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Resumo

SANTOS, Elisa Caroline da Silva Santos. Efeito dos métodos de vitrificacdo, OPS

e SSV, com adicdo de blogueador sintético de gelo, sobre a viabilidade de
oocitos de camundongos e bovinos. 2008, 48 f., Dissertacao (Mestrado) -
Programa de Pés- Graduacdo em Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de
Pelotas.

A vitrificacdo de odcitos € uma metodologia valiosa para a conservacao de material
genético. Este trabalho comparou o efeito dos métodos de vitrificacdo OPS e SSV,
com adicdo de copolimero Supercool™ X-1000 (copolimero), sobre a viabilidade de
o0citos maturos murinos e o0citos bovinos imaturos. Os odcitos foram vitrificados em
OPS e SSV, ambos com as concentracdes de copolimero: 0%, 0,1% e 1% e o
controle néo foi vitrificado. No primeiro experimento, 0s 00citos maturos murinos
vitrificados foram avaliados quanto a viabilidade de membrana e no segundo
experimento, quanto a clivagem. A concentracdo 0,1% de copolimero foi superior
(P>0.05) em ambos os métodos no primeiro experimento. No segundo experimento,
o tratamento SSV 0% apresentou resultado inferior (P<0.05) (9,2%) ao controle
(26,6%). No terceiro experimento, o0citos bovinos imaturos foram vitrificados e
avaliados quanto a taxa de maturacéo e viabilidade de membrana. Aparentemente,
segundo observagcBes numéricas, os resultados de todos os tratamentos parecem
ser inferiores ao controle. Os resultados desta pesquisa indicam que ambos os
métodos podem ser utilizados com a concentragdo 0,1% de copolimero, na
vitrificacdo de od6citos murinos maturos. No entanto, a vitrificacdo, seguindo os
protocolos utilizados nesta pesquisa, ndo é indicada para a criopreservacao de
odcitos bovinos imaturos.

Palavras- chave: Vitrificacdo. OPS. SSV. Supercool X-1000 ™. Oécitos.



Abstract

SANTOS, Elisa Caroline da Silva. Effect of the vitrification methods OPS and
SSV, with inclusion of a synthetic ice blocker, on the viability of mice and
bovine oocytes. 2008. 48 p., Master’s Dissertation - Programa de Pos- Graduacao
em Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de Pelotas.

Oocyte vitrification is a valuable tool for preservation of genetic material. This study
compared the effects of vitrification in OPS and SSV, with addition of Supercool™ X-
1000 (copolymer), on the viability of mature murine oocytes and immature bovine
oocytes. Oocytes were vitrified in OPS and SSV, with addition of 0.1%, 1.0%
copolymer and without copolymer, besides a control group with no vitrification.
Murine oocytes were evaluated for membrane viability, in the first experiment, and for
cleavage rate, in the second experiment. Results were superior with the
concentration of 0.1% copolymer, for both methods, in the first experiment. In the
second experiment, the SSV method without copolymer presented lower cleavage
rate (9.2%) than the control group (26.6%). In the third experiment, bovine oocytes
were vitrified and evaluated for maturation and membrane viability, but the results
were numerically inferior than those for the control group, for both methods. Those
results indicate that both vitrification methods can be used with inclusion of 0.1% of
copolymer, for mature murine oocytes, considering membrane viability, but the SSV
method without copolymer should not be used due to its low cleavage rate. However,
the procedures tested in this study are not recommended for cryopreservation of
bovine oocytes.

Key- words: Vitrification. OPS. SSV. Supercool™ X-1000. Oocytes.
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1. Introducéo Geral

A criopreservacéao de odcitos e embrides, representa um passo essencial para
a aplicacdo de outras tecnologias da reproducdo assistida, tanto na reproducéao
animal, quanto na reprodugcdo humana. Desde a primeira publicagcdo sobre
congelamento de embrides de camundongos (realizada por Whittingham et al.
1972), a criopreservacdo de embrides tem sido amplamente utlizada para a
manutencao de recursos genéticos de animais domésticos e selvagens. Atualmente,
€ um método efetivo e estabelecido para armazenar embriées de um grande nimero
de espécies de mamiferos, como bovinos (WURTH et al., 1994), camundongos de
laboratério (WHITTINGHAM et al., 1972) e também em humanos (COHEN et al.,
1988). A criopreservacdo de embrides produzidos in vitro (PIV) representa uma
ferramenta indispensavel para dinamizar e difundir o proceso da PIV (MEZZALIRA et
al., 2002).

No entanto, existem situacdes, tanto na reproducdo humana, quanto na
reproducdo animal, nas quais a opcdo de armazenar embrides ndo existe e €&
preferivel armazenar odcitos ndo fecundados. Segundo Mezzalira et al. (2002) a
habilidade de congelar o6citos pode ser valiosa para preservar importantes
linhagens genéticas, oferecendo uma série de vantagens como a preservacao de
material para o0 estabelecimento de bancos genéticos para uso futuro,
proporcionando assim, a otimizacdo do aproveitamento de gametas femininos. Além
disso, Quinn (2005) afirmou que resultados obtidos na criopreservacado de odcitos
murinos podem ser usados como modelo para a criopreservacdo de odcitos
humanos. Na medicina humana, o desenvolvimento de uma técnica de
criopreservacao de odcitos podera beneficiar pacientes com problemas oncoldgicos,
de fertilidade, portadores de doencas genéticas, ou até mesmo, aqueles que
necessitem adiar a gestacdo por motivos pessoais ou profissionais (GALBINSKI et
al., 2003).

O rapido desenvolvimento das tecnologias de reproducéo assistida como a
maturacao, a fertilizacdo e o cultivo in vitro, conduziu a um aumento da necessidade
de criopreservacdo de odcitos mamiferos. A possibilidade de criopreservar com
sucesso od6citos bovinos imaturos, permitiria seu armazenamento apos a puncao
folicular realizada a campo, eliminando a necessidade de um laboratorio para

fecundacdo in vitro préximo aos locais de aspiracdo, o que otimizaria a PIV. Desse
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modo, figuram como imprescindiveis os procedimentos de congelamento de
gametas femininos (COSTA et al., 2002).

Devido ao desenvolvimento relativamente baixo de embrides procedentes de
oocitos congelados, estes ndo tém sido amplamente utilizados (CETIN e BASTAN,
2006). As taxas de sucesso da criopreservacao de odécitos humanos ainda séo
inconsistentes e inconstantes na sobrevivéncia oocitaria, fecundacdo in vitro,
clivagem, assim como taxas de gestacdo e de nascimento (KO et al.,, 2007). Em
bovinos, os resultados ainda ndo sao satisfatérios a ponto de justificarem seu
emprego como uma técnica economicamente viavel (COSTA et al., 2002).
Diferentemente do que ocorre com o00citos murinos, 0s quais ja foram
criopreservados com sucesso (CARROL et al., 1993; WOOD et al.,1993; HUANG et
al., 2007)

Em bovinos, a atencdo estava sendo focada na criopreservagdo de odcitos
maturos. Entretanto, neste estagio o odécito se encontra em metafase Il (Mll),
apresentando o primeiro corpusculo polar extruso e cromossomos arranjados no
fuso meidtico (FABBRI et al., 2000). A criopreservacao nesta fase pode ocasionar
anomalias, devido a ruptura da arquitetura do citoesqueleto, pois a organizacao
apropriada do fuso meidtico é essencial para o alinhamento correto e segregacao
dos cromossomos (FABBRI et al., 2000; VIEIRA et al.,, 2002). Neste contexto,
Sauders e Parks (1999) relataram que o fuso meidtico em odcitos em Mil é
extremamente suscetivel a danos durante o congelamento, o que relaciona a
criopreservacédo com a baixa competéncia de desenvolvimento.

Por outro lado, odcitos imaturos, em fase de profase da primeira divisao
meidtica e com vesicula germinativa (VG) proeminente, ainda nao tiveram o fuso
meiotico formado (FRIEDLER et al., 1988, VAN BLERKOM, 1989). Estes odcitos,
teoricamente, seriam mais resistentes a criopreservagdo, devido a cromatina estar
protegida em uma vesicula limitada por membrana e por evitar danos ao fuso
(SAUDERS e PARKS, 1999). Entretanto, assim como 0s o0citos em metéafase I, em
o0citos imaturos, a criopreservagao provoca aumento nos indices de poliploidia e
diminuicdo das taxas de fecundacédo (FRIEDLER et al., 1988; MIKICH et al., 1988).
Hochi et al. (1998) relacionaram este fato as células adjacentes ao odcito imaturo, as
células da corona radiata, devido a estas apresentarem longas extensdes
citoplasmaticas, as quais penetram na zona pellcida e se expandem associando-se

com a membrana do odcito. A presenga de comunicacao intercelular, através de
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juncdes gap, entre as células do cumulus oophorus e o odcito, tém importante papel
na cooperacdo metabodlica durante o recomeco da meiose, para finalizar a
maturacdo do odcito. Contudo, Le gal e Massip (1999) sugerem que estas
comunicacdes celulares podem apresentar sensibilidade a criopreservacao, fato que
explicaria 0 insucesso da criopreservacao em o00citos imaturos de varias espécies.
Tanto oo0citos quanto embrides sofrem danos morfolégicos ou funcionais
consideraveis durante a criopreservacao (VAJTA E KUWAYAMA, 2006). Estes
autores relataram que a extensdo da lesdo depende de varios fatores, tais como,
tamanho, forma celular, permeabilidade da membrana, qualidade e sensibilidade de
olcitos e embrides. Entretanto, todos esses fatores podem variar entre espécies,
estagio do desenvolvimento e ainda quanto a origem, ou seja, se foi produzido in
vitro ou in vivo.

Fatores morfologicos também explicam a baixa viabilidade de od6citos
criopreservados, como a qualidade oocitaria (MEN et al.,, 2002) e, pelo fato de
apresentarem-se como uma célula Unica, com grande tamanho (maior célula dos
mamiferos), alta relagcdo volume/superficie, presenca de uma membrana simples,
sensibilidade dos fusos metafasicos ao resfriamento, presenca de zona pellcida,
além de muitas camadas de células da granulosa que formam o complexo cumulus-
oocito (LE GAL e MASSIP 1998 e 1999). Estas caracteristicas comprometem o
influxo ou o efluxo dos crioprotetores no odcito (FABRI et al., 2000).

O resfriamento de odcitos até 24 °C ndo altera a formacdo dos fusos
meidticos. No entanto, o resfriamento a 4 °C ou menos, por apenas 10 minutos,
reduz a formacdo dos fusos normais e a taxa de fecundacao (WU et al.,, 1998).
Muitos odcitos e embrides tém a capacidade de reparar estes danos plenamente ou
parcialmente, podendo dar continuidade ao desenvolvimento normal (VAJTA e
KUWAYAMA, 2006). Estes autores afirmaram que o propoésito da criopreservacao é
de minimizar os danos e auxiliar as células a se regenerarem.

As formas mais comuns de criopreservacdo do gameta feminino sdo o
congelamento lento e a vitrificacdo. No congelamento lento, os odcitos sé&o
gradativamente expostos a temperaturas cada vez mais baixas, a partir do
equipamento programavel que realiza automaticamente a velocidade de
resfriamento requerida. Diversos autores associaram o congelamento lento com
alteracbes como dispersdao cromossdmica, despolimerizacdo dos microtubulos,
modificacdes nos fusos (SAUNDERS e PARKS, 1999; WU et al., 1998) e disrupcao
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celular (FABBRI et al., 2000). Os métodos de congelamento lento implicam na
precipitacdo da agua em gelo, sendo que, durante este processo, varios danos
podem ocorrer, como a formacéao intracelular de cristais de gelo e também danos
gerados pela alta concentracdo de solutos (AMBROSINI et al., 2006). Dentro deste
contexto, evidencia-se a necessidade de novas estratégias para a prevencao destas
lesbes.

Durante as ultimas décadas, varios métodos de criopreservacao de odécitos e
embribes foram desenvolvidos. Entre estes métodos, a vitrificacdo foi considerada
por Vajta et al. (2006), um método viavel para a preservacédo de odcitos e embrides.
Segundo este autor, vitrificacdo € o fendbmeno da solidificacdo da agua sem a
formacdo de cristal de gelo. Entretanto, o termo também se refere a fase de
transicdo de solucdes aquosas, entre o estado liquido e o estado vitreo (solido)
(AMBROSINI et al., 2006). O processo pode ser descrito como extremo aumento da
viscosidade das solugbes, com beneficios inquestionaveis, como a eliminacdo dos
cristais de gelo (VAJTA e KUWAYAMA, 2006), causa mais perigosa da “crioinjaria”
(DHALI et al., 2007). Esta técnica foi primeiramente utilizada em torno de 70 anos
atras por Luyet et al., (1937) na preservacao de tecidos biolégicos. A partir disso,
varios métodos de vitrificacdo tem sido desenvolvidos, como palheta aberta
estendida (OPS - VAJTA et al., 1998), microgotas (PAPIS et al., 2000), grades de
microscoépio eletrénico (MARTINO et al., 1996), hemi-straw (VANDERZWALMEN. et
al, 2003), nylon mesh (MATSUMOTO et al., 2001), cryoloop (LANE et al., 1999),
cryotop (HOCHI et al., 2001) e vitrificacdo em superficie solida (SSV — DINNYES et
al., 2000).

Deste modo, Galbinski et al., (2003) relatou que durante a vitrificacdo 0s
o0citos sdo expostos de maneira muito rapida a baixas temperaturas e, quase
imediatamente apds seu contato com a solucéo crioprotetora, sdo congelados. No
entanto, para a formacdo do estado vitreo, sdo necessarias altas concentracdes de
crioprotetor (VAJTA, 2000) e extremo aumento das taxas de
congelamento/reaquecimento (VAJTA e KUWAYAMA, 2006).

A respeito da importancia dos crioprotetores penetrantes, os quais evitam a
formacdo de gelo dentro da célula, Arav et al. (1993) afirmou que a alta
concentracao requerida nas solucdes de vitrificacdo é toxica e pode causar alteracéo
osmaética. A fim de minimizar a toxicidade das solucdes, Vajta et al. (2000),

sugeriram a utilizacdo de substancias menos toxicas, a associagdo de diferentes
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crioprotetores, a exposicao prévia a menores concentracdes de crioprotetores e a
reducdo do tempo de exposicdo a solucdo de vitrificagao.
Neste contexto, Wowk et al. (2000) propuseram o0 uso de um polimero

sintético, formado por polivinil &lcool, denominado X-1000 (Supercool™

21st Century
Medicine Inc., Rancho Cucamonga, CA, USA), para evitar a formagdo de gelo
intracelular. Estes mesmos autores sugerem que este polimero se assemelha em
funcionalidade com as proteinas anticongelamento (AFPs) e com as glicoproteinas
anticongelamento (AGFPs), presentes em peixes polares e em alguns insetos, as
quais permitem um super resfriamento dos fluidos corporais abaixo da temperatura
de equilibrio de congelamento. Entretanto, polimeros como o X-1000 (copolimero)
apresentam menor custo e podem ser produzidos em larga quantidade,
diferentemente das proteinas anticongelamento. Wowk et al. (2000) também
relacionam o copolimero com a reducdo da toxicidade dos crioprotetores, devido a
sua capacidade de se fixar e inativar impurezas, as quais podem levar a formacéo
de gelo em agua ou outras solucdes.

Carrol et al. (1993) relataram pela primeira vez que oo6citos de camundongos
podem ser criopreservados com sucesso utilizando PVA no meio criopreservacgao,
no entanto, obtiveram baixa fecundacdo. Macedo et al., (2006) adicionaram 1% de
copolimero no meio de vitrificacdo e obtiveram bons resultados quanto ao teste de
penetracdo in vitro de odcitos suinos vitrificados.

A vitrificacdo de odcitos ja foi obtida com sucesso em diversas espécies de
mamiferos, incluindo, camundongos (FAHY et al.; 2004 e MEN et al., 1997), bovinos
(OTOl et al., 1998; LE GAL e MASSIP, 1999; LIM et al., 1999) e humanos (HUNTER
et al.,, 1995). Em bovinos, ja foram produzidos blastocistos a partir de od0citos
imaturos vitrificados (KUCHENMEISTER et al., 1997) e nascimentos (SUZUKI et al.,
1996; VIEIRA et al.,, 2002; VIEIRA et al.,, 2007). No entanto, as taxas de
desenvolvimento até o estagio de blastocisto e de nascimento, ainda sé&o
consideradas baixas, quando comparadas com as obtidas com oécitos frescos (LI et
al., 2002; VIEIRA et al., 2002). A fim de obter melhores taxas de desenvolvimento
embrionério estdo sendo propostos métodos de vitrificagcdo que utilizam pouco
volume de meio, como OPS ou SSV.

O método de vitrificacdo que utiliza palheta estendida (OPS), desenvolvido
por Vajta et al. (1998) é simples, de baixo custo e proporcionou um grande aumento

na velocidade de congelamento, devido a redug&o do volume de meio crioprotetor e
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ao afinar a camada da palheta, a qual separa o agente de congelamento, o
Nitrogénio liquido (N,L), da solucédo de vitrificacdo. Chen et al. (2000) avaliaram a
utilizacdo do método OPS em od0citos de camundongos, e consideraram que O
método OPS preserva a morfologia do fuso e de cromossomos, resultando em
melhores resultados do que as palhetas tradicionais.

J& o método de vitrificacdo em superficie sélida (SSV), desenvolvido por
Dinnyes et al. (2000) também é simples, e em relacdo as vantagens que o método
OPS apresenta, oferece melhorias, como a eliminacdo da camada que separa as
amostras do N,L, sendo este um dos obstaculos para aumento de taxas no método
OPS, pois ao mergulhar uma palheta dentro do N,L se forma uma camada de gas
em torno da parede da palheta por alguns segundos. O método SSV minimiza este
problema, aumentando ainda mais as velocidades de congelamento.

Em ambos os métodos de vitrificacdo sdo utilizados tempos de exposicao
curtos em altas concentracdes de crioprotetores, antes e ap0s o congelamento,
diminuindo assim os seus efeitos toxicos. Estes métodos de vitrificacdo melhoraram
as taxas de desenvolvimento e de nascimento, sendo considerados métodos viaveis
por Li et al., (2002). Desta maneira, a vitrificacdo é considerada um procedimento
promissor para a criopreservacdo de oocitos e embrides. Um dos maiores desafios
seria estabelecer um método de vitrificagdo aplicAvel em diferentes espécies e
estagios de desenvolvimento do odcito (VAJTA et al., 2000).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a integridade de membrana e a
viabilidade de od6citos imaturos bovinos e oécitos maturos de camundongos,
vitrificados através dos métodos de palheta estendida (OPS) e superficie sélida

(SSV), ambos com diferentes concentracdes de Supercool™ X-1000.
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Resumo

A vitrificacdo de odcitos é uma metodologia valipsaa a conservacdo de material genético.
Este trabalho comparou o efeito dos métodos ddicagdo OPS e SSV, com adicdo de
bloqueador sintético de gelo (Superc8olX-1000, copolimero), sobre a viabilidade de
o0citos maturos murinos e oocitos bovinos imatuBssoocitos foram vitrificados em OPS e
SSV, ambos com as concentracdes de copolimero:00P% e 1% e o controle nao foi
vitrificado. No primeiro experimento, os odcitos tommas murinos vitrificados foram
avaliados quanto a viabilidade de membrana e nanslegexperimento, quanto a clivagem. A
concentracdo 0,1% de copolimero foi superior (F30edn ambos os métodos no primeiro
experimento. No segundo experimento, o tratameBtd @6 apresentou resultado inferior
(P<0.05) (9,2%) ao controle (26,6%). No terceirpezkmento, odcitos bovinos imaturos
foram vitrificados e avaliados quanto a taxa deumagfio e viabilidade de membrana.
Aparentemente, segundo observacdes numeéricas, safad®s de todos os tratamentos
parecem ser inferiores ao controle. Os resultadstadpesquisa indicam que ambos 0s
meétodos podem ser utilizados com a concentracd@ dd copolimero, na vitrificacdo de
oocitos murinos maturos. No entanto, a vitrificggseguindo os protocolos utilizados nesta
pesquisa, ndo é indicada para a criopreservacaoai®s bovinos imaturos.

Palavras- chave:Vitrificagdo. OPS. SSV. SupercotlX-1000. Odcitos.



Abstract

Oocyte vitrification is a valuable tool for presation of genetic material. This study
compared the effects of vitrification in OPS andVSSwith addition of ice blocker
(Supercoo™ X-1000, copolymer), on the viability of mature rime oocytes and immature
bovine oocytes. Oocytes were vitrified in OPS arffVSwith addition of 0.1%, 1.0%
copolymer and without copolymer, besides a congm@up with no vitrification. Murine
oocytes were evaluated for membrane viability hia first experiment, and for cleavage rate,
in the second experiment. Results were superidr thié concentration of 0.1% copolymer,
for both methods, in the first experiment. In tleeand experiment, the SSV method without
copolymer presented lower cleavage rate (9.2%) tharcontrol group (26.6%). In the third
experiment, bovine oocytes were vitrified and estdd for maturation and membrane
viability, but the results were numerically infarithan those for the control group, for both
methods. Those results indicate that both vitrifaca methods can be used with inclusion of
0.1% of copolymer, for mature murine oocytes, cdelshg membrane viability, but the SSV
method without copolymer should not be used duédstdow cleavage rate. However, the
procedures tested in this study are not recommefailentyopreservation of bovine oocytes.

Key- words: Vitrification. OPS. SSV. Supercddl X-1000. Oocytes.
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1. Introducéo

A criopreservacao de odcitos € a biotécnica queiipero armazenamento de gametas
femininos por longos periodos. Esta biotecnologiap@rcionou uma série de vantagens,
como a conservagao de espécies, tratamentos dgliddde e preservacado de material para
estabelecimento de bancos genéticos. Odcitos deinthimgos podem ser usados como
modelo para a criopreservacao de odcitos humaogs)ds e espécies ameacadas de extingdo
(Stachecket al., 1998).

Neste contexto, a criopreservacdo de odcitos n@dapao humana pode se tornar uma
alternativa, devido as complicacfes éticas e legdasadas para embrides (Coticckial .,
2004). Ja em bovinos, a possibilidade de criopvagéo de odcitos imaturos permite seu
armazenamento logo apods a puncdo folicular, elintioa necessidade de fecundacéestro
em locais proximos a puncédo, otimizando assim, alygéoin vitro de embrides (PIV)
(Yamadaet al., 2007).

A criopreservacdo de odcitos ja foi realizada emerdas espécies. No entanto, a
eficiéncia no desenvolvimento de embrides procedede odcitos criopreservados ainda é
muito baixa (Cetin e Bastan, 2006). Um dos fatopes limita o sucesso € a ocorréncia de
injurias, pois as células sdo expostas a variddos te estresse, durante a criopreservagao,
como a formacao de gelo intra ou extracelular,diatcdo descontrolada e formacao de
bolha de gas (Araet al., 1993). Além disso, o6citos e pronucleos sao malseraveis a
danos na membrana celular que embrides 2-8 cédulasn estdgios posteriores (Berrgirt
al., 1994).

Tanto odcitos maturos, quanto imaturos, apresergansibilidade ao congelamento,
sendo que, em maturos pode ocorrer ruptura dosqiteteto e injurias no fuso meiético
(Aman e Parks, 1994). J4 os imaturos se intercaramnicom as células doumulus-
oophorus, através de jungBes gap. Essa comunicacdo tenrtanp® papel na cooperacao
metabolica durante o recomec¢o da meiose, parazéna maturacdo do odcito (Hoahial.,
1998) e poder ser sensivel a criopreservacdo. Agadilidade de membrana também é
diferente com relacdo ao estagio de maturacao diboo@dlagnussoret al., 2007). Odcitos
maturos apresentam maior permeabilidade ao crigforoe a agua, que odécitos imaturos
(Agca et al., 1998). Entretanto, o citoesqueleto € mais susdedi danos causados pelos

crioprotetores em odcitos imaturos (Metral., 2002).
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Avancos neste contexto tém sido obtidos, comoa@tafpor Cetin e Bastan (2006) e
Yamada et al., (2007), quanto a maturacdo de odcitos bovinoaturos vitrificados.
Mezzaliraet al., (2002) alcangaram boas taxas de desenvolvimemtwionario, e Vieirat
al., (2002) e Vieireet al. (2007) obtiveram nascimentos a partir de o0dimanos imaturos
vitrificados.

Durante véarias décadas foram padronizados divenstsdos de criopreservacdo, sendo
que a vitrificacdo foi considerada o método ma#évei para a preservacdo de odcitos e
embrides por Vajtat al. (2006), e ja tendo sido aplicada com sucessoresepracao de
oocitos humanos (Jutee al., 1987b), de camundongos (Judtel., 1987a), coelhos (Kasel
al., 1992) e bovinos (Atabag al., 2004).

A vitrificagdo € um processo de congelamento ramde envolve o uso de altas
concentracdes de crioprotetores e induz a soldifio, formando um estado vitreo em células
vivas, devido a alta viscosidade da solucdo (Dealal., 2007). Logo apds a rapida
permanéncia nas solucdes crioprotetoras, as amosfia mergulhadas diretamente no
nitrogénio liquido (ML). Este modo de congelamento pode minimizar a &gé&o de cristais
de gelo dentro da célula (Rall e Fahy,1985), ccemabem injurias ao citoesqueleto do odcito.

Neste contexto, Wowet al., (2000) propuseram o uso de um polimero sintéticanado
por polivinil alcool (PVA, 20% vinil acetato e 809il alcool), denominado Supercd¥X-
1000 (21st Century Medicine Inc., Rancho Cucamo@dg,USA), para evitar a formacao de
gelo intracelular. Este polimero reduz a toxicidadies crioprotetores, devido a sua
capacidade de se fixar e inativar impurezas, as guoaem levar a formacgéo de gelo em agua
ou outras solucdes (Wowt al., 2000). Em 2006, Maceds al, obtiveram sucesso em teste
de penetracdo em od0citos suinos vitrificados cond@%opolimero no meio de vitrificacéo.

A fim de aumentar a viabilidade e melhorar as tad@slesenvolvimento apés FIV de
oocitos submetidos a criopreservagéo, varios métoge utilizam pouco volume de meio
tém sido testados, como palhetas abertas esten@dR, Vajtaet al., 1998) e superficie
sélida (SSV, Dinnyest al., 2000).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito dosaués de vitrificacdo OPS e SSV, e a
adicao de diferentes concentracdes do copolimet60€ nas solucdes de vitrificacdo, sobre
a viabilidade de membrana de od4citos murinos matera taxa de clivagem apos FIV, assim

como, a viabilidade de membrana e a taxa de maiige oocitos bovinos imaturos.



23

2.Materiais e Métodos

2.1 Experimento 1: Viabilidade de membrana de oéaiturinos

2.1.2 Coleta de odcitos

Para a coleta de oocitos foram utilizados fémeadidaagens SWISS-ALBINA/UFPel e
BALB/c, aleatoriamente. As fémeas utilizadas nestperimento foram submetidas a um
protocolo de superovulacdo, através da aplicacd@-peritonial (i.p.) de 10 Ul de
gonadotrofina coridnica equina (eCG) (NovormgrSintex S.A.; Argentina) e apdos 48- 52h
receberam a aplicacédo de 10 Ul de gonadotrofin@drdoa humana (hCG) (Choragdn
Ferring Pharmaceuticals; Alemanha).

As fémeas foram sacrificadas através de deslocamesrvical entre 15-16h pds a
aplicacdo do hCG. Os ovidutos foram retirados etith@® em gota de 500 pl de meio M2
(M7167, Sigma) acrescido de 50% de soro fetaluadt (Sigma). Posteriormente realizou-se
a ruptura da ampola do oviduto, com agulha hipoa&n80 G e pin¢a, sob lupa
estereomicroscopica. Foram recuperados os comptexagus oophorus (COC’s) maturos

(em MiII) e separados em gota de 500 ul de meio M2.

2.1.3 Vitrificagcéo

Antes da vitrificacdo, foram removidas as céluasumulus oophorus dos COC'’s,
em PBS contendo 80 Ul/ml de Hialuronidase (H-3%ki§ma). Logo apds, os odcitos foram
transferidos para gota de 500 pl de meio M2 e adadi conforme sua integridade
morfoldgica.

Para a vitrificacdo, os odécitos foram divididos dois grupos quanto ao método de
vitrificacdo, OPS e SSV, e um grupo controle (T&Cyual, ndo foi vitrificado. Cada método
de vitrificagdo foi dividido em 3 tratamentos, commhe a concentragcdo do copolimero: 0%,
0,1% e 1%.

No método de vitrificacdo OPS, os odcitos foramilégados por 1,5 min. na primeira
solucdo (VS1): TCM 199, 1,4M dimetil sulfoxido (DM$, 1,8M Etilenoglicol (EG) e
copolimero, conforme o grupo, e transferidos pasagunda solug¢éo (VS2): TCM 199, 2,8M
DMSO, 3,6M EG, 0,6M sacarose e copolimero, confosrgeupo, durante 30 seg. Os 06citos
foram envasados em palheta estendida, as quaisapeceram por 3 seg no vapor de

nitrogénio para a imersao.
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No método SSV, os odcitos foram equilibrados magira solucao (4% de EG, TCM
199, 20% de SFB e copolimero, conforme o grupojarte 10 a 15 min., em 37 °C. Logo
apos, foram adicionados a segunda solugédo (35%]e&s% de PVP, 13,7% de sacarose,
TCM 199, 20% de SFB e copolimero, conforme o grypm) 30 seg. Grupos de 3 olcitos
foram mantidos em @l da segunda solucéo e depositados sob a formabtds, gsobre a
superficie de metal. A superficie utilizada se em@va sobre o nitrogénio liquido, de forma
que este encostasse seu fundo, mantendo-a emd®ri&0 °C. As gotas depositadas foram
acondicionadas em palhetas de 0,5 ml, as quaigaestancaixadas na superficie de metal,
através de pequenos furos com o mesmo diametraldat@. Na parte inferior as palhetas se
encontravam vedadas com massa de modelar. Apdsnmeéda vitrificacdo, as palhetas
foram retiradas do sistema SSV e vedadas com nuessaodelar na parte superior e
acondicionadas em botijdo delNdurante, pelo menos, uma semana. ApOs este téonpo

realizada a desvitrificacao.

2.1.4 Desvitrificacao

A desvitrificacdo dos odcitos vitrificados atravids método OPS foi realizada atraves
da permanéncia de 5 minutos em trés solucdes deosaqSynth): 0,5 M, 0,25 M e 0,125 M,
nesta ordem respectivamente, em 37° C.

Para a desvitrificagdo dos odcitos vitrificadosads do método SSV, foi utilizada a
solucéo de trealose 3 M (1264, Vetec), durantertutos.

ApoOs a passagem nas solucdes de desvitrificagdos tos odcitos foram mantidos em
meio 199 Hank’s (Nutricell, ltda).

2.1.5 Avaliacdo da viabilidade

A viabilidade dos odcitos vitrificados foi avaletbgo apds o reaquecimento, através
da observacédo da integridade da membrana, seguetddaiogia descrita por Som#tial.
(2006).

Para esta avaliacdo, os odcitos foram mantidoantirl0-15 min, a 37° C, em PBS
acrescido de 5 mg/ml de BSA, contendo 1 pg/ml de®ato de Fluoresceina (FDA, Sigma
F- 7378), 10 pg/ml de Hoeschst 33342 (Sigma, B-22650 ug/ml lodeto de Propideo (P,
Sigma P- 4170). A avaliagdo foi realizada sob Ivzedn microscopio de epifluorescéncia.Os
oocitos foram classificados em lesionados, integrosom pequenas lesdes, sendo que,

somente estes dois ultimos foram considerados igia@s considerados integros tiveram seu
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citoplasma corado de verde (FDA positivo) e o aatidenuclear corado em azul (Hoeschst
33342). Os considerados lesionados apresentaramacab vermelha no citoplasma (PI) e no
conteudo nuclear (Hoeschst 33342 e PI). Odbcitos gmmuenas lesdes apresentavam
citoplasma corado em vermelho (Pl), porém o cormenddclear apresentava-se integro,

corado em azul (Hoeschst 33342).

2.2 Experimento 2: Fecundagifovitro de odcitos vitrificados de camundongos

2.2.1 Fecundacéaa vitro

Nesta etapa foi avaliado o desenvolvimemimbrionario de odcitos vitrificados e
fecundadosn vitro. Para isso, foram utilizados camundongos dasdemsC57BIl e C57BI X
BALB/c. Os odcitos foram coletados ja maturos, catescrito anteriormente, e logo apds a
coleta foram vitrificados. Para isso, foram diviidem trés grupos quanto ao método de
vitrificacdo: OPS, SSV e grupo controle ndo vitafio (TC). Em cada método de
vitrificacdo, os odcitos foram divididos em doiatamentos quanto a concentracdo do
copolimero: 0,0 e 0,1%.

ApoOs a vitrificagdo, os odcitos foram desvitrifiogdconforme descrito anteriormente, e
submetidos a fecundacdio vitro (FIV). Para cada FIV, foi utilizado um pool de sande
dois machos sacrificados por deslocamento cerviDal.testiculos foram abordados por
laparotomia, sendo removida a cauda do epididimparee do ducto deferente em uma placa
de Petri 35 mm de diametro (Cornimg contendo 1000 pul de meio M16 (M7292, Sigma
acrescido de 10% de soro fetal inativado. Pardetacdo sémen foi realizado o rompimento
das estruturas anatdmicas, com auxilio de agulipaslérmicas (30G). A placa contendo os
espermatozoides foi mantida durante 1h e 30 mimen2 estufa com 37° C e 5% de {p@ra
a capacitacdo, em meio M16 (Sigma) acrescido de d@®%oro fetal inativado. Apds este
tempo, foram avaliados motilidade/vigor e calculadsoncentracdo para a obtencdo da dose
inseminante de 2 x f20espermatozéides/ml. Os espermatozéides e os s6fI@M
transferidos para gotas de 200 pl de meio M16 eidesle 10% de soro fetal inativado,
recobertas por 6leo de silicone e mantidos em a&stoftrolada durante 4 — 6h. Apds, os
provaveis zigotos foram lavados e transferidos patas de 100 pl do mesmo meio de FIV,
recobertas por 6leo de silicone e mantidas emastuitrolada, a 37 °C e 5% de £ fara o
cultivo. Os zigotos foram avaliados quanto a cleragapos 48 h de cultivo.

2.3 Experimento 3: Vitrificacdo de o0citos imatubamyinos
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2.3.1 Coleta dos odcitos bovinos

Foram utilizados ovarios coletados em abatedogrmantidos em solucdo salina
0,9% a 36° C. Os oocitos foram coletados por asirdolicular, sendo utilizados somente
foliculos com 2 —8 mm de diametro. Os odcitos foemaliados e classificados, somente os
que continham 3 ou mais camadas de células do eam@limulus oophorus e citoplasma

homogéneo foram vitrificados.

2.3.2 Vitrificacéo

Para a vitrificacdo, ndo foram retiradas as céldtasomplexacumulus oophorus. Os
oocitos foram divididos em grupos conforme os mésode vitrificacdo (OPS e SSV) e
concentracdo de copolimero, conforme descrito imogito experimento e grupo controle nao
vitrificado. A desvitrificacdo também foi realizadta mesma maneira como no primeiro

experimento.

2.3.3 Maturagéo

ApOs o reaquecimento, os oocitos foram lavadosvieges em meio de maturagé&o
vitro (MIV) e colocados para maturar, em meio composiop PFCM Hank’s (Sigma®, -
Aldrich, Alemanha), 10Ul de FSH (Foltropin V®, Vetearm, Canada), 10% de soro fetal
bovino inativado (Sigma®, -Aldrich, Alemanha), 10/ cisteamina e 0,8335 mg/ml de
sulfato de amicacina (Eurofarma, S&o Paulo). Faralmcados de 20-25 odcitos por gota de
200 pl de meio MIV, e mantidos durante 22 - 24 hemtufa controlada, com 5% de £©
39° C. Ap6s o tempo de maturacdo, os odcitos fodasnudados utilizando 80 Ul de
Hialuronidase (H-3506, Sigma) e foram avaliadosntpa viabilidade de membrana e estado

de maturacdo nuclear.

2.3.4 Avaliagdo da viabilidade
A viabilidade dos odcitos foi avaliada através mtegridade de membrana, conforme

metodologia descrita no primeiro experimento.

2.4 Analise Estatistica

Os dados dos experimentos foram avaliados atravggatrama Statistix® 8.0. No
primeiro experimento, a taxa de viabilidade em dagamento foi inicialmente comparada
através do teste qui-quadrado®(XApds isso, os dados foram comparados através de

regressao logistica, onde cada tratamento, mémumimero foi considerado um caso e
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comparado com os demais quanto a taxa de viab#idad odcitos néo vitrificados foram
utilizados como controle. O risco da taxa de o&ciidveis (integros) foi estimado por razéao
de chanceddds ratio) e o intervalo de confianca foi de 95%. Dez awélidiferentes foram
conduzidas, cada uma comparando um dos tratam@ng&iedo/copolimero) como nivel de
referéncia contra os demais.

No segundo experimento, foram comparados primemganeos métodos de
vitrificagdo/copolimero e a taxa de clivagem, asdo teste qui-quadrado3XApos, foi
realizada a regressao logistica, na qual cadartesttm, método/copolimero foi considerado
um caso e comparado com 0s demais quanto a teotevalgem. No terceiro experimento, 0s
dados nédo foram analisados estatisticamente, egdduda grande variacdo nos dados. Isto
ocorreu devido o pequeno nimero de odcitos em glgwpos, ocasionado pela baixa taxa de

maturacao obtida.

3. Resultados

No primeiro experimento foi avaliada a viabilidade membrana de odcitos murinos
maturos pos-vitrificacdo. Foram utilizados nest@egxnento 527 odcitos, sendo 270 no
método OPS, 194 no método SSV e 59 no controletaNegliacdo observou-se que o
método OPS (62,6%) foi superior (P< 0,05) ao méts&y (53,1%). No entanto, os dois
métodos foram inferiores (P < 0,05) ao grupo cdatfd00.0%) (tabela 1). Quanto a
concentracdo de copolimero, os dados foram avaliattavés de Regressdo Logistica. A
concentracdo de 0,1% em ambos os meétodos (tabgldoDZuperior que os demais
tratamentos com relacéo a integridade de memb@s&atamentos com 1% de copolimero
foram inferiores que os demais, em ambos os métbeledrificacdo (tabela 2).
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Tabela 1 Viabilidade de membrana de odcitos de camundongaficados através dos
métodos OPS e SSV.

Método de Vitrificagédo

Viabilidade or$ SSV Controlé Total
n (%) n (%) n (%)

Lesso 101 (37,4) 91 (46,9) 0 (0,0) 192

Integros 169 (62,8) 103 (53,19 59 (100,0) 331

Total 270 194 59 464

Letras diferentes na mesma linha apresentam difarestatistica (P < 0,05OPS- Vitrificacdo em Palhetas
Abertas EstendidadSSV -Vitrificacdo em Superficie Solidiontrole- Odcitos frescos no vitrificados

Tabela 2 Integridade de membrana de odcitos de camundadoeetidos aos métodos de
vitrificagcdo (OPS ou SSV), em solucdes de vitrif@a com diferentes concentracfes do
copolimero.

Integridade de Membrana

Método Copolimero (%) Lesionado (%) integro (%) Total

0.0 43 (37,1) 73 (62,9) 116

OPS 0,1% 14 (20,6) 54 (79°4) 68
1,0% 44 (51,2) 42 (488) 86
0,0 41 (47,1) 46 (52,95 87

SSV 0,1% 19 (33,9) 37 (66°D) 56
1,0% 31 (60,8) 20 (39.2) 51

Total 192 272 464

Letras diferentes correspondem a diferenca edtati@®< 0,05) entre os grupos e entre os métodos.
Lesionado-Odcitos com lesdo nas membranas celulares; Int€yoitos sem lesdo nas membranas celulares;
OPS- Vitrificagdo através de palheta aberta estendid8V-Sitrificacdo através de superficie solida;
Copolimero- Diferentes concentrag@es de copolimero.

No segundo experimento, a viabilidade foi avalicateavés da clivagem, apds a
fecundacaain vitro dos odcitos murinos submetidos a vitrificagdo.aRorutilizados 294
odcitos, 93 no método OPS, 137 no SSV e 64 noaentds odcitos foram avaliados quanto
ao desenvolvimento embrionario, sendo que, foransiderados clivados 0s odcitos que se
desenvolveram até o estagio de duas ou quatroaséliNa tabela 3 os resultados
demonstraram que o tratamento SSV sem o copolifoemferior (9,2%) (P<0,05) quando
comparado com os demais tratamentos e controle. dd¢osis tratamentos e no grupo

controle, ndo vitrificado, ndo houve diferenca.



29

Tabela 3 Clivagem de odcitos murinos fecundadositro apés vitrificacdo em OPS e SSV
utilizando diferentes concentracdes de copolimero

Método de Vitrificacédo

Clivagem OPS 0,0 (%) OPSO0,1% | OPS0,0 (% SSV0,1(%) Controle  Total

N&o clivado 38 (76,0) 34 (79,1) 79(90,8) 39 (78,0) 47 (73,4) 237
Clivado 12 (24,0) 9 (20,9} 8(9,2  11(22,0f 17 (26,6 57
Total 50 43 87 50 64 294

Letras diferentes correspondem & diferenca eitati6P< 0,05);'OPS- Vitrificacdo em Palhetas Abertas
Estendidas’SSV —Vitrificacdo em Superficie Sélid%Controle- Oécitos frescos néo vitrificados

Tabela 04 Taxa de maturacdo de odcitos imaturos de boviigicados através dos
métodos OPS e SSV.

Maturacao
Método VG QGV Ml Total
'OPS 198 (43,8) 202 (44,7) 52 (11,5) 452
’SSV 209 (52,6) 169 (42,6) 19 (4,8) 397
*Controle 13 (15,9) 15 (18,3) 54 (65,9) 82
Total 420 386 125 931

'OPS- Vitrificagdio em Palhetas Abertas Estendid88§V —Vitrificacdo em Superficie SoliddControle-
Odcitos frescos nao vitrificados; VG- Vesicula @emativa; QVG- Quebra de Vesicula Germinativa; Mll-
Metafase Il,

No terceiro experimento, foram avaliadas as taxasmaturacdo e a integridade de
membrana de oocitos imaturos de bovinos vitrifiscadeoram observadas baixas taxas de
maturacao nos grupos vitrificados, diferentement®liservado no grupo controle (tabela 5).
Ocorreram também baixas taxas com relacdo a wab#i como observado na tabela 6.
Apesar disso, aparentemente, as menores taxaslkdéde ocorreram no método SSV, nos
tratamentos 0,0 (9,4%) e com 1 % copolimero (0,9%sim como, aparentemente, as
melhores taxas de viabilidade ocorreram na utifimago método OPS 1% (33,1%), neste, a

taxa de maturacdo tambeém foi aparentemente md&@9d que os demais.
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Tabela 5 Maturac&o de odcitos imaturos de bovinos vitdios através dos métodos OPS e
SSV com diferentes quantidades de copolimero.

Maturacao Total
VG QVG Ml
Método Copolimero (%) N (%) n (%) n (%)
Controle - 13 (15,9) 15 (18,3) 54 (65,9) 82
0,0 48 (39,3) 69 (56,6) 5(4,1) 122
OPS 0,1% 62 (44,9) 56 (40,6) 20 (14,5) 138
1,0% 74 (51,0) 48 (33,1) 23 (15,9) 145
0,0 62 (48,4) 53 (41,4) 13 (10,2) 128
SSV 0,1% 50 (57,5) 35 (40,2) 2(2,3) 87
1,0% 53 (47,7) 56 (50,5) 2(1,8) 111
Total 540 386 125 931

Controle- Od6citos ndo vitrificados; Copolimero- &#éntes concentra¢des de copolimero; OPS- Vitgficeem
Palheta Aberta Estendida; SSV- Vitrificagcdo em $fige Solida; VG- Odcito Imaturo em Vesicula
Germinativa; QVG- Odécito em Quebra de Vesicula geativa; Mll- Od6cito Maturo em Metéafase Il

Todavia, quando os dados foram comparados entreétzglos OPS e SSV, observou-se 0
método OPS foi aparentemente superior (11,5%) queétodo SSV (4,8%) na maturacao,
entretanto, aparentemente, ambos foram inferiomesoggrupo controle (65,9%) (tabela 4).
Quanto a taxa de integridade de membrana, o médF® também foi, aparentemente,
superior (21%) que o SSV (8,9%) (tabela 7).

Tabela 6 Viabilidade de membrana de odcitos imaturos deinos vitrificados pelos
meétodos OPS e SSV com diferentes quantidades démepo.

Viabilidade
Lesionado integro
Método Copolimero (%) n (%) n (%) Total
0,0 96 (78,7) 26 (21,3) 122
OPS 0,1% 119 (86,2) 19 (13,8) 138
1,0% 97 (66,9) 48 (33,1) 145
0,0 116 (90.6) 12 (9.4) 128
SSV 0,1% 74 (85.1) 13 (14.9) 87
1,0% 110 (99.1) 1 (0.9) 111
Total 612 119 731

OPS- Vitrificagdo em Palheta Aberta Estendida; SSAtrificacdo em Superficie Sdélida; Copolimero-
Diferentes concentracdes de copolimero.
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Tabela 7- Viabilidade de membrana de odcitos imaturos denos vitrificados através dos
métodos OPS e SSV.

Método Viabilidade Total
Lesionado Integro
n (%) N (%)
OPS 355 (78,5) 97 (21,5) 452
SSV 362 (91,2) 34 (8,9) 397
Controle 1(1,2) 81 (98,8) 82
Total 718 212 931

Controle- Odécitos nao vitrificados; OPS- Vitrifidew em Palheta Aberta Estendida; SSV- Vitrificac@o e
Superficie Sélida

4. Discussao

Através desta pesquisa observou-se que a vitriicagusou danos a membrana do odcito,
0Ss quais podem ter acarretado perda de viabilideelelar. A criopreservacdo €
correlacionada com disrupcéo na arquitetura desifoeleto (Vieirat al., 2002), o que se
acredita ocasionar anomalias cromossomais, dandégsaomeidtico (Fabbrét al., 2000) e
danos causados ao DNA (Metral., 2003). A correta organizacdo dos microtubulofudo é
essencial para o alinhamento e segregacao dos ssomos (Fabbet al., 2000).

Oocitos mamiferos sao considerados como as célolas dificeis de serem
criopreservadas com sucesso, devido sua sensilglida resfriamento e ao congelamento
(Rojaset al., 2004). Além disso, os gametas femininos apraseestrutura celular complexa,
e seus componentes sdo sensiveis a temperatupaessao osmaotica. Em comparagdo com
embrides, oocitos sdo células maiores e a supeditilar € menor com relacdo ao volume, o
que dificulta a desidratagdo (Ambrosidai al., 2006), sendo que as caracteristicas da
membrana plasmatica também sao diferentes (Fettddrj 2000).

Nesta pesquisa também foram obtidos diferentesltades com relacdo a lesdo de
membrana em od0citos maturos de camundongos e wsatle bovinos. O estagio de
desenvolvimento oocitario (imaturo ou maturo) pedetar a propriedade criobioldgica da
membrana plasmatica, da mitocédndria, elementositdescueleto, e de outras organelas
(Ambrosiniet al., 2006).

Odcitos imaturos sdo caracterizados por um graadim dipldéide em fase de préfase |,
apresentam uma densa banda de filamentos de aghjecente ao oolema e varias organelas,
como mitocbndrias, reticulo endoplasmatico e cormplde golgi. Os odcitos maturos

apresentam corpusculo polar extruso e o nucleo etafase da segunda divisdo meidtica,
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caracterizado por um grande e periférico fuso, ooierotubulos se extendendo de polo a
polo, onde os cromossomos se encontram alinhadgéana metafasica (Ambrosiet al.,
2006).

Muitos autores acreditam que em od6citos imaturosrrem mais danos estruturais do que
oocitos maturados (Hochki al., 1998; Le gal e Massip, 1999; Yael., 2000 e Rojast al.,
2004) e ainda consideram que neste sentido odadeslainda sao inconsistentes (Le gal e
Massip, 1999; Hurét al., 2000; Meret al., 2002; Rojast al., 2004 Tharasanét al., 2006).

Muitos odcitos e embrides tém a capacidade de aepsstes danos plenamente ou
parcialmente, podendo dar continuidade ao deseinvehto normal (Vajta e Kuwayama,
2006). Estes autores afirmaram que o propositaidpreservacédo é de minimizar os danos e
auxiliar as células a se regenerarem.

Sem levar em consideracdo a acdo do copolimere@tadm OPS foi superior que o SSV,
em diversas comparacdes. Como observado na irddgride membrana de odcitos de
camundongos, (OPS 62,6% vs. SSV 53,1%), na matud&addcitos bovinos (OPS 11,5%
vs. SSV 4,8%) e na integridade de membrana deasdoedvinos (OPS 21,5% vs. SSV 8,9%).
No entanto, diversos autores obtiveram bons reggtaom o uso do SSV como relatado por
Li et al., (2002) em odcitos bovinos, Beginal., (2003) em odcitos caprinos, Soméaal .,
(2006) em odcitos suinos e Zhaat@l., (2008) em ovinos.

Os métodos OPS e SSV foram propostos a fim de s$er abelhores taxas de
desenvolvimento, pois ambos utilizam pouco volumemio e propiciam melhores taxas de
congelamento e reaquecimento. dti al., (2002) relataram que em bovinos, apesar das
diferencas existentes entre os dois métodos OPS\& &mo crioprotetores, tempo de
exposicado, passos de congelamento e recipienterrdaz@namento, ambos podem ser
utilizados sem diferenca. Chenal., 2000 relataram que odcitos de camundongosio#dbs
através do método OPS obtiveram melhor resultadmtqua restauracédo do fuso meiodtico
guando comprados com odcitos vitrificados em pathebnvencionais. No entanto, odcitos
vitrificados através de OPS sdo armazenados diestmo NL e apresentam risco de
infeccdo (Kuleshova e Shaw, 2000).

O método SSV foi considerado um método eficienta pavitrificacdo de embrides de
camundongos de oito células (Boonkusbhl., 2006) e pronucleos, os quais apresentam,
assim como od0citos, maior sensibilidade a criopvesdo (Bagist al, 2002). Através deste
método foi possivel o isolamento do material bimdglo NL e também o aumento das taxas
de congelamento, devido o contado do meio contesdmdcitos, com a superficie solida em

temperatura em torno de -150 °C a -180 °C. Aléraajlisste método tem sido utilizado com
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sucesso em bovinos, sendo obtidas taxas de degemento ao estagio de blastocisto entre
15 e 41% (Dinnyest al., 2000).

O copolimero pareceu diminuir a toxicidade do nagovitrificacdo, quando utilizada a
concentracdo de 0,1%. Wowk (2005) relatou que ogugldores da formacédo de gelo, tanto
0s sintéticos como as proteinas anti-congelamattam diretamente na molécula do gelo,
enquanto os crioprotetores convencionais atuaméstrde interacdo com a agua. Existe uma
atracdo seletiva entre os bloqueadores e a supetficgelo, sendo que estes exercem efeito
significativo enquanto presentes em baixas comaeddss, quando também, reduzem a
toxicidade do meio crioprotetor. O copolimero érfado por uma macromolécula sintética de
polivinil &lcool (20% vinil acetato e 80% vinil ae¢o). Segundo Asadet al., (2002),
polimeros formados por polivinil &lcool tém acdotptora nas membranas celulares durante
0 processo de congelamento.

Asadaet al. (2002) relatam, em od0citos bovinos maturos, lizatido de polivinil alcool
(PVA) no meio de vitrificagdo, em substituicdo aocsfetal bovino. Estes autores obtiveram
melhores resultados de desenvolvimento ao est&imdtula utilizando a concentracdo de
0,1 % de PVA no meio. O PVA foi efetivo, também taesoncentracdo, na criopreservacao
de embrides ovinos (Naitaghal. 1997). Assim como na presente pesquisa, quaridmada
a concentracdo de 0,1% de copolimero, nos doisdogtde vitrificacdo, os dados de
integridade de membrana de odcitos de camundormyasnfsuperiores aos demais. No
entanto, os tratamentos com 1% de copolimero fordemiores aos outros, em ambos 0s
métodos de vitrificacdo, no primeiro e no segund@eemento, com o0citos de
camundongos.

Os dados de maturagéo entre 1,8% - 15,9%, obtidsis ipesquisa, foram inferiores do
que os obtidos por Yamadtal. (2007), os quais obtiveram 29,2% de maturacaari jple
oocitos bovinos imaturos vitrificados. Estes awgouélizaram associacdo de 25% de EG e
DMSO, e obtiveram taxa de MIV de 11,7% de maturagdando utilizaram 20% de EG e
DMSO.

Cetin e Bastan (2006) obtiveram variacdo nos t&do$s de maturacdo em od0citos
bovinos, devido ao tipo de crioprotetor utiliza@stes autores obtiveram taxa de maturacao
de 34,1% utilizando 20% de EG na primeira soluc&®% na segunda solucdo, e apenas
14,9% de maturagdo utilizando DMSO, nas mesmasopoes, sendo que ambos os
tratamentos foram inferiores ao controle (79,6%).

Nesta pesquisa, foi utilizada no método OPS a ctragggio de 9% DMSO e 10% EG, na
primeira solucdo, e 20% de EG e 20% de DMSO nansieggolucdo. No método SSV, a
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concentracdo na primeira solucéo foi de 4% de B@ segunda solucéo, 35%. A baixa taxa
de maturacdo obtida neste trabalho em odcitos bsvimaturos vitrificados pode ter sido
ocasionada devido a concentracdo de crioprotetitezzda, tanto no método OPS quanto no
SSV. Em bovinos, a técnica de vitrificacdo com usmducdo que inclui o crioprotetor
etilenoglicol a 20% tem resultado em taxas de gbwa de 38% a 49%, 0 que aparentemente
€ promissor (Vieirat al., 2002).

Neste trabalho, também foi utilizada a suplementagd meio de maturacdo com
cisteamina, como relatado por Balasubramanian ¢ R@®7) em oocitos bovinos. Estes
autores correlacionaram a cisteamina como um @fog desenvolvimento embrionario
guando adicionada no meio de maturacédo. Segundpaetasteamina adicionada ao meio de
maturacdo também proporcionou resisténcia em es®rEd resfriamento. A cisteamina
também foi utilizada no meio para maturacao detogcle camundongos, e foi relatado que a
presenca da cisteamina pode afetar a taxa de mr@budas oocitos (Pasbakrettal., 2007).

O desnudamento das células amnulus oophorus para a vitrificagdo, ndo foi utilizado
nesta pesquisa. Segundo Mezzaéral., (2005) o desnudamento das célulascdmulus
oophorus facilitaria a permeacéao dos crioprotetores. Namot algumas camadas das células
do cumulus sdo necessarias para uma adequada deéongé que existem evidéncias que
estas células estdo envolvidas na interacdo estgametas feminino e masculino. Desta
maneira, 0 desnudamento, mesmo que parcial, podeetar em efeitos negativos na
posterior viabilidade dos odcitos (Mezzaktaal., 2005). De certa forma, os baixos resultados
procedentes da maturacao, neste trabalho, podeotasionados pelo ndo desnudamento, o
que pode ter impedido a permeacao dos crioprotetmdorma adequada.

Com relacao ao estagio de maturagdo oocitariomoalée crioprotetor, Magnussehal .,
(2007) descreveram que em bovinos o desenvolvimantoionario pos a vitrificacdo, pode
ser afetado pelo estagio de maturacdo em que doosei encontra devido a diferente
tolerdncia ao tipo de crioprotetor utilizado. Redr al. (1996) demonstraram que odécitos
bovinos em VG sdo menos permeaveis ao EG que sedmitoMIl. Além disso, esta pode ser
uma das razfes da variacdo de resultados obtidos périos grupos de pesquisa na
vitrificacdo de odcitos (Magnussah al., 2007). Rojat al. (2004), relataram que odcitos
suinos em MIlI sdo mais resistentes a vitrificacde qocitos em VG, utilizando EG como
crioprotetor.

A ultra-estrutura dos odcitos imaturos sugere qudanos causados pela criopreservacao
podem estar associados a destruicdo dos contatseinlares, as juncdes gap, entre as

células documulus oophorus e o0 odcito. As juncdes gap apresentam um imperiaapel na
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cooperacao metabdlica entre 0 oécito e as célulasmulus oophorus durante o processo de
maturacao (Hoclst al., 1998).

Através dos dados de viabilidade de membrana abtiap experimento com odcitos
bovinos imaturos constatou-se que grande parteodosgos sofreu lesdo de membrana. O
grupo controle composto por oocitos néo vitrificgdapresentou apenas 1,2% de leséo. A
adicdo de copolimero a solugéo de vitrificacdo gareser benéfica na concentragédo de 1%,
quando utilizado o método OPS, melhorando taxasntégridade (33.1%) e maturagdo
(15.9%).

Apesar de ainda ocorrerem lesdes celulares quanda & utilizada a vitrificacdo, esta é
considerada um método vidvel, método menos onerpsatico. Varios métodos que utilizem
menor volume de meio tem sido testados a fim de honat as taxas de

resfriamento/aquecimento e proporcionar maior ligdde apos a vitrificacéo.

5. Conclusbes

Através desta pesquisa pode-se concluir que anmbogtndos de vitrificacdo OPS e
SSV podem ser utilizados para a vitrificagcdo datosanaturos de camundongos, utilizando
a concentracdo de 0,1% de copolimerantendo a integridade de membrana. No entanto,
com relagéo a clivagem, somente o método SSV @ @ mddicado.

Quanto a criopreservagdo de odcitos imaturos beyis@ necessarios modificacbes
em ambos os métodos, como uso de outros criopresetou, diferentes concentracoes,
considerando a toxicidade e a permeabilidade da cddprotetor, ou até mesmo, outros
métodos de vitrificagdo que utilizem menor voluneenteio, a fim de se obter maior taxa de
resfriamento, para que desta forma possa ser aadzeattaxa de viabilidade e de maturacao

do gameta feminino bovino apds a vitrificacao.
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2. Conclusao Geral

Através desta pesquisa pode-se concluir que ambos os métodos de
vitrificacdo, OPS e SSV, podem ser utilizados para a vitrificacdo de od6citos maturos
de camundongos, utilizando a concentracdo de 0,1% de copolimero mantendo a
integridade de membrana. No entanto, com relagdo a clivagem, somente o método
SSV sem o copolimero néo é indicado.

Quanto a criopreservacdo de odcitos imaturos bovinos, sdo necessarios
modificagbes em ambos os métodos, como uso de outros crioprotetores, ou,
diferentes concentragbes, considerando a toxicidade e a permeabilidade de cada
crioprotetor, ou até mesmo, outros métodos de vitrificacdo que utilizem menor
volume de meio, a fim de se obter maior taxa de resfriamento, para que desta forma
possa ser aumentada a taxa de viabilidade e de maturacdo do gameta feminino
bovino apds a vitrificagdo.



3. Consideracdes Finais

Este trabalho utilizou integridade de membrana, taxa de clivagem e taxa de
maturacdo como indicadores da viabilidade oocitaria pés vitrificagdo. Como
continuidade a esta pesquisa, sao necessarios testes de desenvolvimento
embrionario até o estagio de blastocisto, taxa de prenhez e taxa de nascimento, para
se obter o efeito dos métodos de vitrificacdo OPS e SSV, assim como, da adicdo de

copolimero, também sobre estes parametros.
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