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Avaliagao da crioinjuria em ovdcitos imaturos ¢ maturados in vitro e producao de embrides a

partir de ovdcitos bovinos vitrificados em open pulled straw (ops) e cryotop.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar as crioinjurias causadas pelo processo de
vitrificagdo utilizando dois diferentes dispositivos de congelamento (OPS e Cryotop) de
ovoécitos bovinos imaturos e maturados in vitro. Um novo protocolo de congelamento foi
testado e avaliado pela capacidade pos-vitrificacdo do ovocito atingir o estagio de metafase II
e produzir embrides in vitro. Os resultados obtidos mostram que ovocitos bovinos imaturos
vitrificados pelo Cryotop apresentam maiores taxas do que os maturados in vitro. Os ovocitos
utilizados foram obtidos de ovarios de vacas mesticas em abatedouros. Os complexos
camulus oophorus (CCO) foram aspirados e selecionados de foliculos entre 2mm e 8mm. Os
CCOs foram colocados em gotas de meio coberto com 6leo mineral e mantidos em estufa de
cultivo a 39°C em atmosfera de 5% de CO2 e 95% de umidade relativa por até 24hs. Os CCOs
selecionados foram aleatoriamente distribuidos nos diferentes grupos. A vitrificagdo foi
realizada conforme protocolo descrito por Vajta et al. (1998), em que se utilizam duas
solugdes de vitrificacdo e uma palheta especial denominada OPS (open pulled straw). E o
processo de vitrificagdo dos ovocitos por Cryotop foi realizada de acordo com um novo
protocolo de vitrificagdo proposto a partir de mudangas testadas na rotina do laboratorio de
biotecnologia da reprodug¢dao da UNB. Apos a vitrificacdo dos ovdcitos, iniciou-se 0 processo
de desvitrificagdo dos ovocitos e a seguir retornaram ao cultivo até completarem 24horas.
Apds a maturagdo, alguns dos ovocitos foram pelo desnudados e fixados em etanol e 4cido
acético por 48h. A seguir foram corados pelo corante lacmoide (SIGMA®). Para
determinagdo do estadio da meiose, os ovocitos foram observados em microscopio de
contraste de fase (Olympus®) em aumento de 1000x. Os ovdcitos foram classificados de
acordo com a configuragdo nuclear em vesicula germinativa (VG), metafase 1 (MI), anafase I
(AD), telofase I (TT) e metafase 11 (MII). Os demais ovdcitos seguiram para a fecundagdo e
cultivo in vitro e os achados do grupo controle positivo (ndo vitrificados), apresentaram maior

taxa de maturidade do que os ovocitos imaturos vitrificados por OPS. Em contrapartida foi



verificado taxas semelhantes de maturidade (MII) entre o controle + e os grupos Cryotop
imaturos ¢ maduros assim como o grupo de CCOs maduros vitrificados por OPS. Quanto a
produgdo embrionaria, Para todas as varidveis estudadas, as taxas para os ovocitos vitrificados
foram significativamente menores do que as do grupo-controle (P<0,05), com excecao do
grupo de ovocitos imaturos vitrificados por cryotop que apresentou taxas semelhantes. Os
ovocitos imaturos vitrificados com o Cryotop (15,1%), quando comparados aos demais
grupos de ovocitos vitrificados, apresentaram as maiores taxas embriondrias. Os ovdcitos
vitrificados com Cryotop apresentaram maiores taxas de clivagem e blastocisto quando
comparado ao método OPS. Os resultados deste estudo mostraram a superioridade do
dispositivo Cryotop para vitrificacdo de ovocitos bovinos imaturos com o novo protocolo
proposto em relagdo a produgdo in vitro de embrides bovinos. Indicando que a combinagao
dos crioprotetores, os tempos de equilibrio ou até mesmo os procedimentos de vitrificagdo
realizados foram mais eficazes na preservagdo da integridade dos ovocitos do que os ja
descritos na literatura, os quais ndo encontraram tal eficiéncia na produgdo de embrides a
partir de ovdcitos bovinos imaturos e maturados in vitro vitrificados com uso dos mesmos

crioprotetores e hastes.

Palavras-chave: Bovino, Embrido, Vitrificagdo, Open Pulled Straw, Cryotop.



Evaluation of the cryoinjury in immature and in vitro matured oocytes, by embryo production

from bovine oocytes vitrified with open pulled straw (OPS) and Cryotop.

ABSTRACT

The aim of this study, was to evaluate the cryoinjuries caused by the vitrification
process using two different freezing devices (Cryotop and OPS) of immature and in vitro
matured bovine oocytes. A new freezing protocol was tested and evaluated by the ability of
the oocyte after vitrification to reach the metaphase II stage and produce in vitro embryos.
The results showed that immature bovine oocytes vitrified by Cryotop have higher rates than
those matured in vitro. The oocytes used were obtained from ovaries of crossbred cows in
slaughterhouses. The camulus oophorus (CCO) were aspirated and selected of follicles from
2mm to 8mm. CCOs were placed on drops of 200ul of medium covered with mineral oil and
maintained in an incubator at 39 °© C in 5% of CO2 and 95% of relative humidity for up to
24h. The CCOs selected were randomly distributed into different groups. Vitrification
protocol was performed as described by Vajta et al. (1998), which were used two vitrification
solutions and a special pick called OPS (open pulled straw). The oocytes vitrification process
by Cryotop was performed according to a new vitrification protocol proposed by changes
tested in the routine of reproductive biotechnology lab at UNB. After oocyte vitrification, the
process of devitrification of oocytes was done and then returned to culture until they reached
24 hours. After maturation, some oocytes were denuded and fixed in ethanol and acetic acid
for 48 hours. The sections were stained by lacmdide (SIGMA ®). To determine the stage of
meiosis, the oocytes were observed by phase-contrast microscope (Olympus ®) increased by
1000x.The oocytes were classified according to the nuclear configuration of germinal vesicle
(GV), metaphase I (MI), anaphase I (Al), telophase I (TI) and metaphase I (MII) . The rest of
oocytes went to fertilization and in vitro culture .The findings of positive control group (non-
vitrified) showed greater maturation than the immature oocytes vitrified by OPS. However
was found similar rates of maturation (MII) between positive control and Cryofop groups
immature and mature as well. The embryo production, of all variables studied, the rates for
vitrified oocytes was significantly lower than the control group (P<0,05), except for the

immature oocytes group vitrified by cryotop which showed similar rates. The immature
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oocytes vitrified with Cryofop (15.1%) when compared to other groups of vitrified oocytes
showed the highest embryonic rates. The vitrified oocytes with Cryotop showed higher rates
of cleavage and blastocyst when compared with the OPS. The results of this study showed the
superiority of Cryotop device for vitrification of immature bovine oocytes with a new
proposed protocol for the production of in vitro bovine embryos. Indicating that the
combination of cryoprotectants, the equilibration times or even the vitrification procedures
performed were more effective in preserving the integrity of the oocyte than those already
described in the literature, that did not found such efficient production of embryos from
immature bovine oocytes in vitro matured and vitrified using the same cryoprotectants and

stems.

Keywords: Bovine, Embryo, Vitritfication, Open Pulled Straw, Cryotop.
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1 INTRODUCAO

A reproducdo tanto humana quanto animal tem passado nos ultimos anos por uma
enorme evolucao, incluindo de forma substancial os avangos das biotécnicas reprodutivas. No
Brasil como em outros paises, ha um constante crescimento de interesse e opinido publica
atenta para a quantidade de novas possibilidades que surgem todos os dias, como técnicas de

reprodugdo assistida.

Neste contexto o Brasil desponta como um pais dvido por novas possibilidades de
crescimento da produgdo animal assim como a multiplicagdo de animais de elevado mérito
genético. Ha alguns anos a pun¢do in vivo de ovdcitos e a produgdo in vitro de embrides
bovinos ¢ desenvolvida em varios laboratorios no pais. Entretanto, um dos grandes entraves
na utilizacdo da produgdo in vitro ¢ a necessidade de vinculacdo de um laboratério de
fecundacdo in vitro proéximo ao local de coleta, ou ainda a constru¢do desta infraestrutura
dentro da propriedade, o que eleva muito os custos da tecnologia, limitando seu uso. Apds
coletado o ovdcito conserva sua eficiéncia por um periodo limitado se ndo for exposto a um
ambiente controlado. A possibilidade de criopreservacdo imediata do ovocito tornaria o
processo mais flexivel e acessivel, dando impulso a mais este recurso da reproducao. Alem
disto, seria possivel a comercializacdo de ovdcitos de fémeas de elevado valor genético,

abrindo-se assim mais um mercado potencial.

Alem do setor de producdo animal, a possibilidade de criopreservar ovocitos ¢
fundamental para a formagao de bancos de material genético. Essa tecnologia ¢ indispensavel
para a conservacdo de ragas e espécies ameacgadas de extingdo, e para que possam ser
trabalhadas e regeneradas, ¢ fundamental que sejam recuperdveis nao somente os
espermatozdides, que hoje sdo criopreservados com sucesso, mas também os ovocitos. A
diversidade genética e as diversas caracteristicas que compdem uma espécie, sO seriam
plenamente reconstituidas com a contribuicdo tanto da fémea quanto do macho. Além do
banco de sémen que ja ¢ uma realidade, ¢ fundamental desenvolver tecnologias para melhor
criopreservar ovocitos e embrides, para tornar a FIV uma técnica de exceléncia. (BRANDAO,

2002)



Pesquisas com a criopreservacao de ovdcitos bovinos tém sido importantes para a
utilizagdo comercial das biotécnicas reprodutivas que visam a selecdo e aprimoramento

genético do rebanho (GALBINSKI et al., 2003).

Viarios estudos cientificos sobre o uso das técnicas de criopreservacao estao sendo
realizados, com o propdsito de formar bancos de gametas femininos que poderdo ser
utilizados em pesquisas ou aplicagdes comerciais. Em condigdes naturais, uma vaca com
elevado valor genético pode gerar seis a oito crias em toda a sua vida. Com a superovulacao
podem ser obtidos até 60 bezerros do mesmo animal num periodo de 12 meses, por meio da
transferéncia dos embrides para fémeas receptoras (barrigas de aluguel). Ja a retirada e
congelamento de ovocitos por vitrificacdo permitem a producdo de até 100 bezerros em um
ano. (MEZZALIRA, 2003). Além da reproducao animal, a criopreservagao de ovocitos tende
a minimizar um dos grandes problemas de reprodugdo assistida em seres humanos que, por
questao ética, ¢ impedida de descartar embrides sobressalentes gerados nos programas de
superovulacdo feminina, cada vez mais utilizado. Isto obriga a manutencdo de grandes
estoques de embrides que se tornaram um problema em diversos laboratorios em todo o

mundo.

Os problemas éticos sdo maiores quando se congela embrides, pois a rigor ja sdo
novos seres humanos que foram formados, devendo ser tratados e respeitados como tal. Os
embrides nao podem ser descartados ou destruidos, o que acarreta em situagdes mais graves

quando abandonados na clinica.

O congelamento de embrides ¢ um procedimento mais complexo, pois exige a
superovulacao da mulher através de medicamentos, a realizacdo da captagcdo dos ovulos e da

fecundacdo in vitro. Os embrides tém ainda de ser cultivados antes de serem congelados.

A partir do primeiro relato do nascimento de animais normais oriundos de ovoécitos
criopreservados de camundongos (WHITTINGHAM, D. G. , LEIBO, S.P. and MAZUR, P.,
1972), diversas outras espécies comegaram a ser testadas. No entanto, a reducdo da
temperatura, em qualquer grau, afeta de forma muito mais drastica o ovocito bovino e outros

animais domésticos, em relagdo ao de outras espécies de mamiferos (ARAV et al., 1996).

Desta forma, novas pesquisas de criobiologia sdo fundamentais para proporcionar

maior sobrevivéncia de ovdcitos e embrides produzidos in vitro.






2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criobiologia

De uma maneira geral, o bom protocolo de congelamento celular ¢ aquele que propicia
a estabilidade das reagdes cruzadas entre as moléculas no ambiente intracelular e que também
permita a sobrevivéncia celular ap6s o descongelamento. (THOMAZ et al., 2005). Durante o
congelamento e o descongelamento podem ocorrer injurias letais ou subletais nas células
(COTICCHIO et al., 2004). Essas injurias ocorrem em decorréncia das numerosas situagdes
estressantes as quais as cé€lulas sdo submetidas nestes procedimentos, incluindo a formacao
intra e extracelular de gelo, desidratacdo ndo controlada, formacdo de bolhas de gis e

aumentos na viscosidade e concentragdo idnica dos meios (SHAW et al., 2000).

r

Dentre os métodos de criopreservagdo de ovocitos, a vitrificacdo ¢ a de uso mais
recente. Esse método refere-se ao processo pelo qual uma solugdo concentrada de
crioprotetores se solidifica durante o resfriamento, sem formar cristais. Esse processo ¢
determinado pela extrema elevagdo da viscosidade e rapidas taxas de resfriamento e
aquecimento. A vitrificagdo tem como desvantagem o seu efeito toxico, pois consiste no uso
de elevada concentracao de crioprotetores na solucao (PUGH et al., 2000). Da mesma forma,
a duracdo do tempo de equilibrio em que os ovdcitos sdo expostos aos crioprotetores também
¢ de importancia critica.  Rdpidas taxas de resfriamento reduzem a toxicidade dos
crioprotetores e diminuem o tempo de exposicao da célula a temperaturas criticas através da
passagem direta pela zona perigosa de resfriamento entre +15°C e —5°C.(VAJTA and

KUWAYAMA, 2006).

Algumas estratégias, tais como redu¢ao do volume de solugao de vitrificacao (volume
minimo=< 1puL) e contato direto com nitrogénio liquido, ajudam a obter altas taxas necessarias
de refrigeracao/ aquecimento (YAVIN and ARAYV, 2007). Para alcancar estas rapidas taxas de
resfriamento, diversas técnicas e protocolos que utilizam pequenos volumes de solugdo de
vitrificagdo foram desenvolvidas e vém sendo utilizados para criopreservacao de ovocitos nos

ultimos anos. Eles diferem quanto ao tipo e concentragao de crioprotetores, nimero de passos



para equilibrio do ovocito ao meio, técnica de criopreservagdo, material utilizado, tempo de
exposicao e numero de passos para descongelacdao. (COBO et al., 2008).

Certas condigdes de resfriamento e exposi¢do das células aos crioprotetores podem
induzir a instabilidade dos fusos meiodticos, provocando segregacao anormal dos
cromossomos na retomada da meiose com a fecundagdo, podendo causar anormalidades
cromossomicas (SHAW et al., 2000).

Viarios pesquisadores admitem que o estadio de vesicula germinal (ovécito imaturo) €
mais sensivel a criopreservacdo que qualquer outro estddio nuclear (FUKU et al., 1995;
HOCHI et al., 1998; LUNA et al., 2001).

A tecnologia de Cryotop permite o carregamento de odcitos ou embrides com o
minimo contato direto da solugdo de vitrificagdo (~ 0.1uL) ao nitrogénio liquido, o que resulta
em uma taxa de resfriamento extremamente alta (>23.000°C/min.). A partir dai, as
temperaturas de zona de perigo (15°C a -5°C), que sdo causas de danos pelo frio sdo
facilmente ignoradas. Além disso, a minimizagdo da solucdo de vitrificagdo em torno da
amostra facilita alcancgar as taxas de aquecimento extremamente elevadas (>42.000°C/min.), o
que foi encontrado na literatura, ¢ que ¢ mais importante ser rapido o suficiente na
desvitrificacdo durante o momento do aquecimento (ISACHENKO et al., 2005). Cryotop tem
mostrado melhores resultados em relacdo ao OPS para a vitrificagdo de odcitos imaturos de
porca (LIU et al., 2008), humana (KUWAYAMA et al.,, 2005b), e oocitos bovinos maturados
(MORATO et al., 2008), mas ainda had uma lacuna de informagdo para a vitrificagdo de
ovocitos imaturos de bovinos usando diferentes dispositivos de congelamento.

Durante os ultimos anos diversas técnicas de vitrificacdo vém sendo desenvolvidas
com o objetivo de evitar as crioinjurias, aumentando as taxas de resfriamento e aquecimento.
Concomitante a isto, a aplica¢do de crioprotetores menos toxicos, bem como a combinagdo de
dois ou trés crioprotetores tém sido utilizadas (MORATO et al., 2008). Desde a primeira
publicagdo realizada (RALL and FAHY., 1985) utilizando solu¢des com 6,5M de DMSO e
propilenoglicol, inimeras solugdes de vitrificagdo vém sendo estudadas utilizando varias
combinacdes de crioprotetores (KASAI et al., 2004; PALASZ and MAPLETOFT, 1996;
VAIJTA, 2000). A maioria das soluc¢des de vitrificagdo contém um crioprotetor, diversos sais €

uma ou mais macromoléculas (SHAW et al., 1997).

Para alcancar estas rapidas taxas de resfriamento, diversas técnicas e protocolos que

utilizam pequenos volumes de solugdo de vitrificagdo foram desenvolvidos e vém sendo



utilizados para criopreservacao de ovocitos nos ultimos anos. Eles diferem quanto ao tipo e
concentragdo de crioprotetores, nimero de passos para equilibrio do ovécito ao meio, técnica
de criopreservacdo, material utilizado, tempo de exposi¢do e numero de passos para

descongelagao (COBO et al., 2008).

2.1.1 Open Pulled Straw (OPS)

A técnica denominada Open Pulled Straw (OPS) foi desenvolvida originalmente para
embrides bovinos por Vajta et al. (1997). As palhetas de OPS foram desenvolvidas através das
palhetas francesas de 0,25mL, sendo os tampdes de algodao removidos e estas amolecidas por
aquecimento em sua regido central. Manualmente, as palhetas foram esticadas até que o
didmetro interno e a espessura da parede diminuiram para aproximadamente metade do
tamanho original. Posteriormente foram resfriadas ao ar e cortadas na extremidade estreita.
Aproximadamente 2ul. do meio de vitrificagdo contendo o ovocito ¢ introduzido na
extremidade estreita da palheta através do efeito capilar simples. A extremidade contendo o
ovocito ¢ imediatamente imersa no nitrogénio liquido, solidificando a coluna liquida sem que

haja dispersdo da solu¢do (VAJTA et al., 1998).

A taxa de resfriamento ¢ aumentada em oito vezes quando comparada as palhetas
francesas de 0,25mL, sendo acima de 20.000°C/min. (VAJTA et al., 1998). Estas taxas de
resfriamento sdo alcangadas devido a reducdo do volume das solugbes e a diminui¢do da
espessura da parede da palheta (0,07mm). Dessa forma, os altos padrdes de resfriamento e

aquecimento resultam em diminuigdo das crioinjurias.

Adicionalmente, com o uso das palhetas de OPS (figura 1) ¢ possivel alcangar a
vitrificagdo da solucgdo utilizando uma menor concentragdo de crioprotetor, juntamente com o
réapido resfriamento, minimizando as injurias toxicas e osmoticas (VAJTA et al., 1998).
Entretanto, 0 método OPS possui uma desvantagem, pois o meio contendo os ovdcitos fica
em contato direto com o nitrogénio liquido, aumentando o risco de contaminagdo. Alguns
autores desenvolveram técnicas para selar as palhetas de OPS, com algodao e alcool

polivinilico (LOPEZ-BEJAR & LOPEZ-GATIUS, 2002).



2.1.2 Cryotop

A diminui¢do do volume

da solugao de vitrificagdo

Figra 1- Open Pulled Straw (OPS). ~~va apenas lpl,
utilizanae ov viowinus uv vaputiveuy paia vuiuiae aaoany, ewoavs o v2locidade de condugao
da temperatura. Uma grande variedade destes dispositivos sdo encontrados na literatura,
(MARTINO et al., 1996), (VAJTA et al., 1998), (LANE et al., 1999), (CHEN et al., 2001),
(MATSUMOTO et al., 2001), (LIEBERMANN et al., 2002), (ISACHENKO et al., 2003)
(GASPARRINI et al., 2007) e tém sido aplicado com variados graus de sucesso em varias
espécies de mamiferos, incluindo bovinos. Mas a mais recente abordagem para o volume
minimo €&, o Cryotop (Kitazato Supply Co. Fujinomiya, Japdo) desenhado por Kuwayama. A
melhor vantagem deste dispositivo ¢ que ovocitos sdo carregados em um volume muito
pequeno (~1.0ul) e, portanto, uma taxa extremamente rapida de resfriamento ¢ alcancada
(23.000°C/min.). Outra vantagem desse método € que a concentragdo de crioprotetores €

reduzida para 30% (junto com 1M de sacarose) minimizando eventuais efeitos potencialmente

toxicos (KUWAYAMA et al., 2005).

Aplicando esta tecnologia em ovocitos humanos, foi encontrada por Kuwayama em
2005 uma taxa de sobrevivéncia de 91%, 81% de taxa de clivagem, blastocistos em uma taxa
de 50% e 41% com uma taxa de prenhes por transferéncia de embrides foram atingidos,

resultando em 11 nascidos vivos.

Outros grupos tém publicado suas experiéncias com o método cryotop em seres
humanos. Katayama et al. tem relatado excelente taxas de sobrevida, taxas de fecundacao e

clivagem de 91% e 90%, respectivamente. (KATAYAMA et al., 2003)

Ruvalcaba e colaboradores (2005) relataram 90,1% de sobrevivéncia pos-

descongelamento e utilizam o método Cryotop.

Lucena relatou taxas de sobrevivéncia fertilizacdo e gestacdo de 89%, 87% e 57%,

respectivamente, com 117 recém-nascidos. (LUCENA et al., 2006)



Cryotop ¢ atualmente um dos mais eficientes métodos de vitrificacdo disponivel, e
representa a melhor alternativa confidvel para a criagdo de bancos de ovocitos para humanos.
E vem sendo relatada com sucesso sua utilizagdo em ovdcitos de éguas imaturos e maturados
in vitro (BOGLIOLO et al., 2007), ovocitos de ovelhas e bufalos, (SUCCU et al., 2007)
(GASPARRINTI et al., 2007), zigotos de coelhos (HOCHI et al., 2004), e embrides suinos
produzidos in vitro (USHIJIMA et al., 2003), assim como embrides de vacas (77% de
sobrevivéncia pos-descongelamento) e bufalos (LAOWTAMMATHRON et al., 2005).

No Brasil, o Dr. Almodinem, em 2006, desenvolveu o VITRI-INGA, técnica que
aperfeicoa a vitrificacdo de ovdcitos. Porém, quando lancado no mercado, o método foi dado
como laborioso e seus usudrios passaram em sua maioria a utilizar as hastes do VITRI-INGA
com seus respectivos meios, mas depositando os ovocitos ao longo da haste como no primeiro
método de Cryotop descrito. E, pois, considerado o VITRI-INGA uma varia¢io do método de

Cryotop.

Esses estudos tém fornecido informagdes sobre a sobrevivéncia, e capacidade de
desenvolvimento, assim como alteracdes estruturais sofridos pelos ovocitos vitrificados por

Cryotop (MORATO et al., 2008).

Apesar da variedade de resultados, a vitrificagdo ¢ uma técnica de criopreservacao
promissora na reproducgdo assistida, sendo um procedimento simples, menos oneroso € que

requer um menor tempo despendido (DOBRINSKY, 2002).

2.2 Maturacgdo ovocitaria

Durante todo o periodo do desenvolvimento, desde a formagdao e crescimento dos
ovocitos e dos foliculos, até apos o periodo de dominancia folicular, os ovocitos bovinos
permanecem em estadio de profase da primeira meiose. /n vivo, o reinicio da meiose ocorre
com o surgimento do pico pré-ovulatorio de LH (hormonio luteinizante) e se d4 somente nos
ovocitos inteiramente crescidos e meioticamente competentes dos foliculos pré-ovulatorios

(FAIR, 2003; RODRIGUEZ e FARIN, 2004).



Os ovocitos tém uma estreita relagdo com as multicamadas de células do cumulus que
os cercam, mantendo uma importante via de comunicagdo através das jungdes comunicantes
(gap), antes e durante o pico pré-ovulatorio de LH (RODRIGUEZ e FARIN, 2004;
GILCHRIST et al., 2004). Logo ap6s o pico de LH, comega a ocorrer o desaparecimento

dessas vias de comunicagdo entre o ovocito e as células do cimulus (HYTTEL et al., 2000).

A progressao do ciclo celular do ovécito até o estadio de metafase da segunda meiose
(metafase II), tanto in vitro quanto in vivo, ¢ marcada por uma série de transformacgdes
bioquimicas e estruturais no nucleo e no citoplasma do ovoécito, eventos esses que

caracterizam a maturacao ovocitaria (DE SOUSA et al., 2004).

2.21 Maturacgdo nuclear

A diferenciagdo do ovocito imaturo em maturo envolve uma série de alteragdes que
sdo estimuladas principalmente por hormonios gonadrotdficos (MERTON et al., 2003). Sob a
influéncia dos hormonios, o ovocito recomeca seu ciclo celular progredindo da profase da
primeira meiose (profase I), passando pelos estagios de metafase I, anafase I, telofase I
(termino da primeira divisdo meidtica) e progredindo até o estddio de metafase da segunda
divisao meidtica (MENEICKE et al., 2001). No intervalo que compreende os estadios de
profase I a metafase 11, os cromossomos condensam e o envelope nuclear ¢ desfeito marcando
o inicio da maturag¢do nuclear (MENEICKE et al., 2001; JONES, 2004). Dando sequéncia, os
cromossomos homodlogos sdo divididos em dois grupos, com a metade do numero original de
cromossomos. Ao término da primeira divisdo meidtica o citoplasma ¢ dividido
assimetricamente, gerando duas células de tamanhos diferentes: uma pequena chamada de
corpusculo polar e outra grande, o ovdcito secundario. Ao término da maturagdo nuclear o
ovocito permanece nesse estadio do ciclo celular (metafase II) até a fecundagao (MAYES and

SIRARD, 2001).

A correta ocorréncia desta seqiiéncia de eventos ¢ muito importante, pois a habilidade
do ovécito em ser fecundado e desenvolver normalmente, depende tanto da maturagdo nuclear
quanto da maturacdo citoplasmatica (HURT et al., 2000). O ovdcito somente completara a

meiose se for fecundado pelo espermatozoide (FIGUEIREDO et al., 2008).
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2.2.2 Maturagdo Citoplasmatica

Momentos antes da ovulagdo, sdo observadas modificacdes citoplasmaticas,
envolvendo principalmente a sintese de proteinas e mudangas no nimero, tamanho e posi¢ao
de organelas, tais como a migra¢ao periférica dos granulos corticais (GONCALVES et al.,

2002).

Durante seu desenvolvimento, o odcito aumenta o didmetro de <30um (foliculo
primordial) para mais de 120um (foliculo tercidrio). Este aumento em tamanho ¢
acompanhado por acimulo de mRNA, proteinas, substratos e nutrientes, os quais sdo pré-
requisitos para o odcito se tornar competente (SIRARD et al, 2006). Competéncia oocitaria,
portanto, inclui todos os eventos que introduzem ao odcito proximo a ovulacdo, a capacidade
de completar a maturagdo nuclear, ser fertilizado e iniciar a embriogénese para um

desenvolvimento fetal normal (GANDOLFI and GANDOLFI, 2001; SIRARD et al, 2006).

As modificagdes ultraestruturais que ocorrem durante o processo de maturagdo sio de
extrema importancia para o odcito assegurar sua competéncia para o desenvolvimento. Apos o
pico de LH, ha a quebra da vesicula germinativa, o odcito em MII apresenta os granulos
corticais alinhados com a membrana plasmatica, as gotas de lipideos e as mitocOndrias
adquirem uma posicdo mais central no ooplasma, deixando uma zona periférica sem
organelas, na qual a principal caracteristica é a presenca de grumos de reticulo
endoplasmatico liso. O espago perivitelinico se desenvolve para evitar a poliespermia, e o
complexo de Golgi praticamente desaparece (ASSEY et al, 1994; DIEZ et al, 2005). Outro
parametro morfolégico que avalia a maturagdo citoplasmatica ¢ a expansdo das células do

camulus.

Um aspecto a ser considerado na criopreservagdo de ovocitos imaturos ¢ a falta de
sincronia entre a maturagdo nuclear e a citoplasmatica, fato este verificado por Hurtt et al.
(2000) e Luvoni & Pellizzari (2000). A maturacdo nuclear completa ndo ¢ suficiente para
garantir a qualidade do odcito para ser fecundado e promover o crescimento de um embrido.
A matura¢do citoplasmatica também deve ser concluida. Enquanto a maturagcdo nuclear

consiste principalmente na segregacao dos cromossomos, a maturagao citoplasmatica envolve
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a reorganizagdo de organelas e armazenamento de RNAs mensageiros, proteinas e fatores de
transcri¢do, que atuam durante os processos de maturagdo, fecundacdo e inicio da

embriogénese (FERREIRA et al., 2009).

A andlise microscopica de odcitos maturados in vitro mostra que as células do caimulus se
expandem, o citoplasma ¢ morfologicamente normal, € uma grande quantidade de vesiculas

digestivas ¢ observada (DIEZ et al, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Este trabalho teve como objetivo testar a eficiéncia de um novo protocolo proposto
para o método de vitrificagdo cryotop utilizando o equipamento brasileiro VITRI-INGA
(ingdmed®), comparando-o com o método OPS, na criopreservacao de ovocitos bovinos

imaturos e maturados in vitro.

3.2 ESPECIFICOS

1- Avaliar as crioinjlrias causadas a cromatina do ovocito vitrificado imaturo e maturado in
vitro através da coloracdo com lacmoide a andlise em microscopio de contraste de fase

(Olympus®) em aumento de 1000x.

2- Avaliar o potencial de produgdo de embrides dos ovocitos criopreservados tanto imaturos

como maturados in vitro.



13

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental.

Primeiramente foi realizado um pré-experimento onde ovoécitos foram
vitrificados em diferentes tempos de equilibrio para vitrificagdo e entdo desnudados,
fixados e corados com lacmoéide para a determinacdo da cinética nuclear, durante a
maturagdo in vitro. A partir desta cinética, foram selecionados os protocolos de interesse
para o experimento. O delineamento experimental se seguiu de acordo com o esquema
temporal mostrado na figura 2 onde todos os CCOs foram rastreados e selecionados ao
mesmo tempo e em seguida foram divididos em 5 gotas (C+: controle positivo; C-Oh:
controle negativo imaturo; VOh: Vitrificados imaturos; V24h: Vitrificados maduros e C-24h:
controle negativo maduro). Em sequéncia, os grupos C+, C- 24h e V24h foram diretamente
para estufa e o grupo C-Oh permaneceu na bancada em placa aquecedora a 37°C enquanto o
grupo VOh era vitrificado e desvitrificado, apds essa etapa os dois grupos foram para a
estufa para concluir a matura¢ao juntamente com os outros grupos. Ao completar 23 horas
de maturagdo o grupo V24h passou pelo mesmo processo de vitrificagdo e desvitrificagdo
enquanto o grupo C-24h aguardava em placa aquecedora. Entdo, os CCOs retornaram a
estufa onde estabilizaram por mais lhora e em seguida alguns foram designados para a
fixagdo em solugdo de acido acético e etanol, para posterior coloracdo em lacmoide e
avaliagdo da maturagdo nuclear ¢ o restante dos CCOs foram submetidos a fertilizagao in

vitro e posterior classificagdo embriondria.
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Figura 2- Esquema temporal.
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4.2  Coleta e selecdo dos ovocitos

O presente experimento foi realizado no periodo de outubro de 2010 a maio de 2012,
no laboratério de biotecnologia da reproducao da Universidade de Brasilia-UnB em Brasilia-

DF.

Os ovocitos utilizados foram obtidos de ovarios de vacas mesticas em abatedouros na
regido do Distrito Federal, e foram transportados ao laboratério em um tempo de no maximo
4 horas, em soro fisioldgico pré-aquecido a uma temperatura aproximada de 35-37°C. No
laboratorio, os ovarios foram mantidos em banho-maria a 35 a 37°C até que todos fossem

puncionados.

Os complexos cumulus oophorus (CCO) foram aspirados de todos os foliculos visiveis
no ovario, com excec¢do daqueles com didmetro aproximado de maior do que 8mm e menor
que 2mm. Para a aspiragdo foi utilizado escalpe 20 gauge descartavel, ligado a uma seringa
descartavel e estéril de 10ml e todo o liquido folicular foi depositado em um calice que foi

mantido em banho-maria de 35°-37°C durante todo o processo.

Apos a aspiragdo o pellet formado no célice e contendo os CCOs foi recuperado do
fundo do tubo e lavado em PBS e transferido para placa de petri 100 x 15mm. A busca e
selecao dos CCOs foram realizadas em estereomicroscopio SVII (Zeiss®) em aumento de

20-80x.

Foram selecionados os CCOs que apresentavam citoplasma homogéneo, sem vacuolos
granulagdes ou extrusdes, com um minimo de 3 camadas de células do caimulus compactas
circundando todo o ovocito. Todo o procedimento, desde a selecdo até a fixagdo, foi realizado
a temperatura controlada em torno de 35°C. Os CCOs selecionados foram aleatoriamente

distribuidos nos diferentes grupos.

4.3 Maturacdo in vitro dos ovocitos.
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ApoOs selecao os ovocitos sao submetidos a dois banhos em meio de maturacao que
antes de ser utilizado foi estabilizado em estufa a 39°C e atmosfera de 5% de CO2 e 95% de
umidade relativa por um periodo de 1 hora. Os CCOs foram colocados em gotas de 200 ul de
meio coberto com 6leo mineral e mantido em estufa de cultivo a 39°C com atmosfera de 5%
de CO2 e 95% de umidade relativa por até 24hs. Em cada gota foram colocados entre 20 e 30

CCOs.

4.4 Vitrificagdo dos ovocitos por OPS.

A vitrificagdo foi realizada conforme protocolo descrito por Vajta et al. (1997, 1998),
em que se utilizam duas solugdes de vitrificagdo e uma palheta especial denominada OPS
(open pulled straw), porém com algumas adaptagdes. A solugdo de vitrificacdo 1 (SV1) ¢
composta por TCM- 199 com Hepes, acrescida de 20% de SFB. 10% de Dimetilsulfoxido
(DMSO) e 10% de Etilenoglicol sendo a solu¢do de vitrificagdo2 (SV2), composta por
TCM-199 com Hepes, acrescida de 20% de SFB. 20% DMSO, 20% EG e 1M de Sacarose.

A palheta de vitrificagdo OPS consiste em uma palheta de 0,25ml modificada, de
forma que seu didmetro interno e a espessura de sua parede sejam reduzidos para
aproximadamente a metade do original. Ambas as extremidades da OPS ficam abertas, ndo
sendo lacradas mesmo depois de conterem os ovocitos. Por ser mais fina do que a palheta

tradicional, a OPS permite que os ovocitos sejam introduzidos na palheta por capilaridade.

Para o processo de vitrifica¢do foi utilizada uma placa de 4 pogos, em que no primeiro
e segundo pocos, era colocado um volume de 800ul de TC-199 com Hepes, acrescido de 20%
de soro fetal bovino (solu¢ao Holding). No terceiro pogo era colocado um volume de 800ul de
SV1 e no quarto pogo, 600 ul de SV2 (Figura 3). Todas as solu¢des eram mantidas em placa

aquecedora a 39°C.



17

HM: solucdo holding
Pogo 1 Pogo 2 SV1: solugfo de vitrificago 1

SV2: solugdo de virtificacdo 2
Gotal: gota de 20u” contendo SV2
Gota2: gota de 2u contendo SV2
O O Gota2
@ . @

Poco 3 Poco 4

Figura 3 - Preparo da placa para vitrificagdo de ovdcitos bovinos pelo método OPS.

Poco 1: 800ul HM 30 segundos
Poco 2: 800ul HM 30 segundos
Pogo 3: VS1: 800ul HM+100ul EG+ 100pul DMSO 25-30 segundos
Gota 1 e 2: VS2: 600ul SM+ 200ul EG+ 200ul DMSO 20-25 segundos

Os ovocitos a serem vitrificados foram separados em grupos de 3 a 5 e inicialmente
transferidos para a primeira gota que ¢ utilizada somente para lavagem por 30 segundos, e
entdo para a segunda, por mais 30 segundos, sendo em seguida expostos durante 25-30
segundos a solucdo SV1. Retirados desta solugdo com auxilio de pipeta, os ovdcitos foram
colocados em uma gota de 20ul de solucdo SV2, e imediatamente transferidos para uma nova
gota de aproximadamente 2ul de SV2. A extremidade mais fina da palheta de OPS ¢ entdo
mergulhada nesta gota, e por efeito natural de capilaridade os ovdcitos entram na palheta.
Uma vez acondicionados na palheta, esta foi mergulhada em nitrogénio liquido mantido em
uma caixa de isopor (figura 4). O tempo decorrido desde que sdo expostos a SV2 até serem

colocados em nitrogénio liquido, ¢ de 20 a 25 segundos.
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HM: solugiio holding
SV1: solucdo de vitrificagdo 1
SV2: solugiio de virtificagdo 2

Gotal: gota de 20u contendo SV2
Gota2: gota de 2u contendo SV2

e Ovdcitos
== 4 Sequéncia de procedimento

Pogo 3 Poco 4
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Captacéo dos ovoécitos por capilaridade pela OPS Imers3o em nitrogénio liquido

4.5  Desvitrificagdo dos ovocitos criopreservados em OPS.

Logo apos todos os ovocitos terem sido vitrificados, iniciou-se o processo de
desvitrificacdo dos ovocitos que estavam armazenados nas OPS. Neste procedimento, foi
utilizada uma placa de 4 pocos, contendo as solugdes de desvitrificagao 1 e 2, além da solugdo
HM. Os pogos 1 e 2 continham cada um Iml de solugdo de desvitrificacao 1. O pogo 3
continha 1ml de solucdo de desvitrificacdo 2, e o poco 4 continha 1ml de HM (figura 5).
Todas as solugdes foram previamente aquecidas e mantidas em placa aquecedora a 39°C.

Figura 4 - Processo de vitrificagdo de ovocitos bovinos pelo método OPS.

)s foram

mergulhadas na solu¢@o do pogo 1.
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A extremidade oposta a que continha os ovocitos foi obliterada com o dedo, e os
ovocitos foram naturalmente expulsos para o meio externo. Cerca de 3 segundos decorreram
do momento em que a OPS foi retirada do nitrogénio liquido até ser mergulhada nesta

primeira solugao.

Logo apos as palhetas serem mergulhadas no poco 1. Foi feita a remogao dos ovoécitos
deste poco para o pogo 2, para evitar que ficassem em contato com uma solu¢do muito
concentrada em crioprotetores. No poco dois, os ovocitos foram mantidos por 1 minuto e
depois por mais 1 minuto no poco 3. Finalizada esta etapa, os ovocitos foram transferidos

para a solu¢do do poco 4, onde permaneceram até retornarem para a maturagao (figura 6).

Pogo 1 Pogo 2 HM: solugéio holding
SD1: solucfo de desvitrificacdo 1
SD2: solugfo de desvirtificacio 2

Poco

OlO
IO

Pogo 3 Pogco 4 I ml

SD1-

Figura 5 - Preparo da placa para desvitrificagdo de ovocitos bovinos pelo método OPS.

\—="=/ TTeTTTTTTTTY T

Poco 2: 1ml SD1- (SM) 60 segundos.
Poco 3: 1ml SD2- (500ul SM+500ul HM) 60 segundos.

Poc¢o 4: Iml HM até o retorno ao cultivo.
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Figura 6 - Processo de desvitrificagdo de ovdcitos bovinos pelo método OPS.

Antes de retornarem para o cultivo, os ovocitos foram previamente lavados em 2 gotas
de meio de maturacdo para a retirada de qualquer residuo do crioprotetor, e entdo colocados
na gota de maturacdo. Neste caso para todo o processo de vitrificagdo, desvitrificacdo e

retorno a maturacao, utilizando o método OPS, foram gastos cerca de 40 minutos.

4.6  Vitrificagdo dos ovocitos por Cryotop.

A vitrificagdo foi realizada de acordo com um novo protocolo de vitrificagdo proposto
a partir de mudangas testadas na rotina do laboratério de biotecnologia da reproducdo da
UnB. Onde se utiliza o recipiente VITRI-EQUIP e hastes para vitrificagdo com seus
protetores (ingdmed®). Foram separadas as hastes de vitrificagdo a serem usadas e
identificadas. Em seguida, colocou-se o nitrogénio liquido no equipamento de vitrificagdo nos

compartimentos 1 e 2 (figura 7).

Logo depois de colocados os protetores das hastes de vitrificagdo horizontalmente no
vapor de nitrogénio (no compartimento 1 do VITRI-EQUIP) alguns minutos antes de comecar
o procedimento, foram entdo mergulhados diretamente no nitrogénio liquido, verticalmente
(compartimento 2 do VITRI-EQUIP), para que ficassem totalmente encobertos, mas de modo

a ser visualizado para poder encaixar a haste de vitrificagdo (Figura 7).
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Figura 7 - Esquematizag¢do do VITRI-EQUIP (compartimento 1 ¢ 2).

Em uma placa de cultivo de 4 pocos, foram distribuidas as solugdes, sendo uma de
TCM-199 com Hepes, acrescido de 20% de soro fetal bovino (solu¢do Holding) e outra de
solucao de equilibrio VI-1 em outra placa de petri 100mm, foram distribuidas as solugdes em
trés gotas da solugdo de vitrificagdo VI-2. Os ovdcitos foram lavados no pogo contendo
solu¢do Holding e em seguida transferidos para o pogo contendo a solucdo de VI-1. Em
seguida os ovocitos foram transferidos para as trés gotas de solucdo de vitrificagdo VI-2
(Figura 8). Entdo, foram colocados imediatamente nas hastes de vitrificacao (figura 9). Sendo

depositadas no maximo cinco estruturas por haste.

WA

@ @ W W :

- Wy =
@ Q N /7 o ‘

A y 1

Figura 8 - Esquematizagdo do processo de vitrificagdo por Cryotop.

A colocagao das estruturas nas hastes foi cuidadosa de forma a evitar o excesso de
meio. Em seguida a haste foi mergulhada rapidamente no nitrogénio liquido que se
encontrava no compartimento 2 ¢ mantida até o total congelamento (Figura 10). Logo apos,
introduziu-se a haste no protetor que se encontrava mergulhado. Cuidadosamente, ajustou-se
a haste ao protetor para que ficasse bem fixa. As hastes foram mantidas no nitrogénio liquido

até o inicio do processo de desvitrificacao (Figura 10).
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[

\"Figu;ra 9 - Desenho da haste para vitrificagdo pelo método Eryc’)rtop.

Figura 10 - Processo onde a haste ¢ mergulhada rapidamente em nitrogénio liquido.

4.7  Desvitrificag¢do dos ovocitos criopreservados por Cryotop.

Logo apo6s a desvitrificagdo dos ovocitos que haviam sido criopreservados em OPS e o
retorno dos mesmos ao cultivo, foi iniciado o processo de desvitrificagdo dos ovocitos

criopreservados nas hastes pelo método Cryotop.

Neste procedimento foi utilizada uma placa de petri 100mm, onde foi feita a
distribuicao das solugdes em gotas de ~300ul, sendo duas gotas da solucao de desvitrificacao
DV-1; e em outra placa de petri uma gota da solugdo diluente DV-2 e duas gotas da solugdo de
lavagem DV-3. Apenas a solucdo de desvitrificacdo DV-1 foi pré-aquecida a 37°C. As outras
solucdes foram utilizadas em temperatura ambiente controlada por ar condicionado em 24-26°

C.

Apo6s remover o protetor da haste, a tira da haste foi colocada diretamente na primeira
gota da solugdo DV-1 e entdo os ovoécitos foram passados para a segunda gota. Em seguida os
ovocitos foram transferidos para a gota de DV2, e entdo os ovocitos foram lavados nas duas
gotas de DV3 (figura 11). E entdo os ovocitos foram lavados em duas gotas do meio de

maturagao e retornados para o cultivo até completarem 24hs de maturacao.
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DV-2

3790
DV-1

DV-3 DV-3

Figura 11 - Desvitrificagdo pelo método Cryotop.

4.8 Fixacdo e coloracdo com corante lacmoide.

Apos ter completado 24 horas de maturacao, os ovocitos foram lavados em PBS e em
seguida passaram pelo processo de desnudamento e logo foram colocados em tubos de 1,5ml
tipo Eppendorf contendo uma solugao 3:1 de etanol e 4cido acético. Uma vez nesta solugdo os
ovocitos foram armazenados por um periodo minimo de 48hs caracterizando assim a fixacao.

Apos a fixagdo, os ovocitos foram corados pelo corante lacmoide (SIGMA®).

No momento da coloracdo, os ovocitos foram removidos do fixador, e colocados em
lamina, em uma gota contendo o minimo de fixador. Uma laminula com pequena quantidade
de parafina e vaselina ao longo de duas bordas opostas foi colocada sobre as gotas contendo
os ovocitos. A laminula foi entdo pressionada lentamente, até que os ovocitos ficassem
firmemente aderidos a lamina. Este procedimento foi realizado em estereomicroscopio

(20-40x) para evitar a perda ou rompimento dos ovocitos.

Com auxilio de pipeta Pasteur, uma solugao 1% de lacmdide em acido acético glacial a
45% (previamente diluido em agua destilada), foi passada entre 1amina e laminula até que os
ovocitos estivessem corados. O corante entdo foi removido por lavagem com a solugdo
fixadora (3:1 de etanol e 4cido acético). As bordas da laminula foram lacradas com esmalte

evitando o ressecamento das estruturas para posterior analise.
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Para determinagdo do estddio da meiose, depois de corados os ovocitos foram
observados em microscépio de contraste de fase (Olympus®) em aumento de 1000x. Os
ovocitos foram classificados de acordo com a configuracdo nuclear (fig.12) em vesicula
germinativa (VG) (fig.13), metafase I (MI) (fig.15), anafase 1 (Al) (fig.16), telofase I (TI)
(fig.17) e metafase II (MII) (fig.18), como descrito no quadro 1. E para os achados anormais
em: Ativados (ATV) (fig. 19), Cromatina anormal (CAn) (fig. 20) e Fusos Multidirecionais
(FMT) (fig. 21), Como descritos nos quadro 2.

53

! o,
- B

A) Vesicula germinativa (VG) B) Metafase I (MI) ¢) Anéafase (An.) D) Metafase II. Seta vermelha
indica placa metafésica, seta azul indica primeiro corpusculo polar.

Figura 12 - Classificagdo da meiose de ovocitos bovinos corados por lacmoide.

Quadro 1 — Descricdo das configuragcdes normais de cromatina encontradas em ovocitos
bovinos nao vitrificados (Controle) e em ovdcitos vitrificados € maturados in vitro.
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Denominagao Configuracgdo nuclear

Corpusculo Polar Descrigao

Cromatina descondensada formando um ou mais
Vesicula Germinativa

Ausente emaranhados dispersos, de finos filamentos.
(VG) o
Visualiza¢do do envelope nuclear.
, Cromossomos individualizados, bivalentes,
Metafase [
Ausente alinhados sobre placa metafasica ou isolados
MI
(MD) sobre almofada (rede de fusos).
Cromossomos ainda individualizados, separando-
Anafase I (AI) Ausente se em dois grupos em diregdes opostas, com as
fibras do fuso freqiientemente visiveis.
Cromossomos compactados em dois grupos
Telofase I (TI) Ausente distintos, em direcdes opostas, com fusos visiveis
ou ndo.
Cromossomos individualizados, monovalentes,
Metafase 11 Presente alinhados sobre placa metafasica ou isolados

sobre almofada.

Mesma configuracdo descrita para MII, mas s6
Ausente distinguivel de MI pelo volume de cromatina e

tamanho da placa metafasica.
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Quadro 2 — Descricédo das configura¢des anormais de cromatina encontradas em ovocitos bovinos
ndo vitrificados (controles) e em ovocitos imaturos e maduros vitrificados pelo método OPS e
Cryotop.

L Corpusculo
Denominagao
Polar Descricao
Cromatina Ausente  Cromatina identificavel, mas sem qualquer desenho
ou
Anormal presente caracteristico.

Ativados Presente  Presenga de pro-nucleos.
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Fusos Ausente  Cromatina e fusos em varias diregdes, e interligados.
. . . . Ou
multidirecionais presente

5 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados de taxa de maturag¢do, fecundacdo ¢ desenvolvimento

embrionario foi utilizado o teste do Chi-quadrado (P>0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacdao da cromatina.

Maturagao Nuclear

Os resultados encontrados neste experimento para avaliacdo da maturagdo nuclear estao
sumarizados nas tabelas 1 e 2. Foi utilizada como pardmetro de maturagdo nuclear a presenga
da cromatina do ovocito em metafase II. Um total de 917 ovocitos foi analisado quanto ao
estagio de maturacdo nuclear para avaliagdo do potencial de maturacdo in vitro de ovocitos

imaturos e maturados in vitro vitrificados pelo método OPS e Cryotop.

Os estagios intermediarios (metafase I, anafase e telofase) foram pouco freqilientes nos
diferentes tratamentos.

Os ovocitos do grupo controle positivo (ndo vitrificados), apresentaram maior taxa
de MII do que os ovocitos imaturos vitrificados por OPS e também do que seu respectivo
controle negativo. Em contrapartida foi verificado taxas semelhantes de MII quando
comparado os resultados do controle + com os ovoécitos imaturos e maduros que foram

vitrificados pelo método Cryotop, assim como os que foram vitrificados maduros e pelo

método OPS.

As anormalidades foram classificadas segundo descricdo no quadro 2 e se distribuiram de
forma diferenciada entre os grupos (tabela 2). Entre os tipos de anormalidades encontradas, a
presenga de cromatina anormal foi observada em maior grau, exceto no grupo de ovocitos
imaturos vitrificados por cryotop e pelo grupo controle negativo dos ovocitos imaturos
vitrificados por OPS que apresentaram maior observancia de fusos multidirecionais. Em
sequéncia dentre as anormalidades mais encontradas observou-se os fusos multidirecionais,
seguidos pelos ativados. Sendo que o grupo controle positivo e os controles negativos dos
ovocitos maduros de ambos os métodos (cryotop e OPS) nao apresentaram ativacao. Foi
importante observar que o grupo controle positivo apresentou maior taxa de cromatina
anormal do que os vitrificados imaturos por cryotop e também do que o controle negativo dos

ovocitos imaturos vitrificados por OPS.
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Dentro das anormalidades denominadas como “fusos multidirecionais” e “cromatina
anormal” n3o houve diferengas dos ovocitos vitrificados entre o método cryotop ¢ OPS

(imaturos e maduros).
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Tabela 1 - Taxas encontradas de acordo com a fase da maturag¢ao nuclear, a partir de
ovocitos imaturos e maturados in vitro, vitrificados pelo método de OPS e Cryotop e
ndo vitrificados (controles).

Método de . . o o/ Anafase Telofase o
congelamento Ovacitos VG (%) MI (%) (%) (%) MII (%)
Controle () (n=112) 8934 3574 87.50 B
Controte ©) 25,24 #aca 5,82 2 68.94 ¢
Imaturo .(n.— )
Vitrificados ,, 53040 51 g5 #b.8 5264 63.16CP
Cryotop (n=114)
Controle () 4y gy ann 26,00 *aa 70.00 €
(n=100) : : :
Maduro o
Vitrificados g5 4 97304 2974 3884  77.678
(n=103) ) i ) ) )
Controle (- 27.73 47.52
Imaturo (n=101)( ) 15.84 4 *CAE 4954 3.96 4 #¢,B,E
Vitrificados  32.32 A B B 41.42
i SoSh 20204 2,028 4.04 e
OPS (n_99) 9 Lol Ny, 9\
Controle (-) ;5 g5 4k 13,90 *da 2158 69.90 4C
(1=03) i ) ) )
Maduro ——
Vitrificados ;4 g7aa 9784 3278 76.08 4C
(0=92) i ) i i

Teste estatistico do Qui-quadrado (X?).
* Indica diferenca do controle positivo dentro do mesmo estagio da meiose (p<0.05).
abIndica diferenca entre o controle negativo e sua respectiva amostra vitrificada (p<0.05)

¢4 Indica diferenca entre ovocitos controles ou vitrificados dentro do mesmo tipo de
criopreservacio (Cryotop ou OPS) (p<0.05).

AB.CIndica diferenca entre os estagios da meiose dentro do mesmo grupo (p<0.05).
DE Indica diferenca entre os métodos de criopreservagio Cryotop e OPS, entre ovdcitos controles

imaturos, vitrificados imaturos, controles maduros e vitrificados maduros, em cada fase da meiose
(p<0.05).
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Tabela 2 - Taxas encontradas de acordo com as anormalidades da maturag¢ao nuclear, a partir
de ovocitos imaturos e maturados in vitro, vitrificados pelo método de OPS e Cryotop e nao
vitrificados (controles).

Método de Fusos Cromatina
Ativados
congelamen Ovdcitos Multidirecio Anormal
(%)
to nais (%) (%)
Controle (+) (n=5) 0.00 A 40.00 B 60.00 €
Controle (-) (n=6)  0.00 A 50.00 B 50.00 €
Imaturo Vitrificados
16.67 *bAD 50.00 B 33.34 "B
Cryotop (n=12)
Controle (-) (n=3) 0.004 33.33B 66.67 €
Vitrificados
Maduro 10.00 4 30.00 4B 60.00 4
(n=10)
Controle (-)
14.29 *aA 50.00 B 35.71 €
Imat (n=14)
maturo Vitrificados
OPS 4.55 *DAE 45.45 B 50.00 B
(n=22)
Mad Controle (-) (n=7) 0.00 A 42.86 B 57.14 8
AU Vitrificados (n=9) 11.11 DA 33338 55.56 C

Teste estatistico do Qui-quadrado (X?)
* Indica diferenca do controle positivo (p<0.05).
»b Indica diferenca entre o controle negativo e sua respectiva amostra vitrificada (p<0.05).

¢4 Indica diferenca entre os ovocitos criopreservados Imaturos versus Maduros dentro do mesmo tipo de
criopreservacio (Cryotop ou OPS) (p<0.05).

AB.C Indica diferenca entre os trés tipos de alteracdes cromossdmicas dentro do mesmo grupo (letra
maitscula) (p<0.05).

D:E Indica diferenca dos ovocitos vitrificados entre os métodos Cryotop ou OPS (ovécitos Imaturos ou
Maduros) (p<0.05).
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6.2 Producdao embrionaria

Neste estudo, os resultados de clivagem e producao embriondria em D7 e em D8 de
todos os grupos e tratamentos, estdo apresentados na Tabela 3. Maiores taxas de clivagem
(fig.22) e de producdo embriondria (fig.23) foram obtidas no tratamento controle + e nos
CCOs imaturos vitrificados por Cryotop. Taxas semelhantes entre os dois grupos foram
encotradas (p>0,05). Com exce¢do dos CCOs imaturos que foram vitrificados pelo método
Cryotop, todos os demais grupos de CCOs vitrificados, tanto imaturos como maturados in
vitro, apresentaram menores taxas quando comparados ao grupo controle+, tanto para
clivagem (fig.22) como para a produg@o de embrides em D7 (fig.23) e DS. Os CCOs imaturos
e vitrificados por Cryotop obtiveram resultados semelhantes aos do seu controle (-), e quando
comparado aos CCOs que foram maturados in vitro apresentaram maiores taxas de clivagem.
Nao houve diferencga estatistica (p>0,05) entre os tratamentos Controle + ¢ os Controles

negativos imaturos ou maturados in vitro em ambos os grupos (Cryotop e OPS).

Os CCOs imaturos que foram vitrificados por OPS demonstraram menores taxas do
que seu controle negativo na clivagem, assim como nas taxas embriondrias em D7 e DS8. E no
grupo dos CCOs maduros e vitrificados por OPS, nao houve diferenca na clivagem e nem nas
taxas embrionarias em D7, mas apresentou menores taxas embrionarias em D8 quando

comparados ao seu controle negativo.
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Tabela 3 - Taxa de clivagem e producao embrionaria em D7 e DS, a partir de ovdcitos imaturos

e maturados in vitro, vitrificados pelo método de OPS e Cryotop e nao vitrificados

(controles).
Método d Taxa de Taxa de
etoco ce Maturacido Tratamento Clivagem Blastocisto em Blastocist
congelamento
D7 o em D8
19 (21%
Cont. (-) 91/67 (73,6%) 22 21 (23,07%) A4 (A,a 2
Imaturos
12 (13,99
Vitrificados ~ 86/47 (54,6%)42 13 (15,11%) 4= (A,a, R
Cryotop
19 (209
Cont. (-) 95/65 (68,4%)Ab 20 (21%) A2 (A,a %)
Maduro
Vitrificados ~ 75/25 (33,3%)B<# 8 (10,6%) 3% 9 (12%)442
22 (18,89
Cont.(-) 117/84 (71,8%) A2 24 (20,5%) A4 ( Aa %)
Imaturos
8 (7,769
Vitrificados 103/37 (35,9%)A># 7 (6,8%)Ab# (A:,a,# )
OPS
20 (21,29
Cont.(-) 94/57 (60,6%) 22 18 (19,1%) 44 ( As )
Maduros
6 (7,599
Vitrificados ~ 79/32 (40,5%) 2% 7 (8,86%)A-a# ( Ab# )
Controle+  Controle . it 188/137(728%)  48(25,5%) 46 (24,4%)

Valores expressos em porcentagem (%). n: nimero de ovdcitos usados em cada experimento.

Entre parénteses o n de embrides obtidos em cada experimento.

Nao ha diferenca estatistica entre os grupos experimentais Cryo ¢ OPS em nenhum dos

tempos testados (p>0,05)

Legenda:

# indica diferenga estatistica do controle + (p<0,05)

AB indica diferenca estatistica entre os tempos 0 € 24 horas em cada grupo experimental

(p<0,05)

abe indica diferenca estatistica entre cada tratamento e seu respectivo controle negativo

(p<0,05)

Teste utilizado: qui-quadrado
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Vit. Imat. Cryo

Taxa de Clivagem dos Cocs Maduros Vitrificados

80,0%
60,0%
40,0%
20,0%

0,0%

80,0%
60,0%
40,0%
20,0%

0,0%

por OPS.

Tl a

Controle + Controle Neg.  Vit. Mad. OPS
Mad. OPS

Taxa de Clivagem dos Cocs maduros

Vitrificados por Cryotop.

g a
. ' ;
4 A«:--I

Controle + Cont.(-) Mad.  Vit. Mad. Cryo
Cryo

Figura 22 - Resultados em grafico das clivagens a partir dos CCOs Imaturos e Maduros,

Vitrificados por Cryotop e OPS.

Valores expressos em porcentagem (%). n: nimero de ovdcitos usados em cada experimento.

Entre parénteses o n de embrides obtidos em cada experimento.

Nao ha diferenga estatistica entre os grupos experimentais Cryo e OPS em nenhum dos

tempos testados (p>0,05)

Legenda:

# indica diferenca estatistica do controle + (p<0,05)

AB indica diferenca estatistica entre os tempos 0 € 24 horas em cada grupo experimental

(p<0,05)
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ab.c indica diferenca estatistica entre cada tratamento e seu respectivo controle negativo

(p<0,05)

Teste utilizado: qui-quadrado

Taxas de blastocistos em D7 de Cocs imaturos
vitrificados por Cryotop.

300% 7~ g
250% 7 1 ’ a

20,0% -
15,0%
10,0%

5,0%

0,0% -
Controle+  Controlenegativo  Vitrif. Imat.

Taxas de blastocistos em D7 de Cocs
imaturos vitrificados por OPS

30,0%

20,0% e
100% 7 3

0,0%

Controle+ [ Controle negativo M Vitrif. Imat.

Taxas de blastocistos em D7 de Cocs
maduros vitrificados porcryotop.

p-

30,0% y

20,0%

a
. A a#
10.0% -

0,0% ~
Controle + Control neg. Vit. Maduro
Mad.
Taxas de blastocistos em D7 de Cocs
maduros vitrificados por OPS.
£~
30,0% A=
20,0%
10,0%
0,0%

JControle+ K Controlneg. Mad. M Vit. Maduro

Figura 23 - Resultados em grafico da produgdo embrionaria a partir dos CCOs Imaturos e

Maduros, Vitrificados por Cryotop e OPS.

Valores expressos em porcentagem (%). n: nimero de ovdcitos usados em cada experimento.

Entre parénteses o n de embrides obtidos em cada experimento.

Nao hé diferenca estatistica entre os grupos experimentais Cryo e OPS em nenhum dos

tempos testados (p>0,05)
Legenda:

# indica diferenga estatistica do controle + (p<0,05)

ABindica diferenga estatistica entre os tempos 0 e 24 horas em cada grupo experimental

(p<0,05)
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ab.c indica diferenga estatistica entre cada tratamento e seu respectivo controle negativo
(p<0,05)

Teste utilizado: qui-quadrado

7 DISCUSSAO

7.1  Avaliacdo da cromatina

Maturagao Nuclear

E importante a anédlise das estruturas do ovocito que podem ser afetadas pela
vitrificagdo, dentre elas, uma das principais a ser observada ¢ a capacidade do ovdcito de
completar a maturacdo nuclear, pois dela dependera a continuidade do desenvolvimento do
futuro embrido (YANG, B.; TUANY, F. etal., 2010). Sabe-se que a maturacao nuclear pode
ser considerada completa pela observacdo dos cromossomos organizados em metafase II,
associados a observacdo do primeiro corpusculo polar (KING et al, 1986; EPPIG, 2001).
Técnicas de coloragdo que permitam a identificagdo e caracterizagdo do estado da cromatina
sdo importantes ¢ vem sendo extensivamente empregadas, a exemplo da coloragdo por
lacméide e Hoechst (LUNA et al., 2001; EBRAHIMI et al., 2010). Esses corantes que tem
afinidade pela cromatina tornam possivel a identificagdo de alteragdes como: fusos
multidirecionais, diploidia, degenera¢do da cromatina e interrup¢cdo da meiose em estagios
anteriores a MII. As ligeiras diferencas podem ser atribuidas ao meio de maturagao utilizado e
a época do ano em que foram coletados os ovocitos influenciado pelo fator nutricional.
(COSTA et al., 2002). A taxa de maturagdo do tratamento controle positivo - ndo vitrificados
(87,5%) foi semelhante a taxa observada por outros pesquisadores (CAMARGO, 1995; IM et
al., 1997; COSTA et al., 2002; SANTOS., 2008; YAMADA et al., 2007; MATSUMOTO et
al., 2001; FAGUNDES, 2002; WANI et al. 2004), que encontraram respectivamente, 84,0;
88,0; 84,0; 80,1; 75,9; 70,0; 82,5% de maturagdo. De fato, fica evidenciado que os

procedimentos adotados na maturacao in vitro dos ovécitos foram adequados.

Na técnica de coloracdo com lacmodide, a avaliagdo de maturacdo ¢ feita somente pela

observacdo dos cromossomos em MII. Neste caso ¢ importante observar que tanto a extrusdo
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do corpusculo polar quanto a organiza¢ao da cromatina em MII, necessitam que a estrutura de
microtibulos e microfilamentos esteja normal e funcional (CHAMAYOU et al., 2011;
BRANDAO, 2002; FAIR., 2003.). E possivel que nos ovocitos que se encontravam em
metafase I, mas com anormalidade, as injurias que normalmente ocorrem no citoesqueleto na
criopreservacao (WU et al., 1999), ndo tenham impedido a maturagdo nuclear e a expulsido do
primeiro corpusculo polar, mas tenham sido grandes o suficiente para prejudicar a
reorganizacdo dos cromossomos, ndo tendo sido possivel observar a metafase Il configurada

normalmente.

A maioria dos trabalhos relaciona a configuragao anormal da cromatina com a
desorganizacdo e o rompimento dos fusos meidticos (AMAM e PARKS, 1994; PARK et Al.,
1997; SAUNDERS e PARKS, 1999; WU et al., 1999), o que pode ter sido o fator responsavel
pelo ndo alinhamento dos cromossomos, ¢ as anormalidades da cromatina observadas nos
ovocitos submetidos a vitrificagdo. Todos estes erros estruturais sdo verdadeiros, sendo
possivel que muitos dos mecanismos fisioldgicos também estejam afetados. Wu et al. (1999)
relataram que o surgimento de fusos multidirecionais e configuragcdes muitas vezes triade,
seriam causadas pela presenga de varios centros de organiza¢ao mitotica (MTOC), ndo sendo

ainda elucidado seu mecanismo.

7.2 Producdo embrionaria

Atualmente a vitrificagdo ¢ considerada a técnica mais eficiente para a conservagado de
ovoécitos bovinos. Porém, os resultados obtidos até o presente ainda ndo permitem a sua
utilizagao como ferramenta viavel, para o armazenamento do germoplasma feminino. Injurias
decorrentes da criopreservacdo ocorrem em todos os tecidos e células, entretanto, tais lesdes
parecem estar potencializadas no gameta feminino. Essa alta sensibilidade a criopreservagao
pode ser explicada por suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais peculiares, como o
tamanho celular, volume de agua no citoplasma, organizacao do citoesqueleto, distribuicao de
organelas e estagio da meiose (FUKU et al., 1995; HOCHI et al., 1998; DIEZ et al., 2005;
ADONA et al., 2008).
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Os grupos de controles negativos foram utilizados no intuito de demonstrar que as
injurias causadas aos CCOs durante todo o processo de vitrificagdo, podem ndo somente
serem consequéncias do processo em si, mas também do stress causado a célula durante o
tempo de espera até o final de todo o processo de vitrificagdo. As taxas obtidas nesses grupos
demonstraram que nao ha influéncia na produgdo de embrides de acordo com o tempo em que

os CCOS ficam expostos a0 meio-ambiente durante a vitrificagao.

Os ovocitos ndo vitrificados que passaram pelo protocolo usual do laboratério para
maturagdo in vitro, denominado como Controle+, desenvolveram-se até os estagios de
blastocisto, em taxas satisfatorias (72,8% clivados e 25,5% de embrides), demonstrando que
os procedimentos e meios adotados para FIV e CIV foram adequados. A habilidade do ovocito
em ser fertilizado e se desenvolver normalmente requer tanto a matura¢do nuclear quanto a
maturacao citoplasmatica (HURT et al., 2000). A clivagem ¢ um bom indicativo de
sobrevivéncia apds a criopreservagdo, e as taxas obtidas neste estudo e nos demais trabalhos
atestam a viabilidade do processo. Todavia, embora as taxas de clivagem dos grupos de CCOs
maduros vitrificados por OPS (40,5%) e por Cryotop (33,3%) demonstrem que ha sobrevida e
capacidade de fertilizagao apds a vitrificagdo, foram inferior a observada no grupo de controle
+ (72,8%), demonstrando que o processo de vitrificacdo utilizado, independente do tipo de

recipiente empregado, ainda € danoso para os ovocitos maduros.

Apoés a vitrificagdo de ovocitos imaturos, estudos demonstraram alteragdes na
configuragdo dos fusos meidticos (KIM D.H et al., 2007), que foram dependentes da
exposi¢ao aos crioprotetores antes e durante a vitrificagdo. Estas alteragdes, além de outros
possiveis danos subcelulares, podem explicar a razdo da redugdo nas taxas de clivagem e do
reduzido numero de estruturas clivadas que atingem estdgios mais avangados como
blastocisto. Também no grupo controle houve uma acentuada diferenga entre a taxa de
clivagem (72,8%) e a taxa de blastocistos (25,5%), demonstrando que fatores ainda ndo
identificados e provavelmente relacionados ao processo de cultivo embrionario (LONERGAN
et al., 2003a e b), ndo oferecem as melhores condi¢des para o desenvolvimento do embrido. E
provavel que, com ovdcitos vitrificados, esse fenomeno seja intensificado e, assim, determine
a maior reducdo na taxa de blastocistos. Em funcdo disso, embora a taxa de clivagem seja um
bom critério para avaliar a sobrevivéncia, sozinho, ndo ¢ um parametro satisfatorio para

avaliar a posterior viabilidade de desenvolvimento dos ovocitos.
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Dias et al. (1999) verificaram que a vitrificagdo provoca migragdo prematura dos
granulos corticais durante a M1V, caracterizando deficiéncia na maturagdo citoplasmatica dos
ovocitos. Essa migragdo prematura levaria ao endurecimento também prematuro da zona
pelucida (VICENT et al., 1990) e, consequentemente, redugdo da taxa de fecundagao, causa
pela qual as taxas de fecundagdo e produgdo embriondrias sdo mais baixas do que as do
tratamento controle. Os procedimentos de vitrificagdo provocaram efeitos adversos,
diminuindo consequentemente, o desenvolvimento até estddios de blastocisto. Houve
diferenga estatistica (P< 0,05) entre os tratamentos de CCOs vitrificados Imaturos e
Maturados in vitro pelo método Cryotop quanto a clivagem, demonstrando melhores taxas nos
que foram vitrificados ainda imaturos.

Apesar de intimeros estudos nesta 4area, a taxa de sobrevivéncia de ovdcitos
criopreservados ainda ¢ baixa, indicando a necessidade de otimizacdo dos protocolos
(BRANDAO, 2002; VIEIRA et al., 2002; MEN et al., 2005; HORVATH and SEIDEL, 2006;
MORATO et al., 2008a; MORATO et al., 2008b; ANCHAMPARUTHY et al., 2009; YANG et
al., 2010). Foi importante observar que a taxa de embrides obtida no grupo de CCOs Imaturos
vitrificados em Cryotop (15,11%) foi superior do que a encontrada por outros autores
(MORATO et al., 2008; MEZZALIRA et al.2002;). A diminui¢do da viabilidade ovocitaria
originada pela criopreservacdo ¢ observada principalmente na redu¢do do desenvolvimento
embrionario. As taxas de producdo de blastocistos giram em torno dos 5% (VIEIRA et al.,
2002; MEN et al., 2005; KIM et al., 2007; MORATO et al., 2008a; MORATO et al., 2008b;
ANCHAMPARUTHY et al., 2009; SRIPUNYA et al., 2010) a partir de ovoécitos vitrificados,
submetidos a fecundacao ¢ cultivo in vitro.

A criopreservagdo de ovoécitos imaturos ja foi utilizada para ovocitos de suinos (Liu et
al., 2008), humanos (KUWAYAMA et al., 2005), bovinos (ZHOU et al., 2010) e felinos
(LUCIANQO et al., 2009), Tendo ja sido descritos nascimentos de bezerros a partir de ovdcitos
imaturos vitrificados (VIEIRA et al., 2002). Apesar dos estudos que avaliaram o melhor
momento para a vitrificacdo durante a maturagdo in vitro (HOCHI et al., 1998; LUNA et al.,
2001; BRANDAO, 2002; MEN et al., 2002), mostrarem resultados divergentes em resposta a
vitrificacdo. No geral, ovocitos imaturos sao considerados menos resistentes a vitrificagao e
mais susceptiveis as lesdes provocadas pelo resfriamento (ARAV et al., 1996) quando

comparados aos ovoécitos em MII (LUNA et al., 2001; ALBARRACIN et al., 2005).
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A desorganizacao dos cromossomos na placa metafasica, menores niveis de lesdes ao
citoesqueleto, além de possibilitar o armazenamento imediato do gameta feminino, sdo
vantagens atribuidas ao ovdcito imaturo que podem ter sido otimizadas com a utilizagdo deste
novo procedimento e ter proporcionado resultados muito superiores de taxas embrionarias a
partir de ovocitos imaturos de bovinos. Nas ultimas décadas as pesquisas estiveram voltadas
ao aprimoramento dessa técnica, onde foram testadas multiplas associacdes de crioprotetores
e diferentes dispositivos para armazenagem visando principalmente a reducao do volume dos
crioprotetores e o aumento da velocidade de congelamento. (KUWAYAMA et al., 2005). Os
resultados obtidos neste estudo sdo promissores, pois apontam o potencial desse método, para
a criopreservacao de ovdcitos bovinos. Com base nessas informagdes, foi possivel propor um
novo protocolo e com isso melhorar a resposta dos ovocitos viabilizando a sua utilizagdo nas

técnicas de reprodugdo assistida.

8 CONCLUSAO

A vitrificacdo de ovdcitos bovinos tanto pelo método OPS como pelo método Cryotop,
¢ hoje a técnica que mais demonstra resultados promissores em termos de preservagido de
gametas femininos de bovinos. De acordo com os resultados observados neste estudo ¢
possivel concluir que o método de vitrificagdo por Cryotop com o protocolo proposto neste
estudo ¢ menos prejudicial ao ovdcito vitrificado imaturo do que o método OPS de
vitrificagdo, gerando assim melhores taxas embrionarias do que as ja obtidas em outros
estudos até hoje. As taxas de maturagdo nuclear assim como as taxas de producdo embrionaria
encontradas neste estudo indicam que a combinacdo dos crioprotetores, os tempos de
equilibrio ou até mesmo os procedimentos de vitrificagdo realizados foram mais eficazes na
preservacdo da integridade dos ovocitos do que os ja descritos na literatura, os quais nao
encontraram tal eficiéncia na producdo de embrides a partir de ovécitos bovinos imaturos e

maturados in vitro vitrificados com uso dos mesmos crioprotetores e hastes.
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