzidos a partir de
ovacitos frescos ou vitrificados e submetidos atesia in vivo ou in vitro. Expressa quanto
ao numero  desvio padrédo (N £ DP) de célulassaaipoptoticas. Além, da porcentagem de
células apoptoticas (%).

Blastocistos Ndamero de Células Células
Grupos Expandidos (Bx) Total Apoptoticas apoptoticas
N N+DP N+DP (%)
Vitro-Cont 47 135,0+17,2 4,9+2.9 3,60%
Vitro-Vit 4 135,3+6,8 3,8+2,6 2,80%
Vivo-Cont 23 135,1+11,1 4,942 4 3,60%
Vivo-Vit 2 126,5+9,5 6,5+0,5 5,10%

5.2 Discussao

Apesar da sua importancia, a criopreservacao deitog@inda é ineficiente na
maioria das espécies de animais domeésticos, taie csuinos (Somfai et al., 2014; Dai et al.,
2015), ovinos (Ebrahimi et al., 2012; Ariu et 2014), e bovinos (Zhou et al., 2013; Spricigo
et al., 2014; Arcarons et al., 2015). Porém, ndsnas décadas tem se buscado varias
alternativas para compensar os danos causadosvipdiaacdo e melhorar os resultados
obtidos com essa técnica. Na tentativa de propiciaambiente fisiologicamente “ideal” para
0s ovocitos submetidos a vitrificacdo, neste expemio foi estabelecido um sistema de
producado in vivo de embrides, apods a injecdo deitms imaturos, em um foliculo preé-
ovulatorio. Este modelo de producéo in vivo, fesaéo por Kassens et al. (2015), e baseia-se
na injecdo de ovocitos maturados em foliculos prdavdrios de receptoras sincronizadas, que
posteriormente sdo submetidas a Al e a lavagennatérdias apos. Estes autores foram os
primeiros a relatar a producdo de blastocistodagés e nascimento de bezerros saudaveis,
apos a transferéncia intrafolicular de ovocitosuraatos.

Diferente de Kassens et al. (2015), o nosso objdti realizar a injecédo de
ovacitos imaturos. Apesar desse procedimento jgiderrealizado em bovinos (Bergfelt et al.,
1998), ainda nao ha relatos de producéo de blagte@m D7, usando fémeas Bos indicus ou
Bos taurus. Ja que no estudo de Bergfelt (1998)niwides foram coletados, ap0s o abate das

fémeas em D3. Assim, no pré-experimento utilizaB@Cs obtidos por OPU. Os resultados
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revelaram que, embora a recuperacgao de estruttr&¥/doi baixa, em 5 de 6 novilhas mais
do que uma estrutura foi recuperada. Se considergu® uma dessas estruturas era oriunda
da receptora, pelo menos, 2 estruturas adiciooesfrecuperadas. Este fato sugere que estas
estruturas eram resultantes dos COCs injetadoshdrane importante destacar que, para 5 das
6 novilhas, pelo menos, um embrido grau | foi recago. Resumindo, 11 embrides de grau |
e Il foram transferidos para receptoras, e 60 diegg®is, 4 gestacdes foram detectadas. Como
apresentado na tabela 5.2, trés prenhezes forainzidas apds a transferéncia de embrides,
obtidas a partir de uma Unica novilha. Sabemosg@amalises genotipicas devem ser realizadas
para garantir que as gestacdes resultaram de exslgigdivados da TIFOI. No entanto, é muito
incomum para uma fémea bovina ovular trés foliculkssim, os resultados sugerem que o
sistema funciona para ovoécitos imaturos e, porfaptderia ser usado para ovocitos
vitrificados. Considerando uma ovulacdo simpleqresente estudo representa o primeiro
relato de prenhez usando ovécitos imaturos par®ITIF

Seguindo o experimento, quando comparadas a Tdé@lovdcitos frescos ou
vitrificados, para o grupo fresco, o total de dsiras recuperadas apés a lavagem foi de 52,1%.
Apesar de néo ter sido realizada a subtracdo doitoviacluso no foliculo no momento da
injecdo, a taxa de recuperacao foi maior do qugbés observados por Kassens et al. (2015).
Uma possivel explicacdo seria que diferente daw66itos (Kassens et al., 2015), neste estudo
foram injetados apenas 25 ovdécitos em cada foliptdeovulatério, facilitando a captura dos
CCOs pelas fimbrias do oviduto no momento da o@dagEntretanto, a recuperacao de
ovocitos imaturos apoés vitrificacdo (18%) foi memtwr que de a observada para ovoécitos
frescos. E possivel que a vitrificagdo no estagiv@ tenha afetado as células do cumulus, de
tal forma que a expansao foi comprometida. Comgparesdo das CC facilita a captagéo do
ovocito pelo epitélio ciliar das células do infumab (Russell et al., 2006) se esse processo
estiver afetado pode afetar a captacdo e com issoudr a taxa de recuperacao.

N&o sé a quantidade de estruturas recuperadasaap&sOl foi maior para
ovQcitos frescos em comparacdo aos vitrificados também, a porcentagem de embrifes
viaveis. Estes resultados podem ser explicados,fpt de que os danos causados durante a
vitrificacéo e aquecimento, sao tdo severos qugnédem ser minimizados mesmo quando 0s
ovocitos sédo maturados dentro do foliculo.

A clivagem e o desenvolvimento embrionario paracded frescos (81% e 42%) e
vitrificados (17% e 6%) nos grupos in vitro, estioacordo com a literatura (Spricigo et al.,
2012; Spricigo et al., 2014; Spricigo et al., 20Pgra os grupos maturados in vivo Vivo-Cont

ou Vivo-Vit, a clivagem em D2 n&o pode ser mensayada vez em que as estruturas foram
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recuperadas em D7, depois da IA. Desta forma, fa@miderados clivados os zigotos que nos
grupos in vivo apresentassem clivagens iniciasu(2nais células) ou estagios tardios e que
pararam o seu desenvolvimento e aqueles em esl&gi@stocistos no momento da coleta, em
D7. A clivagem e desenvolvimento embrionario pareoMCont (65 e 31%) foi maior do que
para Vivo-Vit (38 e 14%). Os dados mostram que stesia proposto ndo aumentou o
desenvolvimento embrionario a partir de ovécitesdos ou vitrificados, quando comparado
com 0s grupos produzidos in vitro.

N&do s6 o desenvolvimento do blastocisto foi camb@ mas também a
qualidade dos blastocistos em D7. A qualidade dori@m in vivo € influenciada pelo estado
uterino (Roberts et al., 2015). Em D7 o utero tenestar sobre a influéncia da progesterona,
produzida por um corpo lateo saudavel. Assim, mdaseantes da coleta por lavagem uterina,
escaneados os ovarios com o Color Doppler, ma$ondm observadas diferencas, quanto ao
didmetro ou vascularizagdo do CL, parametros ois goadiziam com padrdes fisioldgicos.

A técnica mais eficiente para avaliar s a qualidadbrionaria seria a transferéncia para
receptora, para a aviacao de gestao e nascimento geoduto. Porém, devido as dificuldades
e altos custos de manutencéo de receptoras, nfodsivel realizar esse tipo de analise. Como
parametro de avaliagdo da qualidade, foi utilizaddmero total de células (Hoechst) e o total
de células apoptoticas (TUNEL), além da razao essres dois indicativos. Entretanto, nao foi
detectada diferenca nesses parametros quandodméstoexpandidos de D7 dos diferentes
tratamentos foram analisados. Desde que Zhao 1), demonstraram que o sistema in
vitro aumenta a producao de EROs e que a vitrficagduz a apoptose (Rocha-Frigoni et al.,
2014), esperavamos que a qualidade do embrido zdudin vivo pela TIFOI seria melhor do
gue embrides produzidos in vitro, mesmo depoisittdicados, porém foram de qualidade

semelhantes.



143

6 CONCLUSOES

Esta € a primeira vez que a técnica de injecedmdditos imaturos de bovinos
resultou em blastocistos viaveis em D7 e em preabs 60 dias. Embora, ovécitos vitrificados,
ndo resultaram em melhores resultados de desemeitdo embrionario, os resultados
demonstram que € possivel utilizar a técnica, pgyeoducdo de embrides. Esta técnica abre
uma ampla gama de possibilidades para programaei®ramento. Além, de ser um sistema
interessante para a pesquisa, pois permite a pgodieggum elevado nimero de embriées num
sistema totalmente in vivo, sem quaisquer estindimlalgotmonal ou a necessidades de
instalacBes laboratoriais. Juntos, estes dadosesugpie este procedimento "simples e barato”

deve representar a nova geracao da multiplicac@ontbeides bovinos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A necessidade de aumentar a produtividade dos hheba@ de conservar a
variabilidade e a diversidade genética animal, lt@suem um esforco internacional pelo
desenvolvimento de biotecnologias capazes de acetermultiplicacédo e possibilitar o
armazenamento de gametas e embrides. Neste coraextopreservacao de sémen, embrides
e ovocitos tornaram-se alvos de pesquisas, emsdisvemiversidades e centros de pesquisa ao

redor do mundo.

Considerando o avanco ja obtido na eficiéncia ag@servacéo para sémen e
embrides, o0 objetivo do nosso trabalho foi aumemtficiéncia da criopreservacéo de ovocitos
em bovinos que ainda permanece com resultadossiiasatios. A preservacdo do gameta
feminino é importante ndo s6 em programas de ceac&p, mas também em programas de
melhoramento animal. Além, de ser importante feertan terapéutica, pois, possibilita a
manutencdo da fertilidade da fémea, mesmo apdéseayee problemas de infertilidade
adquirida.

Baseados em estudos prévios, identificamos que estrpontos criticos da
criopreservacado do ovocito bovino estdo: o alte tgadico, a composicdo de membrana
plasmatica, o volume celular, a fonte do ovocim gréprio sistema in vitro de producdo de
embrides. Tomando por base estas caracteristicapugemos: (1) alterar a membrana
plasmatica do ovécito imaturo, para assim dimimmgirdanos osmoticos causados durante a
criopreservacéao; (2) utilizar substancias delipidarne antioxidantes durante a MIV, para
diminuir o teor de acidos graxos e aumentar a paoteontra a peroxidacdo, para a conservacao
de ovécitos maturados; (3) adaptar um sistema derat#io in vivo, para avaliar se a fonte de
ovacitos, maturados in vivo ou in vitro, influengéana sua crioresisténcia e (4) usar um sistema

de maturacédo, fecundacéo e cultivo in vivo, pakzigs imaturos, apos a vitrificacao.
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Quando utilizamos a beta-metil-ciclodextrina patar carrear colesterol para
a membrana celular, e deixa-la mais fluida, obseogaum aumento do niumero de ovécitos
imaturos vitrificados que chegaram a metafasgtisa MIV, reduzindo a taxa de degeneracéao.
Apesar da taxa de blastocisto em D7 ter sido supgsra o grupo de ovocitos expostos a beta-

metil- ciclodextrina antes da vitrificacédo, essetainda permaneceu muito baixa.

Para o proposito seguinte, a suplementacdo do deimaturacdo com L-
Carnitina de forma isolada ou em associacao aodrasel foi capaz de modificar a expressao
génica, aumentar a protecdo a desorganizacao sios fiteidticos causada pela vitrificacao e,

aumentar a taxa de eclosédo dos embrides em D8aaptidicacdo de ovocitos maturados.

Observamos também que o sistema de maturacdoarevoapaz de produzir
ovocitos altamente competentes e também, alteraonaposicéo lipidica da membrana

plasmatica, mas ndo melhora a producdo de emlafiiessa vitrificacdo dos ovaocitos.

Por fim, quando avaliamos o sistema no qual o éuloi produzido, in vivo
ou in vitro, notamos que 0 sistema in vivo proppgimde se tornar mais uma opgao para a
producao de embrides e, que estes tém qualidadeacaneis aos produzidos pelo sistema in
vitro. Contudo, o desenvolvimento embrionario dipde ovocitos imaturos vitrificados, e que
foram maturados, fecundados e cultivados in vieo sémelhante ao sistema in vitro. Esse
achado foi importante, pois percebemos que o av@atino € severamente acometido pela
vitrificacdo, independentemente de sua qualidanle @ sistema ao qual é submetido.

Portanto, apesar dos nossos esfor¢os e das d#erambrdagens para preparar
ovocito para a criopreservacdo, nao obtivemos émito melhorar o desenvolvimento
embrionario a partir de ovocitos vitrificados. Ipgadente da alternativa utilizada, essas ndo
foram suficientes para compensar o severo comphometo causado aos ovocitos durante a

vitrificagcao.

Contudo, baseado nos estudos de coloragdo nuclearlaomoide ou
identificacdo dos fusos e cromossomos por imunaipsimica, observamos que a cromatina
apesar de ser afetada, continua estavel morfologiote, em aproximadamente 50% dos
ovQcitos, apods vitrificacdo. Somando estes achadaxservacdes feitas durante o mestrado,
que mostram a intensa vacuolizacdo citoplasmaticagdesorganizacdo de organelas,
independentemente do estagio em que o ovocitorgetidp a vitrificagdo. Acreditamos que o

citoplasma € mais afetado do que o nucleo celular.
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Sendo assim, concluimos que a conservacao do géemetano continua sendo
um desafio. SAo0 necessarias mais pesquisas bdsicasse conhecer melhor a estrutura
bioquimica e fisica do ovdcito bovino, para queadelogias de criopreservacado possam ser
desenvolvidas, especificamente para esta célsjaeitando as peculiaridades da espécie. Outra
opcao, seria lancar mao de técnicas em que someriteleo do ovacito criopreservado fosse
utilizado, como na transferéncia nuclear, para itaplasma fresco. Provavelmente, estas sao
as alternativas restantes, para se buscar melestdtados com a criopreservacao de ovocitos,

em bovinos.



