UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

VITRIFICACAO DE OVOCITOS BOVINOS EM DIFERENTES ESTA GIOS DA
MEIOSE PELO METODO DE CRYOTOP: AVALIACAO DE DANOS
MORFOLOGICOS, FUNCIONAIS E MOLECULARES

JOSE FELIPE WARMLING SPRICIGO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM CIENCIAS ANIMAIS

BRASILIA/DF
DEZEMBRO DE 2011



-

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

VITRIFICACAO DE OVOCITOS BOVINOS EM DIFERENTES ESTA GIOS DA
MEIOSE PELO METODO DE CRYOTOP: AVALIACAO DE DANOS
MORFOLOGICOS, FUNCIONAIS E MOLECULARES

José Felipe Warmling Spricigo

Orientadora: Margot Alves Nunes Dode

Dissertacao de Mestrado em Ciéncias Animais

PUBLICACAO 53/2011

BRASILIA/DF
DEZEMBRO DE 2011



REFERENCIA BIBLIOGRAFICA E CATALOGACAO

SPRICIGO J. F. WVitrificacdo de ovécitos bovinos em diferentes esgios da meiose pelo
método de cryotop: avaliacdo de danos morfologicos, funcionais e nemlulares. Brasilia:
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinéria, ©rsidade de Brasilia, 2011, 70p.

Dissertacao de Mestrado.

Documento formal, autorizando reproducdo desta
dissertacdo de mestrado para empréstimo ou
comercializagao, exclusivamente pra fins académicos
passado pelo autor a Universidade de Brasilia a-sgeh
arquivado na Secretaria do Programa. O autor euo se
orientador reservam para si 0s outros direitosraistode
publicacdo. Nenhuma parte desta dissertacdo deauest
pode ser reproduzida sem a autorizacdo por esdoto
autor ou do seu orientador. Citacdes sdo estimsilada

desde que citada a fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

SPRICIGO, José Felipe Warmling/itrificacdo de ovocitos bovinos em
diferentes estagios da meiose pelo método cigotop: avaliagdo de danos
morfolégicos, funcionais e molecularesBrasilia: Faculdade de Agronomiia
e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasil@l®, 70p. Dissertacdo de
Mestrado. (Mestrado em Ciéncias Animais) — Facuddde Agronomia e

Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilzl 2

1. vitrificacdo. 2cryotop 3. ovocitos. 4. bovino,




UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

VITRIFICACAO DE ()V'(')CITOS BOVINOS EM DIFERENTES ESTAGIOS DA
MEIOSE PELO METODO DE CRYOTOP: AVALIACAO DE DANOS
MORFOLOGICOS, FUNCIONAIS E MOLECULARES

JOSE FELIPE WARMLING SPRICIGO

DISSERTACAO DE MESTRADO SUBMETIDA
AO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS ANIMAIS, COMO PARTE DOS
REQUISITOS NECESSARIOS A OBTENCAO
DO GRAU DE MESTRE EM CIENCIAS
ANIMALIS.

APROVADA POR:

Aol A V. Dacl

MARGOT ALVES NUNES DODE, PhD (EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E
BIOTECNOLOGIA)
(ORIENTADOR)

IVO PIVATO, Doutorado (UhJB) (EXAMINADOR INTERNO)

A / ?
T P o
S
RODOLFO RUMPF, PhD (Geneal - S/A) 7z ¥

(EXAMINADOR EXTERNO) /

BRASILIA/DF, 16 de Dezembro de 2011.



Aos meus pais, Duilio e Silvia, ao meu melhor irr@ionpio e a toda minha familia. Dedico
a voceés esse trabalho, pois, apesar da distasica éntre nos, vocés sao meus maiores

mestres, e eu 0s amo muito. A minha felicidade é&eaflexo da vossa.



AGRADECIMENTOS

A minha méae Silvia, meu pai Duilio, meu irm&do Oling a toda minha familia, pelo carinho,

amor, apoio e por sempre me orientarem a fazerdxuaghas.

A Dra. Margot, por ter sido uma étima orientadgrela paciéncia, dedicacgéo e preocupagio
empregada para a realizacdo do projeto e pelos ¢mmselhos em momentos de davidas

profissionais.

Ao Dr. Rodolfo Rumpf, por ter me acolhido como aupelas sugestdes e possibilidades
para a realizacdo do projeto, pelo incentivo psafisal e por ter aceitado participar da banca.

Ao Dr. Ilvo Pivato, por todo o seu conhecimentopgraitido de forma impar, também por ter

aceitado participar da banca e por ser um grandgoam

Ao Dr. Mauricio Machaim Franco, pelo incentivo asgeisa e pelas oportunidades de

aprendizado.

Ao Dr. Ricardo Alamino Figueiredo, Dr. Eduardo dév@ra Melo, Dra. Bianca Damiani
Marques Silva e Dra. Carolina Madeira Lucci, egn&ds pesquisadores e professores, com

0S quais tive o privilégio de conviver.

Aos técnicos José Urias Camara e Regivaldo Vier&aouza, pela paciéncia e por sempre

estarem disponiveis para ensinar.

A Eleonora, Oscar, Heitor, Andrei, Angelo, Rafael Kago D., Emivaldo, Luis Fernando e a
todos os alunos graduandos, mestrandos e doutsrau@ convivi, agradecgo pela amizade,
companheirismo, comemoracdes e por todo o apretwtharante esse tempo.

A Allice, Graziele e Karollyne, pela amizade e pglandiosa ajuda para a realizacio de meus

experimentos.



Aos amigos de laboratorio, Ana Luiza, José Carvalkabela, Juliana, Pablo, Sidney,
Anelise, Rosana, Thiago, Washington, pelo convévjmor terem sido de uma maneira ou de
outra, fundamentais para a realizacdo do projeto.

Aos funcionarios da EMBRAPA, “Rambinho”, “Zequinha®Arlindo”, “Teco”, “Zefa”,
“Lia”, “Mara” e todos os outros que foram muito iorfantes para mim, néo sé pelo auxilio
para a realizacdo do projeto, mas pela amizade.

A empresa Geneal e a todos seus funcionarios, petatunidades e aprendizado.

A EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, CMRRAPES pelo suporte e pela bolsa
concedida.

Ao programa de Pos Graduagdo em Ciéncias AnimaB)U

A Universidade de Brasilia pelo curso oferecido.



INDICE

vitrificacéo, em diferentes estagios da meiose

Capitulos/Subcapitulos Pagina
RESUMO IX
ABSTRACT Xi
LISTA DE FIGURAS Xiii
LISTA DE TABELAS XV
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES XVi
CAPITULO 1
1 INTRODUCAO 01
1.1 Objetivo Geral 04
1.2 Objetivos Especificos 04
2 REVISAO DE LITERATURA 05
2.1 Maturag&o Ovocitéaria 05
2.2 Criopreservacao Ovocitaria 08
2.2.1 Crioprotetores 11
2.2.2 Métodos de vitrificacdo 13
2.3 Metodologias para Avaliacdo de Ovocitasificados 16
2.3.1 Andlise da express&ica 18
3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 22
CAPITULO 2 33
1 RESUMO 34
2 ABSTRACT 36
3 INTRODUCAO 38
4 MATERIAL E METODOS 40
4.1 Delineamento Experimental 40
4.1.1 Experimento 1. Avaliacdo da maturacdo nuclear
ovocitos submetidos a vitrificagdo em diferentesagies da 40
meiose
4.1.2 Experimento 2: Avaliacdo da fecundacéo
desenvolvimento embrionario em ovoécitos submetidas 41




4.1.3 Experimento 3. Efeito da vitrificagdo em wBfges

momentos da maturagdo sobre o padrao de expre8a&a gm 42
ovOcitos bovinos.
4.2 Obtencgéo dos Ovocitos 43
4.3 Vitrificag&o e Desvitrificacao 43
4.4 Maturacao In Vitro 45
4.5 Avaliacédo da Maturacdo Nuclear 46
4.6 Selecdo Espermética e Fecundacéo In Vitro 47
4.7 Cultivo In Vitro 47
4.8 Avaliacdo das Taxas de Fecundacao 48
4.9 Armazenamento dos Ovdcitos para AnakisExpressao Génica 49
4.10 Extracdo de RNA e Transcricao Reversa 49
4.11 Quantificacdo da expressao de genes por PCRemnpo Rea 50
(QPCR)
4.12 Analise Estatistica 52
5 RESULTADOS E DISCUSSAO 53
5.1 Resultados 53
5.1.1 Experimento 1 — Avaliacdo das taxas de mgdiorauclear,
em ovocitos submetidos a vitrificacdo em difereetgagios da 53
meiose
5.1.2 Experimento 2 - Avaliacdo da taxa de fecuadas;
desenvolvimento embrionario, em ovocitos submetidos 54
vitrificagdo, em momentos distintos durante a MIV.
5.1.3 Experimento 3 - Efeito da vitrificagdo sobrpadréo de c6
expressao génica, em ovocitos bovinos
5.2 Discusséo 59
6 CONCLUSOES 65

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

66




RESUMO

VITRIFICACAO DE OVOCITOS BOVINOS EM DIFERENTES ESTA GIOS DA
MEIOSE PELO METODO DE CRYOTOP: AVALIACAO DE DANOS
MORFOLOGICOS, FUNCIONAIS E MOLECULARES

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

Biotecnologia.

A vitrificagdo comcryotop surgiu como uma Opg¢ao promissora para a crioprasgovde
ovQcitos, por minimizar efeitos negativos e melh@s taxas de sobrevivéncia objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da vitrificac@io @ferentes momentos da maturacao in vitro
(MIV), quanto as caracteristicas morfologicas, funcioraisnoleculares, em ovocitos
bovinos. Foram utilizados complexos-cumulus-ow&ci{CCOs) obtidos de ovarios de
abatedouro. Para os experimentos 1 e 2, os ovdoi@as distribuidos em 4 grupos: controle
(GC), néo vitrificado; 0 hora vitrificado (V0); 8has vitrificado (V8) e 22 horas vitrificado
(V22). Todos os grupos vitrificados foram desvitafios e retornaram para a MIV até
completar 24 horas. Para a avaliacdo da cromaBi@®)s foram desnudados, fixados e
corados com lacmadide. Para a taxa de fecundacéoitas foram submetidos a fecundacéo in
vitro (FIV), e apos 18 horas de co-cultivo com os esptrndades foram fixados e corados
com lacméide. O desenvolvimento embrionario foiliada, pelas taxas de clivagem e

blastocistos em D2, D7 e D8, ap06s a inseminacdoRpra analise estatistica foi empregado o



teste Qui-quadrado (P<0,05). Quanto ao experim@nt@rimeiramente foi quantificada a
expressdo de genes ligados a apoptose (CaspaBes3)ee ao controle epigenético (HDAC
2, Dnmt-1e SUV39H1) em ovécitos maturados in vigor : 0 (GCO0), 8 (GC 8), 22 (GC22) e
24 horas (GC24). Posteriormente, foi avaliado oitefela vitrificacdo em diferentes
momentos da MIV (0, 8 e 22 horas) na expressaesgesesmos genes. Para isso ovocitos de
todos os grupos vitrificados e do controle foratetzaos as 24 horas de MIV. A avaliagédo da
expressao génica, foi realizada por g°PCR e os dadabsados por ANOVA one-way,
(P<0,05). A capacidade do ovdcito de atingir Mgpa a maturacéo, clivar e se desenvolver
até blastocisto foi superior no grupo controle (PSPcomparado aos grupos vitrificados, nao
havendo diferencas significativas entre estes (3¥0Ja a taxa de fecundacao, apesar de ser
superior no grupo controle (P<0,05) o grupo VO s@néou a menor porcentagem de ovocitos
fecundados e maior de ovacitos degenerados (Ps@@Bparado aos demais grup@sianto

ao perfil de expressao génica em ovacitos durartd\g foi observado que os niveis de
transcritos do gene Caspase-3 estavam aumentadd0%p, nos grupos GC22 e GC24,
comparados a GCO e GC8, também foi observado ureraoniP<0,05) da expressdo do gene
Dnmt-1, nos grupos GC8, GC22 e GC24 comparadosCGih Entretanto, ndo foi observada
alteracdo na abundancia dos transcritos em nenlusrgaipos submetidos a vitrificagdo
(P>0,05), comparados ao CG24. Conclui-se que, apesabaixos resultados, a vitrificagéo
pode ser empregada para a conservacao de ovooio®$, independente do momento da
MIV. Os niveis de transcritos avaliados nao foraerados em resposta a vitrificacao.

Entretanto, foi constatado um aumento na express&taspase-3 e Dnmt-1, durante a MIV.

Palavras chaves: Vitrificag&oryotop ovadcitos, bovino.
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ABSTRACT

VITRIFICATION OF BOVINE OOCYTES AT DIFFERENT MEIOTI C STAGES
USING CRYOTOP METHOD: ASSESSMENT OF MORPHOLOGICAL,
MOLECULAR AND FUNCTIONAL DAMAGES

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

Biotechnology

Vitrification by cryotop method has emerged as anpsing option for oocytes
cryopreservation, by minimizing negative effectsl amproving survival rates. The aim of
this research was to evaluate the effect of wifatiion at different times point during in vitro
maturation (IVM) on functional, morphological andolacular characteristics of bovine
oocytes. For all the experiments cumulus-oocytesptexes (COCs) were obtained from
slaughterhouse ovaries. In first and second exmgatisn oocytes were distributed into 4
groups: control non-vitrified(CG); 0 hour vitrifie)/0); 8 hours vitrified (V8) and 22 hours
vitrified (V22). In all groups oocytes were vitefi and warmed, and then returned to
incubator until 24 hours of IVM. For chromatin evation, COCs were denuded, fixed and
stained with lacmoid. To evaluate fertilizationest oocytes, were fixed and stained with
lacmoid 18 hours after in vitro insemination (@mbryonic development was accessed by
cleavage and blastocyst rates at D2, D7 and DR (pata were analyzed by Chi-square test

(P <0.05). A third experiment was designed to esta@d mRNA expression of apoptosis



Xii

(Caspase-3 and P-53) and epigenetic control relgenes (HDAC 2, SUV39H1 and Dnmt-
1).First gene expression was quantified at diffetene points during oocyte IVM: 0 (CGO0),

8 (CG 8), 22 (CG22) and 24 hours (CG24). Then, dffect of vitrification at different
moments of IVM (0, 8 and 22 hours) on genes expessas studies. Gene expression was
performed by qPCR and data were analyzed by oneAR®VA (P <0.05).. The ability of
the oocyte to reach MII after maturation, to cleane to develop to blastocyst was higher in
CG (P <0.05), compared to vitrified groups, whicth dot differ among them (P> 0.05). For
fertilization rates, CG also presented supergsults compared to all vitrified groups (P
<0.05). However, when vitrified groups were compar€0 had the lowest rate of fertilized
oocytes and higher rate degenerated oocytes teanthler groups (P <0.05). Gene expression
profile in oocytes during IVM, showed that mRNA &s of Caspase-3 were increased (P
<0.05) in both CG22 and CG24 compared to CGO an8.@@ increase in Dnmt-1 gene
expression was also observed (P <0.05) in CGS8,2C&#l CG24 compared to CGO. No
difference in mMRNA relative abundance was obseimedny of the vitrificated group (P>
0.05), compared to CG24. In conclusion, despiteptia results, vitrification can be used to
preserve bovine oocytes , regardless to IVM tifranscript levels of the studied genes were
not affected by vitrification procedure. Howeven iacrease in mRNA levels of Caspase-3
and Dnmt-1 genes was observed during IVM, suggggstanscription processes during this

period.

Keywords: Vitrification, Cryotop, Bovine, Oocyte
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1 INTRODUCAO

O uso das técnicas de reproducdo assistidarssutama pratica comum

em programas de melhoramento genético para disagnda uma maneira rapida e
eficiente animais geneticamente superiores queesspm caracteristicas econémicas
importantes. Entre essas técnicas a producaorm dét embrides (PIVE), surgiu como
uma opcao interessante para a multiplicacdo anin@d, s6 pelo seu potencial de
aumentar consideravelmente o niumero de produt@sarae, mas também por abrir a
possibilidade de utilizar varias categorias anignaisno bezerras pré-puberes, vacas em
inicio de gestacao, vacas com subfertilidade auizué vacas senis.

No Brasil a utilizacdo comercial da PIVE aumentomsideravelmente na
ultima década devido principalmente as caracteastido rebanho constituido
predominantemente por animd@®s taurus indicusgda raca Nelore. Tanto que o pais
hoje se tornou o maior produtor de embrides inovéendo responsavel por 86% da
producdo mundial (Viana et al., 2009).

Um dos grandes entraves na utilizacdo da PIVEhécassidade de manter
um grande numero de receptoras o0 que eleva muitoust®s da tecnologia. Essa
limitacdo advém, principalmente, da inexisténcia e método eficiente para a
criopreservacao de ovocitos a serem utilizados.

Apos coletado o ovécito conserva sua eficiéporaum periodo limitado se
nao for exposto a um ambiente controlado. A pdssdale de criopreservacdo do
ovOcito tornaria o processo mais flexivel e acedsipodendo preservar o gameta
feminino para ser utilizado em momento e condigdais oportunos.

Além do impacto no setor produtivo, a possibdielae criopreservacéo de

ovocitos € fundamental para a formacdo de bancosmdéerial genético e



comercializacdo de material bioldgico. Essa teajaloé indispensavel para a
conservacdo de ragcas e espécies ameacadas dé@xfaga que essas possam ser
trabalhadas e regeneradas, é fundamental que sepuperaveis ndo somente 0s
espermatozoides, mas também os ovocitos. A diatsidienética e as caracteristicas
que compdem uma espécie, sO seriam plenamentestiéeimas com a contribuicdo
tanto da fémea quanto do macho.

Pesquisas com a criopreservacdo de ovocitosnggortantes também
para a saude humana, principalmente para menimagheres com perda prematura da
funcdo ovariana, como por exemplo, devido a prasessalignos e/ou tratamentos de
guimioterapia ou radioterapia (Boisbal, 2002; Kimet al, 2007).

No patamar em que se encontra hoje o uso dachioas de reproducao,
o desenvolvimento de um protocolo de criopresevagiovocitos seria talvez a mais
importante conquista para otimizar a utilizacadé@bmicas de reproducao assistida em
animais domésticos e humanos.

Apesar de inUmeros estudos nesta area, a taxsolakevivéncia de
ovocitos criopreservados ainda € extremamente baixkcando a necessidade de
otimizacdo dos protocolos (Branddo, 2002; Viedtaal, 2002; Menet al, 2005;
Horvath & Seidel, 2006; Moratet al, 2008a; Morateet al, 2008b; Anchamparuthgt
al., 2009; Yang et al., 2010).

Dentre os procedimentos de criopreservacao, wficatao tem se
mostrado como a op¢ado mais viavel para a conservdeaovocitos de mamiferos
(Smith et al., 2010). Esse método baseia-se negsocpelo qual uma solucdo viscosa
se solidifica durante o resfriamento, sem a formagé cristais de gelo (Vajta &
Kuwayama, 2006). A vitrificacdo apesar de ja telositilizada em embriologia nos
mamiferos desde 1985 (Rall & Fahy, 1985), obteveauanco significativo quando se
aumentou consideravelmente a taxa de resfriamer@quecimento pela redugdo no
volume da solucdo de vitrificagdo. Apesar dessemgos, a viabilidade de ovdcitos
apos a vitrificacao ainda continua insatisfatoria.
observada principalmente na reducdo do desenvattomembrionario. As taxas de
producado de blastocistos giram em torno dos 5%ir@/et al, 2002; Menet al, 2005;
Kim et al, 2007; Moratoet al, 2008a; Moratcet al, 2008b; Anchamparuthgt al,
2009; Sripunyaet al, 2010) a partir de ovocitos vitrificados, submesié fecundacao e

cultivo in vitro. Estes resultados apesar de paeeedrrisorios apontano potencial



desse método, para a criopreservacdo de ovoécitosdso Portanto, mais estudos séo
necessarios para avaliar quais as estruturas rfetsdas e qual o melhor estagio
durante a maturagdo ovocitaria para a utilizacassaldécnica. Com base nessas
informacdes, sera possivel propor alteracfes no®qmios j4 existentes e com isso
melhorar a resposta dos ovoécitos viabilizando a stilzacdo nas técnicas de

reproducao assistida.



1.1 Objetivo Geral

O presente estudo objetivou avaliar os efeitogittidicacdo porcryotop
em diferentes estdgios da meiose na maturacdoanueleitoplasmatica de ovdcitos

bovinos.

1.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a taxa de maturacdo nuclear de @gditrificados nos estagios de
vesicula germinativa (VG), na fase de rompimentwekicula germinativa (GVBD) e

em metafase Il (MII).

b) Determinar a taxa de fecundacdo em ovadcitos stibos a FIV apods a vitrificacdo
nos estagios de VG, GVBD e MII.

c) Avaliar o desenvolvimento embriondrio in vitre dvocitos vitrificados em VG,
GVBD, MIl.

d) Avaliar a expressao de genes relacionados at@gmCASPASE-3 e P-53), e ao
controle epigenético (DNMT1, HDAC e SUV) em ovasitatrificados nos estagios de
VG, GVBD e MIl.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Maturagdo Ovocitéaria

A ovogénese é o processo de desenvolvimento mhetgafeminino e é
iniciado ainda durante a vida fetal. As célulasrgeativas primordiais sao originadas
do endoderma e, migram para as cristas genitas qaonizar as futuras gonadas.
Durante esta fase de migracdo e colonizacdo ocoméensas divisbes mitoticas,
necessarias para a formacéo dos “estoques” detos6Bpos a chegada as gbnadas em
formacgéo essas ceélulas param de se dividir mitogcege e iniciam a divisdo meiodtica
(Van Den Hurk & Zhao, 2005).

Em bovinos o processo de divisdo meibtica comaga 75-80 dias de
vida fetal, porém, o ciclo celular é interrompidonfase de profase | (VG), no estagio de
dipléteno. Os ovécitos ficam quiescentes até a ffabere, quando um pouco antes da
ovulacédo sob o estimulo do hormdnio luteinizantd)(Lretomam a meiose e 0 ciclo
celular progride de profase | para metafase Il. vitro essa retomada da meiose €&
estimulada pela simples remoc¢ao do ovdcito do amwielicular (Sirard et al., 2006) .

O processo de retomada da meiose, in vivo é amonaolo por
alteracbes nucleares e citoplasmaticas chamadasnateracdo ovocitaria, que
compreende 0s eventos necessarios para que omsétcapaz de ser fecundado e de
suportar a formagao de um novo individuo. (Siedrdl, 2006; Fariret al, 2007).

A maturagao nuclear dura aproximadamente 24 hwasca e envolve

o rompimento do envoltério nuclear e progressamedmse (Lucian@t al, 2009) para



metafase |, anafase | e teléfase | com expulsadgrttoeiro corpusculo polar, e
finalmente atingindo metafase Il (Cha & Chian, 1098

J& a maturacéo citoplastaatinvolve uma serie de eventos bioquimicos
que permitem ao ovOcito expressar seu potencialedenvolvimento. Durante este
periodo sdo observadas alteracbes como a reorgaoizie organelas, migracdo de
mitocondrias para uma regido mais central, modiiea nos complexos de golgi e
migracao de granulos corticais para regido maisépea (Humblotet al, 2005; Sirard
et al, 2006). Durante a maturacdo citoplasmatica octarabém uma série de
mudancas e reestruturacfes de proteinas respangaelei transito de organelas e
cromossomos. Essas proteinas sdo a base do citstequelular, constituido por
microtubulos e micro filamentos, originados a parte tubulina e actina,
respectivamente (Boiset al, 2002; Lucianoet al, 2009). Falhas nos mecanismos
responsaveis pela organizacdo destas proteinasngadazir a ma formacao da placa
metafasica ou mesmo levar a polispermia (Asgaial, 2011). Ainda com relagdo a
maturagdo citoplasmatica, durante a fase de crestimovocitario € de extrema
importancia que ocorra a transcricdo, armazenameeaté a traducédo de varios grupos
de mMRNAs e proteinas. Esses estoques servirdo meteswdurante a maturacao e
primeiras divisbes mitéticas do embrido até a afieade genoma embrionéario (Chohan
& Hunter, 2003; Racedet al, 2008), que no bovino ocorre por volta de oit@azesseis
células.

Outro evento que ocorre dtgao processo de maturacéo, é a producao
de &cido hialurénico pelas células do cumulus,lt@sdo na producdo de uma matriz
gelatinosa que se deposita entre as células causarekpansdo destas células e o
rompimento das juncdegap (Tharasaniet al, 2006; Zhowet al, 2010). E importante
ressaltar que os ovocitos imaturos sdo metabolicrigados as células do cumulus
através dessas juncoes, formando os complexos-usraubcitos (Van Den Hurk &
Zhao, 2005). A ligagdo entre as células somatiaas\ecito, pelo menos nas primeiras
6-8 horas de maturacéao, € vital para que o ovégioesse sua competéncia e que tenha
desenvolvimento embrionario subsequente (Gilclatisal, 2004; Sutton-Mcdowalét
al., 2004; Atefet al, 2005). O rompimento destas juncdes significa ma fia
comunicacao bidirecional dos ovoécitos com estadal necessério para progressao do
ovocito pela meiose.

O principal mecanismo molecular de controle idtoccelular meiético e

mitotico baseia-se na regulacdo e ativacdo do fatomotor da maturacao (MPF).



Além da correlacdo com outros fatores, como adeaasionofosfato ciclica (AMPc),
ions calcio produzidos por células folicularesae droteinas C-MOS (Proteir@moto-
Oncogénicas) e MAPK (mitogen-activated kinase pmpt@ ripathi et al., 2010)

A retomada da meiose € iniciada por uma cascateewEntos de
fosforilacdo e desfosforilagbes que estdo envodvithbativacdo do MPF em resposta ao
pico pré-ovulatorio de LH (in vivo) ou retirada dedcito do ambiente folicular (in
vitro). O MPF é o complexo responsavel pelo inid@ maturacdo e sua ativacdo
precede o rompimento da vesicula germinativa (GV&I® ocorre por volta de 8 horas
apos o inicio da maturacao (Hoddti al, 1998). O MPF é um complexo formado por
duas subunidades, uma catalitica constituida pa proteina de 34kD, a p34Cdc2
(controle de divisdo celular), e uma reguladoranfaa por uma proteina de 45kD, a
ciclina B. Em sua forma inativa a p34Cdc2 é fo&da na treonina 161, treonina 14 e
tirosina 15. Para ser ativada a unidade cataliée@ ser desfosforilada na treonina 14 e
tirosina 15 pela fosfatase cdc25 (Mapelli et &0%).

O MPF apresenta atividade acentuada em ovécisgases de reinicio
das divisbes meioticas, alcancando seu maior maeeiose |. JA o decréscimo na
concentracdo deste componente € observado duramtmsacdo da anafase para a
teléfase, antes da liberacdo do primeiro corpusgoalar. Apos a fecundacao ou quando
ativado partenogeneticamente, o MPF é degradadim @taal, 2007).

As MAPKs (mitogen-activated kinase protein) saatras proteinas
envolvidas na maturacao do ovadcito. Acredita-seajatividade da MAPK é requerida
para manutencao da atividade do MPF, formacéousmwsfe manutencédo da parada na
metéfase Il, porém a fase do ciclo celular em quepsesenca € encontrada varia entre
as especies (Van der Hurk & Zhao, 2005). A MAPKi@m interrompe a comunicagao
das células do cumulus com o ovdcito, atraves sfaritacdo da proteina conexina-43,
resultando no fechamento das juncges.

Para que ocorra ativacdo dessas vias e retod@ad®iose, € necessario
haver um decréscimo nos niveis de AMPc produzidocétulas do cumulus, o qual é
transportado para ovocito via juncOgesp. Uma cascata de reacdes € iniciada apos o
pico de LH in vivo, ou pela acdo do FSH e/ou EGWiiro, resultando na interrupgéo
da comunicacgao via juncdgap na sequencia ocorre a inativacdo da proteinaas@in
A (PKA) no ovocito, em resposta a queda do AMPan(\Den Hurk & Zhao, 2005).
Logo, a queda do AMPc, seguido pela inativacadoKia, Permite que as vias do MPF

e MAPK sejam ativadas por desfosforilacoes de subsnidades, pois, quando ativa, a



PKA mantem fosforilada a unidade cdc 25, esta praté uma fosfatase, quando esta
encontra-se desfosforilada ativa o MPF (Fatial, 2007;Gordcet al, 2001).
A ativacdo do ovacito e retomada da meiose tambénfluenciada pelo

aumento intracelular de calcio, induzido pela a@iiwa do receptor inositol 1,4,5-
trisfosfato (IP3R). A mobilizac&o intracelular dadao é seguida pelo influxo de calcio
do ambiente extracelular, o qual parece ser regufrdves da estimulagdo antagonista
do LH ou da adenil ciclase. E importante ressajize a retomada da meiose esta
diretamente relacionada com a perda da membrareanudesintegracdo da vesicula
germinativa, condensacdo da cromatina em cromossdnvalentes, separacdo dos
cromossomos homoélogos e extrusdo do primeiro cogbmigolar. A interrupcédo na
metéfase Il ocorrera logo apo6s a fecundacéo, dexddmumento dos niveis de célcio, o
que ird induzir a degradacao da ciclina e, consgguoente do MPF. Com 0 progresso
da metafase Il ocorre uma nova divisdo desiguaitdplasma resultando na liberagcéo

do segundo corpusculo polar (Tripathi et al., 2010)

2.2. Criopreservacédo Ovocitéria

A criopreservacdo é processo pelo qual céligametas, embrides e
tecidos sdo armazenados em baixas temperaturaslefiNifogénio Liquido) por um
periodo de tempo indeterminado. A criopreservapaoem, € dependente do uso de
solutos organicos conhecidos como crioprotetones,Sfo compostos responsaveis por
substituir a agua intracelular, e estabilizar asnbranas, promovendo protecdo as
células.

Junto a queda de temperatura, durante o proaksswiopreservacao,
ocorre a organizacdo das moléculas de agua emaisrisste fendbmeno € inicialmente
observado no meio extracelular, devido a um madburae de agua. De acordo com
Leibo (2008), a formacao destes cristais concesdgraolutos na dgua ndo congelada
aumentando a osmolaridade do meio extracelular @grendo a desidratacdo celular.
Porém, quanto maior a velocidade de resfriamentntr’ € o tempo que a agua tem
para migrar do meio intra para o meio extracelfdé® que culmina em uma maior

formacdo de cristais de gelo intracelular. Por muido, se a velocidade de



congelamento for demasiadamente lenta, a desidmataage ser exacerbada levando ao
“efeito solucdo”. Nessa situacdo os componentietaces irdo precipitar em resposta a
uma desidratacdo muito acentuada, comprometendgddanbiologicas através da
inviabilizacdo de enzimas e proteinas. O ideal pewvaessos de congelamento seria um
meétodo capaz de evitar a formacéo de cristais tte gggm causar o efeito solucéo
(Mazur, 1984).

Essas injurias decorrentes da criopreservacaoremsoem todos oS
tecidos e células, entretanto, tais lesdes pareestiar potencializadas no gameta
feminino. Isso porque o ovocito € uma célula mgtande e volumosa, possuindo
grande quantidade de agua o que facilita a formdeaeristais de gelo. Além disso, o
ovocito apresenta uma dinamica de organelas e ggosdioquimicos muito peculiares,
estando sujeito a danos morfologicos e funcionatyttél et al, 2000). O
comprometimento dos ovoécitos apos a criopreservag@ie também ser atribuido a
lesBes na maquinaria meiotica, como desorganizéEdiosos e perdas de microtubulos,
além de outras alteragbes ultraestruturais (Betsal, 2002; Moratoet al, 2008b;
Lucianoet al, 2009).

Outro fator que afeta o resultado da criopresgEi® de ovOcitos € o
estagio da meiose em que esses se encontram (eloahi 1998; Lunaet al, 2001;
Boiso et al, 2002; Menet al, 2005). A maioria dos estudos tem focado na
criopreservacéo de ovocitos maturados em estagmweti&ase Il (MIl) (Dinnyegt al,
2000; Hyttelet al, 2000; Horvath & Seidel, 2006; Asgaet al, 2011) em que 0s
cromossomos, estéo ligados aos microtubulos domigsético, na placa metafasica.

A criopreservacdo de ovécitos imaturos ja fdiastda para ovécitos de
suinos (Liu et al., 2008), humanos (Kuwayama e@l5), bovinos (Zhou et al., 2010)
e felinos (Luciano et al., 2009), inclusive ja foraescritos nascimentos de bezerros a
partir de ovocitos imaturos vitrificados (Vieira at, 2002). A desorganizagdo dos
cromossomos ha placa metafasica, menores nivdesdes ao citoesqueleto, além de
possibilitar o armazenamento imediato do gametaniam sdo vantagens atribuidas ao
ovOcito imaturo.

Durante a maturacdo in vitro, outro estagio edsante para a
criopreservacdo, € a utilizacdo do gameta logo apa®mpimento da vesicula
germinativa (GVBD), onde o ovocito ainda € consder imaturo. Um dos pontos
positivos para a realizacdo da técnica nesse estéga que, por ter rompido a VG a

velocidade de penetracdo dos CP (crioprotetoréaji@@aumentada, pois a membrana
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nuclear € pouco permeavel a estas moléculas oggartisse fato que possibilitaria a
diminuicdo das concentracdes de CP, reduzindo tantua toxicidade (Araet al,
1996, Saragustgt al, 2009). Porém, independente do estagio de desemasito, sdo
observadas alteracfes ao citoesqueleto (Baisd, 2002; Kimet al, 2007; Luciancet

al., 2009; Asgariet al, 2011), alteracées cromossémicas (Meral, 2005), alteracéo
nos granulos corticais (Moratet al, 2008b) e alteracdo na expressado de genes
(Anchamparuthyet al, 2009; Ebrahimet al, 2010).

O congelamento classico € um dos meétodos dispignipara a
criopreservacao celular, porém resultados mostram ser um método eficaz para
ovocitos (Gualtieriet al, 2011; Saragusty & Arav, 2011). Isso porque asslciao
resfriamento das solu¢des durante a queda de tatagerocorre a formagao intensa de
cristais de gelo de tamanhos e formas irregulgres afetam as organelas e membranas,
inviabilizando a funcao celular pés- descongelaméRrall & Fahy, 1985).

Atualmente a técnica mais indicada para criopv@s@o de ovocitos é a
vitrificacdo. Esse método é baseado no processw quedl uma solugédo viscosa se
solidifica durante o resfriamento, sem a formacéauistais de gelo, mantendo desta
forma, as células em um estagio quiescente (Vajidudvayama, 2006). Durante o
processo de criopreservacdo celular ocorrem tréssfalistintas: fase liquida, de
transicéo e solida, sendo a fase de transicaosantica para as células. Neste periodo
as membranas e componentes celulares estdo maigesermos danos em decorréncia
da formacado dos cristais de gelo intracelulareémAtie que, a fluidez da membrana é
comprometida devido a organizacdo dos acidos gra&nsma forma mais gelatinosa.
Uma das vantagens da vitrificacdo é a rapida passagla fase de transicéo lipidica
(15 a - 5°C) (Araet al, 1996). Outra vantagem, é que a técnica dispenshzacao de
equipamento mais especializado. Porém, para que lesultados possam ser
observados, € necessario o0 emprego de alta visdasido meio, resultado de um
aumento da concentragdao dos CPs e diminuicAo domeoldos crioprotetores,
possibilitando assim o armazenamento de ovocitollgniSaragustyet al, 2009).

A vitrificagcdo apesar de ja ter sido utilizada embriologia de
mamiferos, desde 1985 (Rall & Fahy, 1985), obtexeneo significativo quando se
aumentou consideravelmente a taxa de resfriamergquecimento pela redugdo no

volume da solucéo de vitrificacao (Vaghaal, 1998).
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2.2.1 Crioprotetores

Agentes crioprotetores (CP) sdo solutos organgssenciais para a
criopreservacao de todas as células. Essas substamgam protegendo as organelas e
estabilizando membranas durante a estocagem eagénio liquido, principalmente
por substituir e/ou remover a agua intracelulafafidesky et al,1996).

Crioprotetores podem ser divididos em dois grufsndo-se em conta
a permeabilidade celular: os intracelulares, quenpam a membrana e atuam no
interior da célula, a exemplo de alcoois como odtlilsuféxido (DMSO), etileno glicol
(EG) e glicerol (GLY); os extracelulares, que agsshre a membrana sem ultrapassa-
la, neste grupo estdo acucares como a sacarosasefrdrealose e os de alto peso
molecular, como os polimeros de polivinilpirrolidgoPVP) e &lcool polivinil (Kasai &
Mukaida, 2004).

O DMSO € um CP permeavel com alto peso moleqitd4=78,13)
dentre os intracelulares, e € bastante utilizadovit#icacdo, por induzir muito
facilmente o estagio vitreo. Além de preservar tagndade de proteinas isoladas e
membranas lipidicas (Anchordogatal, 1991; Woockt al, 1993). Sua desvantagem é
a alta toxicidade, além da dificuldade de sua pes@@@ em solucdo, caracteristica
atribuida a sua alta capacidade higroscoépica.

O EG é um dos crioprotetores com 0 menor pesecular (PM=62,1),
fato que confere a este CP uma caracteristicaipeaglie é a velocidade de penetracéo
celular, vantagem que o torna fundamental no esgueéentransferéncia direta de
embrides bovinos criopreservados. Sua toxicidaddegior comparada a maioria dos
outros crioprotetores, além de seu uso permitirbioat6es com outros crioprotetores
(Vajtaet al, 1998).

O GLY é o CP de eleicao para a criopreservaca@spermatozoides. Foi
utilizado pela primeira vez em 1949 por Polge aelvofadores e, durante muito tempo
foi também utilizado para a criopreservagdo de @&mwabrbovinos, devido a sua baixa
toxicidade. No entanto, pode induzir diversos dansmoticos no citoplasma por
apresentar baixa permeabilidade. O GLY é o crigpoot de acdo mais lenta,
caracteristica atribuida ao seu alto peso mole¢Blsli= 92,1) e, consequentemente, 0

menos eficiente para ovocitos (Leibo, 2008).
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Ja os CPs extracelulares sdo agentes de alto mekmular e nao
permeiam as membranas celulares. Sao divididos@mgiupos: os polimeros e 0s
sacarideos.

Entre os CPs extracelulares, os compostos mortissacarideos sao os
mais empregados nos diferentes métodos de vig#magpois sdo capazes de preservar a
estrutura e a integridade funcional das membrabasagustyet al, 2009; Saragusty &
Arav, 2011). Além de diminuirem os efeitos osmd@ia toxicos por promover a
desidratacdo e vitrificacdo intracelular controladggulam a quantidade de CP
intracelular. Estes fatos tornam a utilizacdo akestacromoléculas, ferramentas
atrativas a vitrificacdo. A sacarose, trealosei@mgé sdo os aglcares mais empregados
como crioprotetores extracelulares durante a nagho. A sacarose tem o efeito
adicional de protecao, pois este crioprotetor asaarmesidratacao celular, reduzindo a
quantidade de agua no citoplasma e evitando a @@onde cristais de gelo (Rall, 1987).

Devido a toxicidade em diferentes sitios celdaee em proporcdes
variadas, costuma-se associar mais de um tipo ddu@idte a execucéo da vitrificagao.
Os efeitos deletérios das solucdes de congelanmsdominimizados pela selecéo
adequada e mistura criteriosa dos crioprotetores qada tipo celular, além da reducéo
do volume final, utilizado em cada técnica (Mas201).

A intensidade com que sdo usados os CPs podgmarriesdes toxicas
as células, uma vez que o grau de comprometimeatolac esta relacionado
diretamente com as composicdes fisico- quimicascatla CP, além do tempo e
temperatura de exposicdo aos mesmos (Eabl 2004).

Durante o processo de congelamento, a velocidedelesidratacao
celular é controlada pelos CPs extracelulares.o&igfo a uma concentracdo exagerada
ou durante um tempo prolongado pode resultar em diménuicdo excessiva do
volume celular. O ovécito € a maior célula mamiferaem seu meio intracelular o
volume de agua é abundante, seu fluxo para o mdracelular de uma maneira
descontrolada pode levar ao efeito da solucdo,abé&earacterizado pela precipitacéo
dos componentes celulares (Vagtaal, 1998).

Bons CPs devem apresentar alta solubilidade abaixicidade e baixo
peso molecular para facilitar a passagem pela narabeelular, conferindo uma boa
desidratacdo, sem a precipitacdo dos componeritéares (Dobrinsky et 811996).

O descongelamento € o processo inverso, ondéjuéadem que ser

reidratada e os crioprotetores devem deixar o nmiacelular. Essa etapa requer
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cuidados semelhantes aos adotados durante o cowgeta quanto a utilizacdo dos
CPs. A exposicdo direta de ovécitos a meios isdsostprovocaria um influxo

acelerado de agua para o interior da célula. Aliadquantidade de CPs no meio
intracelular, este influxo resultaria em um acumedxagerado de liquido no ovocito,
levando provavelmente ao rompimento do mesmo. Aareae, bem como outros
acucares, € comumente associada aos meios detaeidraEla é responséavel por
aumentar a osmolaridade dos meios extracelulaa¢s, Jue reduz a velocidade de
entrada de agua e acelera a saida dos criopratdidagacet al, 1998; Kuwayamaet

al., 2005), promovendo assim uma reidratacdo contplatinimizando o estresse

osmoético.

2.2.2 Métodos de vitrificacéo

Os pioneiros no uso da técnica de vitrificagiarh Rall e Fahy (1985),
que vitrificaram embrides murideos utilizando ptkale envase de embrido (0,25ml).
A partir desse trabalho, a técnica de vitrificaf@iobastante estudada e vem sofrendo
algumas modificacoes.

Inicialmente, os meios eram muito téxicos e mpados grandes
volumes de solucéo de crioprotetores. Desde eatébjetivo dos diferentes protocolos
e modelos de vitrificacdo buscaram a reducao deetracdo dos CPs e 0 aumento da
curva de congelamento. Além da diminuicdo dosaddibxicos através de associacdes
de diferentes CPs, o emprego de substancias q@imieaos toxicas (Kuwayama et, al
2006).

Em 1990, Steponkus e colaboradores observarapggaado a solucao
entra em contado direto complNsem o isolamento térmico produzido pelo plastico
lacrado, no caso da palheta utilizada por RallleyKa985), apresenta uma velocidade
de congelamento mais acentuada. Através dessavabder surgiu 0 conceito de
metodologia aberta de vitrificacdo, onde as egtastficam em contado direto com o

N.L, essa metodologia foi utilizada pela primeira pera a vitrificacdo de embribes de
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Drosophilag justamente com o objetivo de aumentar a veloeidde resfriamento
(Steponkust al, 1990).

As metodologias abertas evoluiram ao logo doss,aeodentre as
propostas que surgiram destacaram-se: grades de dab microscopia eletrbnica
(Martino et al, 1996),0pen pulled straw- OPS (Vajta et al., 19983ryoloop (Laneet
al., 1999), micro gotas (Pap&t al, 2000), grades de nylon (Matsumetbal, 2001) e
sistemahemi-strawm(Vanderzwalmert al, 2003) ecryotop(Kuwayama et al 2005).

Baseado no trabalho de Steponkus e(1&90), Martino et al(1996)
desenvolveram um modelo que utiliza as grades destiopia eletrénica como suporte
para a vitrificacdo de ovocitos bovinos. Nesse d@étws ovocitos sdo dispostos sobre a
grade metalica, logo apés é retirado grande pastandio deixando os ovoécitos
embebidos em um pequeno volume. Na sequénciada grdepositada diretamente no
N,L. Com o0 uso desta técnica foi a obtido 15% detbtastos a partir de ovécitos Mli
vitrificados, entretanto nenhum estudo foi real@atlizando ovdcitos imaturos.

Posteriormente, a técnica dpen pulled strafOPS) desenvolvida por
Vajta et al.(1998), provocou um grande impacto 80 da vitrificacdo sendo uma
técnica bastante utilizadas para ovécitos e embrifievarias espécie de mamiferos.
Varios autores relataram resultados positivos coos® dessa técnica em embrides,
com boas taxas de re-expansdo e eclosdo (Vajth, €1988; Pereira et al., 2005;
Siqueira Filho et al., 2011). Em ovdcitos também sgdo largamente empregada (Luna
et al, 2001; Diezet al, 2005; Moratoet al, 2008a), entretanto as taxas de blastocisto
sdo em torno de 5% a partir de ovdcitos vitrificaddeste modelo, o dispositivo no
qual os embrides ou ovocitos sao alojados, foirdedeido a partir de uma palheta de
0,25 ml. Uma das extremidades é aquecia e alongadaltando em um diametro
interno reduzido (£ 0,8mm), o que proporciona umenon retencdo de crioprotetor.
Aliado também ao fato de uma menor resisténciaasmy,proporcionado pela redugéo

da espessura da parede da palheta (0,07mm).

Ainda visando a reduc¢éo do volume de crioprotetiizado, Lane et al
(1999) desenvolveram oryoloop E uma espécie de lacada de nylon comn2@e
largura aproximadamente, utilizando um fio com&®®7mm de diametro. &yoloop
é imerso na solugdo de vitrificagdo para formar“fiime”, onde as estruturas a serem

criopreservadas sao depositadas e, mergulhadas 2lho BMtretanto, esse método
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apresenta varios inconvenientes entre eles o deliprento do conteddo a ser
vitrificado durante a imersao nc2lN

No método da superficie sélida de vitrificacd8Y$ os ovdcitos, junto a
solucéo de crioprotetores sdo depositados diretarsmibre uma superficie de metal
pré-resfriada a -150°C, a qual é posteriormentegufieda no BL (Dinnyeset al,
2000). Este método foi desenvolvido com o intuigodiiminuir o efeito do isolamento
térmico causado pelos dispositivos de plasticap\gsie o metal € um melhor condutor

de calor.

Vanderzwalmen et a2003) propuseram um modelo no qual uma micro-
gota com a solucéo a ser vitrificada, contendo@iby € depositada na parede de uma
das metades de uma palheta (0,25ml), seccionagamnimo longitudinal. Em seguida
essa “hemi” palheta é diretamente mergulhada nd\Nnaioria das metodologias para
a vitrificacdo apresenta um problema que € a ifiesgdo, neste modelo, por se tratar
de uma palheta, fica mais facil sua rotulacao.

A mais recente abordagem para o volume minimo ayotop que
consiste de uma haste de polipropileno em que 6sitog sdo colocados em volumes
minimos de solucdo (Kuwayamet al, 2005). Esse sistema tem mostrado bons
resultados com a vitrificacdo de ovocitos humakasvayamaet al, 2005; Cobcet al,
2008). Atualmente € o método de vitrificacdo mdiszado, (Moratoet al, 2008a;
Zhou et al, 2010), porém com resultados inconstantes, comanéte producdo de
blastocistos em torno dos 5%. Nesse método uskzama quantidade muito pequena
de meio de vitrificacdo, em torno de 0,1 ul, qudade muito menor que a utilizada no
OPS (£ 4ul), por exemplo. Seu potencial ja foi destado em espécies domeésticas
como bovinos (Morato et al., 2008a, Spriunya et2410), equinos (Tharasanit et al.,
2009) e ovinos (Ebrahimi et al., 2010). Esses @studm proporcionado informacdes
sobre a sobrevivéncia, e capacidade de desenvaliomassim como alteracdes
estruturais sofridos pelos ovocitos vitrificados pryotop (Boisoet al, 2002; Diezet
al, 2005; Gualtieriet al, 2011). Recentemente Zhou e colaboradores (2010)
apresentaram taxas de producéo de blastocistoramde 11% utilizando essa técnica.
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2.3 Metodologias para Avaliacao de Ovacitos Vitriiados

O ovécito em um sistema de producdo de embridedtrio, tem de ser
capaz de ser fecundado, se desenvolver a blastecggrar uma prenhez e um neonato
saudavel (Sirard et .22000). Porém o processo de vitrificacdo compronesa
capacidade, provocando alteragbes estruturais v (étral, 1996; Diezet al, 2005;
Lucianoet al, 2009), nucleares (Lunet al, 2001) e moleculares (Anchamparutsty
al., 2010; Ebrahimiet al, 2010; Chamayowt al, 2011). A avaliacdo dos ovdcitos
submetidos a vitrificacdo busca a caracterizacadahdgica, molecular e funcional.
Entretanto, as metodologias existentes nao praseavadabilidade do ovaocito.

Alteracdes no citoesqueleto estdo entre os pamcidanos causados pelo
processo da vitrificagdo em ovocitos. Em particudarfusos meiéticos de ovocitos em
MII sdo muito vulneraveis, devido a despolimerizagéas microtubulos que ocorre pela
exposicao aos crioprotetores e as baixas tempasatBoisoet al, 2002; Moratcet al,
2008b). Técnicas como a imunohistoquimica saozespéde identificar as lesdes no
citoesqueleto. Nessa técnica, anticorpos, primaeosecundarios, especificos para
tubulina e actina sdo marcados com corantes floendss, identificando o
citoesqueleto. A observacao pode ser feita em stoma de fluorescéncia simples ou
em microscopia confocal. Nesta ultima é possivdservacado de varios comprimentos
de onda, o que permite a visualizacdo de uma imagdimensional do ovocito, além
da identificacdo de mais de uma proteina simultaeete. Esta técnica ja apresentou
resultados mostrando que a tubulina e actina s@mmafetadas durante os processos
de criopreservacdo de ovocitos bovinos (Albarratial, 2005; Adonaet al, 2008;
Asgariet al, 2011), felinos (Lucianet al, 2009) e suinos (Wet al, 2006).

A analise de ultraestrutura realizada por mmopg eletrbnica de
transmissao permite avaliar as alteracdes nos tamutms, nos cromossomos, nas
mitocOndrias, na zona pellcida, incluindo a desmidas juncdegap entre as células
do cumulus eovacito. Além disso, através dessa técnica tambdroséivel avaliar a
precoce distribuicdo periférica e exocitose doswgs corticais (CG), o que pode
prejudicar a fecundacéo, devido ao enrijecimenéeque da zona pellacida (Fuku,eE.

al., 1995; Fuku, E. X2t al, 1995). De fato, essa modificacdo da zona pel(mieeoce &
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um dos principais fatores que provocam resultadeatisfatorios na vitrificacdo de
ovécitos maturados in vitrfWu et al, 2006).

As células do cumulus reduzem a velocidade deetpcdo dos
crioprotetores, no caso de criopreservacdo de mganaturos. (Vajtaet al, 1998),
porém a remocao destas células é incompativel comtaracdo ovocitaria. (Zhoet
al., 2010). Portanto, a avaliacdo das junc@ep ligacbes entre estas células do
cumulus e ovdcito, pode caracterizar o grau de com@timento desse sistema de
comunicacao apoOs a vitrificagdo. Uma técnica iseaete € a utilizacdo do corante
Lucifer Yellow,que quando micro injetado no citoplasma, se asOgs@stiverem
ativas, passa, por estas ligagfes, corando tambéélaas que circundam o ovocito
(Vozziet al, 2001; Atefet al, 2005; Luciancet al, 2009).

Outro fator relevante na sensibilidade a crispreacdo e que pode ser
avaliado é o perfil lipidico da membrana plasmatiEase muda concomitantemente
com a evolucdo da maturagdo, passando de uma cgapa®m acidos graxos de
cadeia longa em ovdcitos imaturos, para uma, co@pus sua maioria, por acidos
graxos de cadeia curta, a exemplo do colesterolpwinitos MIl (Aravet al, 1996;
Zeron et al, 2001). Nesse estagio ha uma maior permeabiliddalemembrana
plasmatica aos crioprotetores. Além da membrartamanho e distribuicdo das gotas
lipidicas se alteram durante & maturacdo €tual, 2009). Estes lipidios estdo
diretamente ligados ao estresse oxidativo, dimmuéd resisténcia do ovécito a
vitrificagcdo.  Explorar o perfil lipidico, atravéde coloracdes, ou mesmo por
microscopia eletrbnica de transmissao, pode caizaterganelas como gotas lipidicas
e composicdo de membranas, demonstrando como estaguras respondem a
criopreservacdo. Aléem dessas avaliacdes, o lipidowwitario pode ser explorado
atraves da espectrofotometria de massa (Fuchs Ble8cR008).

Além dos distlrbios estruturais, o comprometimeda cromatina
durante o processo de vitrificacdo é responsavelgpande parte da inviabilidade
ovocitaria apos a criopreservacao. Técnicas deagido que permitam a identificacao e
caracterizacdo do estado da cromatina sao impestantvem sendo extensivamente
empregadas, a exemplo da coloracdo por lacmoitkoechst (Lunaet al, 2001;
Ebrahimiet al, 2010) Esses corantes que tem afinidade pela cromatinarh possivel
a identificacdo de alteracbes como: fusos mulothreais, diploidia, degeneracdo da

cromatina e interrupcédo da meiose em estagiosiamgsa Mil.
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Entre todas as metodologias existentes, avakaf@dfigcionais, como a
producdo de blastocistos, estabelecimento de @gestag 0 nascimentos de neonatos
saudaveis sdo alternativas valiosas, para qualtjoycnia da reproducgdo. Resultados
insatisfatorios com a producéo de blastocistograrmle ovécitos vitrificados, aléem da
dificuldade de manutencdo de receptoras, tornass@de 0 estabelecimento de
metodologias complementares. A avaliacdo das talasfecundacdo, através de
coloracdo com lacmodide, por exemplo. Através degsamica, ovécitos apos a
fecundacdo in vitro, sdo avaliados, levando-se eomtac a penetracdo de
espermatozoide, descondensacao e formacdo dosigems. Além da avaliacdo de
desenvolvimento embrionario em que se avalia ciragm D2, e taxas de blastocistos
em D7 e D8, métodos de cultivo pos-eclosado, ex@oegénica, coloracdo diferencial e
contagem de células embrionarias podem ser fertasiemis acuradas, em determinar
a gqualidade deste embrido, oriundo do ovocitofa#do (Horvath & Seidel, 2006;
Ebrahimi et al., 2010; Siqueira Filho et al., 2011)

A avaliacdo molecular pode elucidar questionaoseméo esclarecidos
pelas andlises morfolégicas e funcionais. Por el@nmp estudo da apoptose e da
influéncia dos genes reguladores de processos repiges, ou mesmo de genes
marcadores de competéncia ovocitaria, ajudaria alareser o nivel de
comprometimento celular, em resposta a vitrificagiiservado através da alteragdo dos
padrbes de estoques de mRNA. Também, a associagd@valiacdo molecular a
técnicas de identificacdo de proteinas, como irist@quimica e/ouwestern blot,
podem diagnosticar possiveis alteracfes nos estatpstes mRNA, como degradacdo
ou traducdo. Além da avaliacdo molecular, a téctészrita por Gavrieli et al. (1992),
denominada "tunel”, identifica situ a fragmentacdo do DNA caracteristica das células

apoptaticas e pode ser util como ferramenta paectaizacdo do quadro.

2.3.1 Andlise da Expressédo Génica

Nas células de eucariontes, os RNA mensagemBN@) sdo moléculas

amplamente distribuidas em todo o citoplasma, s#@etikadas no nucleo através da
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transcricdo do DNA. Estes mRNA sdo transportados pa ribossomos, onde séo
traduzidos em proteinas (Chamawial, 2011).

Durante a ovogénese 0 ovQcito sintetiza e acummiBNA formando
“estoques” destes transcritos, esse acumulo estiamiiente relacionado com a
competéncia ovocitaria. A atividade da enzima RNAlinperase diminui
progressivamente até que o ovdcito atinja o didrfetal (130 um), e, ndo apresenta
atividade depois do rompimento da VG (Van Den H&rkhao, 2005; Sirarcet al,
2006; Caixeteet al, 2009). Apesar dessas informacdes serem consaieedéd pouco
tempo como quase que incontestaveis, recentementibs$ervado haver transcricdo
durante a maturacdo do ovocito. Mamo et al. (20afijzando a técnica de
microarranjo, observaram um aumento da expressatgdas grupos de genes, durante
a maturacdo ovocitaria, ou seja, entre o rompimeateesicula e MIl (Mamet al,
2011).

Estudos tem mostrado que a vitrificacdo de awécparece alterar a
abundancia relativa de alguns genes (Anchampaaitaly 2010; Ebrahimet al, 2010;
Chamayouet al, 2011). Considerando que €& comum a observacédo vdeitas
degenerados apoés a vitrificacdo, genes responsawe@omover ou inibir a apoptose
ovocitaria, em resposta a vitrificacdo podem tambétar alterados (Anchamparuthy et
al. 2010).

As células normalmente entram em processo dengeacao por duas
maneiras: apoptose ou necrose. A apoptose € unmisexaendoégeno de degeneracéo
celular, sendo vital para a manutengdo da homens@sprocesso apoptético pode
também ser ativado em resposta a varios fatoredisiatbgicos, como temperatura,
agentes toxicos e estresse oxidativo (Meéral, 2003a). Entre as caracteristicas das
células apoptoticas estdo a marginalizacdo da ¢mema a formacdo dos corpos
apoptoéticos (Wyllie, 1997), que sdo alteracdes ohdgicas resultantes da acdo das
Caspases.

O sinal de inducdo da apoptose € primeiramentenhecido por
membros da super-familia de receptores de membecehdar (Fas/Faz-L/Apo-1).
Ligantes especificos sinalizam agregacéao e formdeaon complexo indutor de morte,
gue recruta pro-caspases através de proteinasmaidale morte associada ao receptor
(Ebrahimiet al, 2010). A sinalizacdo através da mitocondria ésouia frequentemente
ativada em resposta a danos no DNA, envolvendavacab de um membro pro-

apoptatico da familia Bcl-2. Membros pré e anti{atdtico da familia Bcl-2 (Bcl-2 e
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Bax) regulam a liberacdo de citocromo C a partimdanbrana mitocondrial interna.
Este associa-se com outros fatores incluindo aaspase-9, formando o apoptossomo
(Anazetti & Melo, 2005). Caspases subsequenteatbdadas, culminando na clivagem
de substratos especificos e morte celular por apeptEsses estimulos apoptoticos
induzidos por agentes diversos, como exposica@at@g quimicos ou estresse térmico
podem ser independentes da via receptor de moitdarceNeste caso, a via
mitocondrial é ativada com envolvimento de alteesgie permeabilidade da membrana
mitocondrial e ocorre também a liberacdo do citeeroC para o citoplasma, que
também se liga a fatores como pro-caspase-9, fatmnancomplexo apoptossomo. A
caspase-9 ativa (iniciadora) pode entdo clivar aspases efetoras subsequentes, a
exemplo da Caspase-3 (Menal, 2003a).

Homeostase € o balanco entre a morte e prolderaelular, logo, a
apoptose esta sob a influéncia de alguns regulsdarexemplo de: c-Myc, p-53, pRb,
Ras, PKA, PKC, Bcl-2, ciclinas e CK1. A fosforilacd®e desfosforilacdo destas
proteinas constitui um dos principais mecanismos mrgulam uma variedade de
processos celulares incluindo a morte celular. emplo disso é a proteina transcrita
pelo gene P-53, é conhecida por ser promotora @d@galo ciclo celular, que ocorre na
fase de G1, para que ocorra uma espécie de “chatagdular, antes da célula entrar
na fase “S”. O aumento na expresséo deste genequodesr em funcdo de possiveis
danos ao DNA, em funcdo de algum estresse cepddendo desencadear a cascata de
apoptose (Hussein et,a2005). Entretanto, estudos avaliando o efeitaitificacao na
expressdo de genes ligados a apoptose em ovirmsr®$ ndo encontraram alteracoes
significativas nos niveis de seus transcritos (Angbaruthyet al, 2009; Ebrahimiet
al., 2010). Porém Men et al. (2003) e Anchamparuthyalet(2009) salientam a
necessidade de mensurar a atividade das Casplésegieamonitorar a variagcao na sua
expressao.

Outro processo importante para o ovoécito estadtig aos fatores
epigenéticos, estes podem estar envolvidos naigémie manutencdo da competéncia
durante a maturacdo ovocitaria e sdo passivosrdensaterados, quando 0s ovocitos
sdo submetidos ao processo de criopreservacao @ybast al, 2011).

As enzimas DNA metiltransferases, sdo responsaveielo
estabelecimento (Dnmt-3a e Dnmt-3b) e manutencédom(El) dos padrbes de
metilacdo. A permanéncia destes padrdes de metiacgcessario para a manutencao

dos genesmprinted por exemplo, genes que ndo podem perder a “mafrdurante a
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reprogramacado gendmica (Carrell & Hammoud, 2010ucBs sdo os estudos com
relacio aos processos epigenéticos durante a gg@nese, porém autores
demonstraram que para camundongos a metilacdo | glib@NA aumenta até a

completa maturacdo do ovocito e permanece inatieedé que haja a desmetilacdo
passiva que ocorre no inicio do desenvolvimentoremério (Dean et al., 2003). Em

contrapartida, Fagundes et al. (2011), observararmenor nivel de metilacdo para um
gene especifico (IGF-2) no ovacito MIl, comparadoo&dcito imaturo, demonstrando

gue os fatores epigenéticos formam um mecanism@lesxmde controle de transcricao
e traducéo.

Além de moléculas que agem na fita primaria 8#APcomo as Dnmts,
outras enzimas atuam inibindo ou induzindo a tmég&a génica. Esse controle pos
transcricional normalmente ocorre na cauda dasriaste € mediado por enzimas como
a histona acetiltransferases (HAT) e histona dé$zse 2 (HDAC2). A primeira é
responsavel pelo aumento da acetilacdo das histogasaumento da transcricéo, ja
HDAC 2 est4 ligada a desacetilagdo e repressdoadscricdo (Giet al, 2010). A
repressao a transcricdo génica também é induzildacpmpactacdo da cromatina, este
evento, ocorre antes do rompimento da vesiculaigativa. Nessa etapa a cromatina
compactada é chamada de heterocromatina, uma damasnresponsaveis por essa
caracteristica é a histona metiltransferagpressor of variegation 3-9 homologue 1
(SUV39H1), que metila especificamente a lisinaHa.

A analise da expressao dos genes ligados aagagfatores epigenéticos
e genes marcadores de capacidade ovocitaria, dueambaturacdo, ou mesmo em
resposta a processos de criopreservacdo pode ajagaofundar o conhecimento sobre
condicbes de maturacado e cultivo in vitro, alérmadeiliar no esclarecimento de quais
sdo as vias responsaveis pelo comprometimento tavioci ap0s processos

criobiolégicos.
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1 RESUMO

A vitrificagdo comcryotop surgiu como uma Opcao promissora para a
criopreservacao de ovocitos, por minimizar efeitegativos e melhorar as taxas de
sobrevivénciaO objetivo deste estudo foi avaliar o efeito daificacdo em diferentes
momentos da maturacao in vit@lV), quanto as caracteristicas morfologicas,
funcionais e moleculares de ovdcitos bovinos. fRoudilizados complexos-cumulus-
ovocitos (CCOs) obtidos de ovarios de abatedouapa Bs experimentos 1 e 2, 0s
ovocitos foram distribuidos em 4 grupos: contro®C) nao vitrificado; 0 hora
vitrificado (V0); 8 horas vitrificado (V8) e 22 has vitrificado (V22). Todos os grupos
vitrificados foram desvitrificados e retornaramaarMIV até completar 24 horas. Para
a avaliacdo da cromatina, CCOs foram desnudadas]ds e corados com lacmoide.
Para a taxa de fecundacao, ovocitos foram subnsefidecundacéao in vitr@-IV), e
apos 18 horas de co-cultivo com os espermatozdatasn fixados e corados com
lacmoéide. O desenvolvimento embrionario foi avaliagelas taxas de clivagem e
blastocistos em D2, D7 e D8, apds a inseminacdo Baira analise estatistica foi
empregado o teste Qui-quadrado (P<0,05). Quantexperimento 3, primeiramente
foi quantificada a expressdao de genes ligados ateg® (Caspase-3 e P-53) e ao
controle epigenético (HDAC 2, Dnmt-1le SUV39H1) emdatos maturados in vitro
por 0 (GCO0), 8 (GC 8), 22 (GC22) e 24 horas (GCP#steriormente, foi avaliado o
efeito da vitrificagcdo em diferentes momentos d& ND, 8 e 22 horas) na expressao
desses mesmos genes. Para isso ovOcitos de todpspos vitrificados e do controle
foram coletados as 24 horas de MIV. A avaliacaexgaessao génica, foi realizada por
gPCR e os dados analisados por ANOVA one-way, (BY0A capacidade do ovdcito
de atingir MI, clivar e se desenvolver até blasttucifoi superior no grupo controle
(P<0,05) comparado aos grupos vitrificados, na@hdw diferencas significativas entre

estes (P>0,05). Ja a taxa de fecundacédo foi superigrupo controle (P<0,05), sendo
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que o grupo VO foi o que apresentou as menoreeptagens de ovocitos fecundados
e maior de ovécitos degenerados (P<0,05) compaadademais grupofuanto ao
perfil de expressdo génica em ovocitos durante \4, Kbi observado que os niveis de
transcritos do gene Caspase-3 estavam aumentad@®%F, nos grupos GC22 e GC24,
comparados a GCO e GC8, também foi observado urersoniP<0,05) da expressao
do gene Dnmt-1, nos grupos GC8, GC22 e GC24 compsiao GCO. Entretanto, nao
foi observada alteragdo na abundancia dos trabsceim nenhum dos grupos
submetidos a vitrificacdo (P>0,05), comparados @24 Conclui-se que, apesar dos
baixos resultados, a vitrificacdo pode ser empregata a conservacao de ovoécitos
bovinos, independente do momento da MIV. Os nideistranscritos avaliados nao
foram alterados em resposta a vitrificacdo. Enttetafoi constatado um aumento na

expressdo da Caspase-3 e Dnmt-1, durante a MIV.

Palavras chaves: Vitrificagdoryotop ovadcitos, bovino.
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2 ABSTRACT

Vitrification by cryotop method has emerged agramising option for
oocytes cryopreservation, by minimizing negativie@s and improving survival rates.
The aim of this research was to evaluate the effiéatitrification at different times
point during in vitro maturation (IVM) on functiohamorphological and molecular
characteristics of bovine oocytes. For all the expents cumulus-oocytes-complexes
(COCs) were obtained from slaughterhouse ovariedirgt and second experiments,
oocytes were distributed into 4 groups: control-ntnfied(CG); 0 hour vitrified (VO);

8 hours vitrified (V8) and 22 hours vitrified (V22n all groups oocytes were vitrified
and warmed, and then returned to incubator untilh@drs of IVM. For chromatin
evaluation, COCs were denuded, fixed and staineth wacmoid. To evaluate
fertilization rates, oocytes, were fixed and stdimath lacmoid 18 hours after in vitro
insemination (pi). Embryonic development was acegdsy cleavage and blastocyst
rates at D2, D7 and D8 (pi.). Data were analyze®€hbiysquare test (P <0.05). A third
experiment was designed to evaluated mRNA expnessi@poptosis (Caspase-3 and
P-53) and epigenetic control related genes (HDAGUQV39H1 and Dnmt-1).First
gene expression was quantified at different timatsaduring oocyte IVM: 0 (CGO0), 8
(CG 8), 22 (CG22) and 24 hours (CG24). Then, tiiecebf vitrification at different
moments of IVM (0, 8 and 22 hours) on genes exprssas studies. Gene expression
was performed by qPCR and data were analyzed bywvageANOVA (P <0.05). The
ability of the oocyte to reach Ml after maturatida cleave and to develop to blastocyst
was higher in CG (P <0.05), compared to vitrifiedups, which did not differ among
them (P> 0.05). For fertilization rates, CG alsesented superior results compared to

all vitrified groups (P <0.05). However, when \iigd groups were compared, VO had
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the lowest rate of fertilized oocytes and highde @egenerated oocytes than the other
groups (P <0.05). Gene expression profile in occyigring IVM, showed that mRNA
levels of Caspase-3 were increased (P <0.05) m@&22 and CG24 compared to CGO
and CGS8. An increase in Dnmt-1 gene expressionalgasobserved (P <0.05) in CG8,
CG22 and CG24 compared to CGO. No difference in mRé&lative abundance was
observed in any of the Vvitrificated group (P> Q,G®mpared to CG24. In conclusion,
despite the poor results, vitrification can be usedreserve bovine oocytes , regardless
to IVM time. Transcript levels of the studied gemnesre not affected by vitrification
procedure. However, an increase in mMRNA levelCafspase-3 and Dnmt-1 genes was

observed during IVM, suggesting transcription pesas during this period.

Keywords: Vitrification, Cryotop, Bovine, Oocyte
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3 INTRODUCAO

O sucesso da criopreservacao de ovocitos trazaras beneficios para o
uso das técnicas de reproducdo assistida tantonémaia como em humanos. Na
producao in vitrode embrides, a possibilidade de criopreservacasadesstruturas
otimizaria a logistica, por facilitar o transporelongas distdncias e maximizar a
disponibilidade de receptoras. Essa técnica € tamb®a ferramenta importante para
formacéo de bancos de material genético e comieagtdlb de material biologico, além
de ser indispensavel para a conservacao de rasseeies ameacadas de extingao. I1sso
porque, para que essas possam ser trabalhadasnenaps, € fundamental que sejam
recuperaveis ndo sO 0s espermatozoides, mas tawdbéwvocitos. Além disso, com a
evolucdo das biotecnologias, estes ovoécitos cregpvados poderiam também ser
utilizados para producéo de animais transgénicesmeprogramas de clonagem, por
transferéncia nuclear.

Ja em relacdo aos humanos, o desenvolvimentondmétodo eficaz de
criopreservacdo ajudaria meninas e mulheres coflginas oncoldgicos, pois uma
vez, submetidas a processos quimio ou radioterapiimam sujeitas a perda prematura
da fungéo ovariana (Bois al, 2002).

Porém a criopreservacéo de ovOcitos é ainda éaméch pouco eficiente,
considerando que a capacidade de desenvolvimentbricgrério posterior €
insatisfatoria na maioria dos mamiferos. Essasatesibilidade a criopreservacédo pode
ser explicada por suas caracteristicas morfolégicdgncionais peculiares, como o
tamanho celular, volume de &gua no citoplasma, nizgedo do citoesqueleto,
distribuicdo de organelas e estagio da meiose (ltlal, 1995; Hochiet al, 1998;
Diezet al, 2005; Adonaet al, 2008).
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Dentre os métodos de criopreservacdo disponigeigjrificacdo € o
método mais apropriado para ovécitos de mamifeamsédticos (Saragusty & Arav,
2011). Essa técnica é baseada no uso de alta ¢@y@n e viscosidade de
crioprotetores e de curvas de congelamento mekotaadas. Essas caracteristicas,
fisico quimicas da vitrificagdo conseguem evitafoemacdo de cristais de gelo
intracelulares, diminuindo muito os danos as memds& organelas. Entretanto, devido
as altas concentragfes de crioprotetores, 0s ogdainbém sdo expostos a um estresse
toxico demasiadamente alto, tornando necessariesendolvimento de metodologias
que utilizem um volume menor de solucéo de viti@o (Vajtaet al, 1998; Vieiraet
al., 2002).

Na tentativa de resolver esse problema Kuwayamaal.e(2005)
desenvolveram o método degyotop, em que o volume final de solucdo de vitrificacao
nao ultrapassa 0,1ul. Esse método, até o presgmésenta os melhores resultados para
a criopreservacao de ovocitos em humanos e ens\@sEcies de animais domesticos.

Outro fator importante que estd envolvido no cametimento do
ovocito durante o processo de vitrificacdo € ogistda meiose em que se encontra.
Véarios estudos tém sido realizados para determgamelhor momento para a
vitrificagdo de ovadcitos, em bovinos. Entretantdse muita controvérsia com relagéo
a esse assunto. Enquanto alguns autores defendenpbgjwovécitos em vesicula
germinativa seriam mais resistentes a criopresaovggpr ndo apresentarem fusos
meioticos, outros atribuem aos ovoécitos em MIl umaior capacidade de suportar a
criopreservacao.

Portanto, existe a necessidade de se conheces ognmovocitos nos
diferentes estagios da maturacdo respondem aospooake vitrificacdo e quais 0s
processos mais afetados. Esse conhecimento aéxikar s6 na determinacéo de qual o
estagio a ser utilizado para a criopreservacaotambém na mudanca de protocolos e
métodos que possam melhorar a eficiéncia da técnica
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

Primeiramente foi realizado um pré-experimentdey ovocitos foram
retirados em diferentes momentos da MIV, desnudaflgados e corados com
lacmoide para a determinacao da cinética nucle@ante a maturacao in vitro. A partir

desta cinética, foram selecionados os momentastei@sse para cada experimento.

4.1.1 Experimento 1: Avaliacdo da maturacdo nucleaem ovocitos submetidos a
vitrificacdo em diferentes estagios da meiose.

O objetivo desse experimento foi avaliar a megtéio nuclear e possiveis
alterag6es a cromatina em ovdcitos vitrificados emtagios distintos da meiose. Para

tal, foi utilizado um total de 315 ovadcitos, dibridos em 4 grupos (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Esquema representativo dos grupos de ovocitogadidis nos experimentos
1, 2 e 3: Vit 0 (grupo de ovdcitos vitrificados estlitrificado apds selecao); Vit 8
(grupo de ovacitos vitrificados e desvitrificadadaB horas de MIV); Vit 22 (grupo de
ovocitos vitrificados e desvitrificado apos 22 tode MIV) e GC 24 (grupo controle,

ovQcitos nao vitrificados). Ovaocitos de todos agpgs completaram 24 horas de MIV.

4.1.2 Experimento 2: Avaliacdo da fecundacdo e dms/olvimento embrionario em
ovacitos submetidos, a vitrificagdo em diferentestgios da meiose

O objetivo desse experimento foi determinar s@amento escolhido
para a vitrificacdo durante a MIV interfere no desdvimento embrionario e nos
indices de fecundacdo apos a FIV. Para o desemaito embrionario foram
utilizados 883 ovacitos distribuidos em quatro ggymum total de 7 réplicas. Para a
taxa de fecundacéo, foram utilizados 471 ovocitasriduidos em 4 grupos por 4
réplicas. Os grupos experimentais (1, 2, 3, e #nfoos mesmos ja descritos no

experimento anterior (Figura 2.1).
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4.1.3 Experimento 3. Efeito da vitrificagcdo em dérentes momentos da maturacao

sobre o padrédo de expressao génica em ovocitos bms.

O objetivo desse experimento foi avaliar se aificacdo, realizada em
momentos distintos durante a MIV, poderia alteraabaindancia relativa de genes
relacionados ao controle epigenético (Dnmt-1, HDAE SUV39H) e de genes ligados
a apoptose (Caspase-3 e P-53). Inicialmente fdiaaao perfil da expressao destes
genes durante a MIV (Figura 2.2). Posteriormenge asvitrificagdo em diferentes
momentos afeta a expresséo apds 24 horas de n@mtunssta segunda etapa a divisao
dos grupos foi a mesma utilizada nos experimen®® IFigura 2.1). Foram utilizados

4 pools de 20 ovacitos de cada grupo.

0 hora

8 horas

Tempo
MIV 22 horas

24 horas

Figura 2.2. Esquema representativo dos grupos de ovoécitosapatacao do perfil de
expressao génica durante a maturacéo no experifBe@@ 0 (grupo de ovocitos apos
selecdo); GC 8 (grupo de ovdcitos apds 8 horas KNE;NEC 22 (grupo de ovocitos
apos 22 horas de MIV) e GC 24 (grupo de ovdcitds &4 horas de MIV). Ovécitos de
cada grupo foram avaliados em diferentes momeratdaid.
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4.2 Obtencéo dos Ovocitos

Os experimentos foram realizados nos labora@ereproducao animal
(LRA) da Embrapa, no Cenargen, Brasilia-DF e non@a Experimental Sucupira
(CES), Riacho Fundo I-DF. Ovérios de fémeas bevfoeam coletados imediatamente
apos o abate e transportados para o laboratérics@uotdo salina (0,9% Na ClI)
suplementado com penicilina G (100 Ul/ml) e sulfdéestreptomicina (100 pg/ml) a
35°C. O tempo maximo transcorrido entre coleta o&rios e o inicio da puncéo

folicular foi de quatro horas.

Os complexos-cumulus-ovécitos (CCO) foram asloisade foliculos de
3 a 8 mm de diametro com o auxilio de seringa denfl® agulha 40 X 12 (18 G), o
liquido folicular era depositado em tubos de 15(WPF°, Trasadingen, Suica), apds
dez minutos de repouso o pellet era retirado esfieado para uma placa de petri de 100
mm (TPP) contendo PBS (Nutricéll, Campinas — SP, Brasil) suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (Gibco BRL, Burlington, ON,n@da) e antibiéticos (penicilina e

estreptomicina).

Com o auxilio de um estereomicroscopio (Nikon- ZSM50) era
realizada a busca dos ovécitos. Somente os CCO<citoptasma homogéneo e mais
de trés camadas compactas de células do cumulrs fatilizados. Apos a selecédo, os

grupos foram distribuidos nos diferentes tratansento

4.3 Vitrificag&o e Desvitrificagao

Para a vitrificacdo foram utilizadas as solugées protocolo de acordo
com a metodologia doryotop desenvolvido por Kuwayama et al. ( 2005), porém as
hastes e o equipamento utilizado (Figura 2.3) foaduiridos da Inga-m&dMaringa-

PR, Brasil). A solucdo de manutencao (SM), compdstal CM-199 Hank’s (Gibco
BRL, Burlington, ON, Canada) suplementada com 2080 SFB foi usada para
manutencdo dos ovocitos durante a vitrificacdo esvittdicagdo. Todas as
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manipulacdes foram realizadas sobre placa aquexedaemperatura de 39°C, em sala
aquecida (25- 27°C). Todos os meios utilizadosvastaaquecidos a temperatura
ambiente, com excec¢ao da solucao de desvitrificag¢@n/1) aquecida a 37°C.

Para vitrificacdo os CCOs em grupos de 3 a anfosubmetidos a 3
banhos sequenciais na solucédo de equilibrio (Sttstituida de SM acrescido de
7,5% etileno glicol e 7,5% de DMSO, permanecendocaala gota (banho) por 3
minutos, o tempo total de exposi¢cdo a SV1 ficoueedte 15 minutos. Apés o equilibrio
0s ovocitos eram transferidos para a solucéo diicatao (SV2), composta por SM
suplementado com 15% etileno glicol, 15% DMSO eNd,8e sacarose, nesta solucéo

0S ovOcitos passaram por 4 banhos sequenciaikzaoio 45 - 60 segundos.

Os ovacitos eram entdo colocados nas hastedrifieacdo com auxilio
de micro pipeta de vidro com diametro aproximadd. 8@um, Imediatamente apos a
deposicdo dos ovoécitos nas hastes 0 excesso dgie@ta retirado deixando somente
uma fina camada (aproximadamente pu),1sobre os ovocitos. Entdo a haste era

submergida verticalmente no nitrogénio liquido.

Para a desvitrificacdo, a haste era retiradbflocom o auxilio de uma
pinca e a extremidade contendo os CCOs era medgulie solucéo de desvitrificacao
1 (DV1), composta por SM mais 1 M de sacarose. O8®<permaneciam na DV1 por
1 minuto, e posteriormente eram transferidos para solucdo menos concentrada (DV
2) composta por SM acrescido de 0,5 M de sacadosante 3 minutos. Finalmente os
CCOs eram submetidos a duas lavagens em gotas dpeBanecendo 5 minutos em

cada gota.
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Figura 2.3. Hastes de polipropileno (A), equipamento com comnpantos contendo
nitrogénio (B e C) (Inga-meW), utilizados para a vitrificacdo de ovocitos, pelétodo

decryotop

4.4 Maturagéo In Vitro

Os COCs selecionados foram distribuidos em qugtigpos: nao
vitrificado, utilizado como grupo controle 24 hor@SC), vitrificados imediatamente
apos a selecao (V0), vitrificado as 8 horas (V8)iteficado as 22 horas (V22) de
maturacao in vitro (MIV) Os grupos vitrificados foram vitrificados, desvitados e
retornaram imediatamente para a MIV para comp&tdroras de maturacao.

Os CCOs de todos os tratamentos eram lavadass&dridos em grupos
de 30, para gotas de 200 pl de meio de maturagipasio por TCM-199 com sais de
Earl's (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada), suplealo com 10ug/ml de FSH,
10% soro fetal bovino, 50ug/ml amicacina e 1ug/miLd glutamina. As gotas eram
feitas em placas de 60 mm (THR cobertas com 6leo mineral (360 Medical Fluif 35
CST- DOW CORNING). As placas foram previamente estabilizada pos duosas em

incubadora a 39°C, 5% de CO2 em ar e umidade datura
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4.5 Avaliacao da Maturacéo Nuclear

Para a avaliacdo da maturacao nuclear, CCOzdde bs tratamentos ao
término das 24 horas de maturacdo foram exposth3% de hialuronidase durante 5
minutos, logo apds as células do cumulus foram vetae por sucessivas pipetagens.
Os ovocitos desnudos foram fixados em uma solugdl) (le alcool etilico e acido
acético, onde permaneceram por pelo menos 48 Wdoadia da avaliacdo os ovécitos
foram colocados sobre lamina e cobertos com lamimarados com corante lacmoide
em solucao de 4cido acético glacial a 45%.

A avaliagdo morfologica dos ovocitos corados fealizada em
microscopio de contraste de fa@dikon Eclipse E200, 1,000X)Os ovocitos foram
classificados em: (a) maturados, aqueles que exfieen 0 estagio de metafase Il com
cromossomos alinhados na placa metafasica, (buiogtagueles que ndo atingiram o
estagio de MIl, (c) anormais, aqueles com abersmagfemossdmicas tais como
diploidia, fusos multidirecionais, disco metafasawrmal ou dispersdo cromossémica
e (d) degenerados, aqueles que apresentavam aramab identificavel (Figura 2.4).

Figura 2.2. Ovécito em VG (A); Ovécito MIl (B); Ovocitos com amatina anormal

(C); Ovocitos com cromatina degenerada (D). Asssetdicam a cromatina em cada
imagem.
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4.6 Selecao Espermatica e Fecundacéo In Vitro

Para todos os experimentos foi utilizado sémenrés partidas, de um
anico touro da raca Nelore, previamente testads &IV. O sémen foi descongelado
a 37°C por 30 segundos, em banho maria e as césesmaticas selecionadas por
centrifugacdo em gradiente descontinu®decoll 45 e 90%.

As amostras de sémen foram colocadas sobre dnmeode 800ul,
composto por 400ul de gradiente dercoll 45% e 400ul dé’ercoll 90%, colocados
em microtubos de 2 ml e centrifugados a 5.400 ¢hpuinutos. Apés a centrifugacao o
pellet foi transferido para um meio TALP (Parriskak, 1995) e centrifugado por mais
5 minutos a 5.400 g (Machado et al., 2009). O pedlsultante foi ressuspendido em
meio TALP, suplementado com 2mM de penicilaminenMLde hipotaurina, 250 mM
de epinefrina e 10 pg/ml de heparina, constituidtemeio de fecundacéo (FEC).

Os ovacitos maturados foram transferidos patasgde 200 pl de meio
FEC, onde foram adicionados os espermatozoidesneanconcentracao final de 1 X
10° espermatozoides/ml. Espermatozoides e ovécitasnfeco-incubados por 18 horas
a 39°C em 5% de G@m ar, sendo o dia da inseminagao in vitro consgtecomo dia
0.

4.7 Cultivo In Vitro

Apdés o periodo de 18-20 horas de co-incubagaprogiveis zigotos
foram lavados e transferidos para o cultivo inovitForam utilizadas gotas de 200ul de
meio de fluido sintético de oviduto (SOF) supleradntcom aminoacidos essenciais e
ndo essenciais 0,34 mM de saodio tri citrato, 2,"M myo-inositol e 5% de SFB
(SOFaaci; Holm et al., 1999), coberto com 6leo mahé60 Medical Fluid 350 CST-
DOW CORNING®) e cultivados por 8 dias a 39°C e 5% de,COs embrides foram
avaliados no dia 2 para taxa de clivagem, e nos 8id@ e 8 pds inseminacao (pi) para

as taxas de blastocisto
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4.8 Avaliacao das Taxas de Fecundacéao

Para a avaliacdo das taxas de fecundacdo odwgisvzigotos foram
transferidos do meio de fecundacéo 18 horas apdicio da FIV, fixados em solucdo

(3:1) de élcool etilico e acido acético por pelo menobaras.

No dia da avaliacdo os ovdcitos foram colocad®e lamina, cobertos
com laminula e corados com lacmoide (solucao dertPAcido acético glacial a 45%).
A andlise foi realizada em microscopia de contralefase(Nikon Eclipse E200,
1.000X)

As estruturam foram classificadas nas seguicggegorias: a) nao
fecundados, ovocitos que apresentavam somentesangege da cromatina feminina; b)
fecundados aquelegjue apresentavam espermatozdide com cabeca intmgra

descondensada, pro-nucleos feminino e masculiniisppamia ou clivagem (Figura

2.5) e, ¢) degenerados, aqueles com cromatinadeatficavel.

Figura 2.5. Ovocitos fecundados: fecundagdo normal, presencdode pré-nucleos
(A); fecundacdo polispérmica, presenca de trésnpiopfeos e de uma cabeca de
espermatozoide solta (B). Setas e asterisco indieanpré-nicleos e a cabeca do
espermatozoide, respectivamente.
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4.9 Armazenamento dos Ovacitos para Analise de Epgssédo Génica

Ovacitos dos diferentes tratamentos foram lavasho$?BS sem célcio e
magneésio (4 banhos) e transferidos em 10 pl paraubande 0,2 ml com auxilio de um
pipetador automatico. Posteriormente, foi adicienad conteudo do tubo 20 ul de
RNA later. Os tubos contendo as estruturas forathoemantidos a 4°C durante 24
horas e, entdo, transferidos para o congelado0ZC;2o0nde foram estocadas até a
analise. Para cada categoria foram armazenadosld ge 20 ovocitos. Em todos os
grupos as células do cumulus foram removidas ppetagens antes do inicio dos
banhos em PBS.

4.10 Extracdo de RNA e Transcricdo Reversa

O RNA total foi extraido de 4 pools de 20 ovdéeitatilizando o kit
RNeasy Plus® (Qiagen, Mississauga, Ontario, CAadardo com as instru¢coes do
fabricante. O RNA total (14uL) foi submetido a umeacao de transcricdo reversa
utilizando 200 U de SuperScript 11l (20QU-1; Invitrogeri]), 0,5ug de Oligo-DT»-
wgprimer (0,5ug/uL; Invitrogerl), dNTPs (2.0mM de cada), 0.1mM DTT (0.1mM/uL),
40U de RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhib@@U/uL; Invitrogen®) e
tampd&o 1X first strand. As reacGes foram realizaditigando 65 C por 5 minutos, 42
C por 52 minutos e ?C por 15 minutos para a inativacdo da enzima. Aal fila
reacao foi obtido um volume final de 24uL de cDNA8@ ovocitos/uL), o qual foi
diluido em 16 pL de agua RNA&ee para obter um volume final de 40uL de cDNA
(0,5 ovécito/uL). Para quantificacdo da expres€oog foi utilizado 1uL (0,5 ovdcito)
do volume final de cDNA obtido.
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4.11 Quantificacao da expresséo de genes por PCiR €empo Real (QPCR)

Para a andlise relativa através do qPCR, utismw protocolo de
amplificacdo dos “kits” SYBR Green Rox Plus® (LGGot&cnologia) e Fast SYBR
Green Master Mix ® (AppliedBiosystems). As reacd@bzando o SYBR Green Rox
Plus® (LGC Biotecnologia) foram realizadas com uotume final de 25ul e as
condicbes para a amplificagdo dos genes foram: 986€ 10 min, 50 ciclos
(desnaturacdo: 95°C por 15 segundos; temperaturandamento por 1 minuto),
seguido de curva de dissociacdo padrdo. Para o FBR Green Master Mix ®
(AppliedBiosystems) o volume final das rea¢c6esi®ilOuL, utilizando as condi¢des de
95°C por 20 seg, 50 ciclos (desnaturacao: 95°C3pgeg; temperatura de anelamento
por 30 seg), seguido de curva de dissociacdo paéva@eqléncia dos primers, sua
concentracdo, tamanho do fragmento, temperatuemelamento, e o SYBR utilizado
para cada gene estdo apresentados na tabela 2dadOs de fluorescéncia foram
coletados ao final de cada extensdo. As reacOesnfartimizadas para propiciar
maxima eficiéncia de amplificacdo para cada germlaCamostra foi analisada em
triplicata e a eficiéncia e especificidade dos anigcleotideos iniciadores dos genes

foram avaliadas pelas curvas de amplificacdo edissdo, respectivamente.
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Tabela 2.1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, thAmado fragmento

amplificado em pares de base (PB), SYBER, temperatie anelamento (TA) e

concentracdo de primer (nM)

Genes Sequéncia PB SYBR TA(°C) nM
Brmtl r: GCG AGA GCG CCT CAG CTA
nm
f: AAA CAT GGG TGA TAG GAG GAG AGA 72 LGC 60 300
f: GGA CTG AAT CCT GCC GCA AATACCT
SUV39H1
r: GGC CAT GAATCC CAACTG CAG AAAG 307 FAST 62 200
Hdac2 f TTATTT GAA AATTTACGCATGTT
r: TTG CTC CTT TCT TAT GAT CAG TC 229 LGC 56 200
f: AAC AGT CAG TCA GTC AGT TGG GCA
Caspase-3
r: ACA CAC ACC CGT AGC TGT GAA GAA 156 LGC 60 300
GAPDH f: GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA
rrCCC TCC ACG ATG CCAAAGT 119 LGC/FAST 62/60 150
P-53 f: TGAGTGCACCACCATCCACTACAA
r: AAACACGCACCTCAAAGCTGTTCC 143 FAST 56 200

F=primer forward R=primer reverse

(E aluo)
Razao =

ACP . (controle — amostra)

(E ref)

ACP 4 (controle — amostra)

Figura 2.6. Modelo matematico para céalculo da expresséo ralaterivada de dados

obtidos por PCR em tempo real. A razdo de um gkeoecaexpressa em relacdo ao gene

constitutivo e normalizada em relagdo & amostréralen E alvo é a eficiéncia do gene

alvo; E ref é a eficiéncia do gene referéncia; GPcé&lothreshold ACP alvo é desvio

de CP do controle — amostra do gene aWGP ref é desvio de CP do controle —

amostra do gene referéncia.
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4.12 Analise Estatistica

Para analise dos dados de taxa de maturacdo,ndieg@o e
desenvolvimento embrionario foi utilizado o testeGhi-quadrado (P>0,05).
Os valores de expressao dos genes alvos foram lwades pela expressdo do gene
enddégeno GAPDH. A expresséo relativa de cada gemaltulada utilizando o método
AACt (Figura 2.6) com correcdo da eficiencia (Pfafl001l). Os dados para
quantificacdo da expressao génica foram comparutos os tratamentos usando one-
way analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukayapas amostras paramétricas e
KruskaWallis para os dados néo paramétricos , o programa Proiefio 5.0 (BBN
Systems and Technologies, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

5.1.1 Experimento 1 - Avaliacdo da maturacdo nucleaem ovocitos submetidos a

vitrificacdo em diferentes estagios da meiose.

Nesse experimento foi avaliada a maturacdo audate alteracdes na
cromatina de ovocitos vitrificados em diferentesmmeatos durante a maturagéo.
Ovacitos nao vitrificados (grupo controle) apreaesin as maiores taxas (P<0,05) de
MIl e menores indices (P<0,05) de ovocitos imaturasormais e degenerados.
Nenhuma diferenca (P>0,05) foi observada entreitngdos grupos vitrificados 0, 8 e
22 horas com relacdo as porcentagens de ovOcittgrades, imaturos, anormais e
degenerados (Tabela 2.2). O grupo vitrificado 2$€@as apresentou percentagem de
imaturos e anormais semelhantes as do grupo cenifer0,05%), entretanto

apresentaram menor taxa de ovécitos em MIl e ntaxar de degenerados.
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Tabela 2.2. Avaliagcdo da maturacdo nuclear de ovécitos bovivitidficados em

diferentes momentos da maturago in vitro

Estagios da Meiose

NO
Grupos .
Ovacitos Imaturos M I Anormais Degenerados
n, (%) n, (%) n, (%) n, (%)
Controle n&o vitrificado 80 1(1,25%) 64 (80%) 9 (11,25%} 6 (7,5%)
Vitrificado 0 hora 84 8 (9,52%) 37 (44,05%) 22 (26,19%F " 17 (20,24%)
Vitrificado 8 horas 90 5 (5,569%)° 45 (50%Y 26 (28,89%) 14 (15,56%F °
Vitrificado 22 horas 81 5(6,179%)° 45 (55,56%) 16 (19,75%§" 15 18,52%)

aP.%/alores com letras diferentes nas mesmas coludésaim resultados diferentes (P < 0,05).

5.1.2 Experimento 2 - Avaliacdo da taxa de fecundag e desenvolvimento
embrionério, em ovécitos submetidos a vitrificagdo,em momentos distintos
durante a MIV.

Este experimento foi realizado para avaliar aac@ade de ovocitos
bovinos vitrificados de serem fecundados e tereserelvimento embrionario normal.
Com relacdo ao desenvolvimento embrionario os tees sdo apresentados na Tabela
2.3. Os ovécitos submetidos a vitrificacao, indejggrte do tratamento, apresentaram
uma menor capacidade de desenvolvimento (P<0,0%y apfecundacédo e cultivo in
vitro, mostrando menores taxas de clivagem e blastodstagie os ovocitos do grupo

controle (Tabela 2.3)
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Tabela 2.3.Desenvolvimento embrionario a partir de ovocitogihos vitrificados em

diferentes momentos da maturagéo in vitro

Grupos N° Clivagem Blastocistos Blastocistos Blastocistos
Ovaécitos D2 D7 D8 D8*
n, (%) n, (%) n, (%) n, (%)
Controle n&o vitrificado 226 200 (88,55 81 (35,84) 88 (38,94} 88 (44,0f
Vitrificado 0 hora 224 51 (22,77) 6 (2,68} 6 (2,68 6 (11,76}
Vitrificado 8 horas 218 47 (21,56) 4 (1,837 5 (2,299 5 (10,63}
Vitrificado 22 horas 215 52 (24,19) 9 (4,19) 10 (4,65} 10 (19,23}

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

* Porcentagem de blastocisto em D8 calculado sebneero de clivados em D2.

A tabela 2.4 mostra que quando as taxas de facéodoram avaliadas,
foi observado que os ovocitos de todos os grupdsmetidos a vitrificacdo
apresentaram menor taxa de fecundacdo e maiodexizgeneracdo, comparados ao
grupo controle (P<0,05). Entre os vitrificados, ctds dos grupos 8 e 22 horas
apresentaram maiores indices (P<0,05), de fecuodagiparados ao grupo O hora. A
taxa de ovacitos ndo fecundados foi semelhante émdios 0os grupos, porém ovocitos
dos grupos vitrificados apresentaram uma maior gmbagem de polispermia. A
diferenca mais discrepante entre ovocitos do gropetrole e os vitrificados foi
observada quanto as porcentagens de degeneradiss,oogrupo O hora foi o mais
afetado (P<0,05), seguido pelos grupos vitrificaon 8 e 22 horas, que foram

semelhantes entre si (P>0,05).
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Tabela 2.4. Taxa de fecundacdo de ovocitos bovinos vitrificadws diferentes

momentos da maturagéo in vitro

Fecundados
0 ~
Ovaécitos Fecundados 0 o
n, (%) n, (%) n, (%)
n, (%)
Controle n&o vitrificado 134 15 (11,19%) 109 (81,34%j 5(3,73%f 10 (7,46%)
Vitrificado 0 hora 112 10 (8,93%%) 50 (44,69%) 7 (6,25%f " 52 (46,43%)
Vitrificado 8 horas 119 15 (12,61%) 75 (63,03%) 9 (7,56%)f° 29 (24,37%f
Vitrificado 22 horas 106 8 (7,55%) 71 (66,98%) 13 (12,26%) 27 (25,47%)

2P %alores com letras diferentes nas mesmas coluditsaim resultados diferentes (P < 0,05).

5.1.3 Experimento 3 - Efeito da vitrificacdo sobre padréo de expressao génica, em

ovacitos bovinos.

O experimento 3 foi dividido em duas etapas. rkmeira foi para
caracterizar a cinética da transcricdo dos geneACHP, SUV39H1 , Dnmt-1, P-53 e
Caspaspase-3, durante a maturacdo. Para isso daabia relativa dos transcritos
destes genes, foi quantificada em diferentes mmsuettirante a maturacgao in vitro.
Para este experimento foram utilizados ovécitosuradbs in vitro por 0, 8, 22 ou 24
horas. A segunda etapa foi comparar a abundaeldtva dos transcritos dos genes
avaliados, em ovocitos do grupo controle com ow8cgubmetidos a vitrificacdo, em
momentos distintos durante a maturacdo in vitrmdSegue para todos 0S grupos 0s
ovQcitos foram coletados apds 24 de maturacao.

Com relagdo ao padrao de expressao dos genasteld maturacdo in
vitro, pode-se observar que ndo houve alteracdabomdancia relativa de mRNA

(P>0,05), para os genes HDAC 2 e P-53 (Figura EBjretanto, uma tendéncia a
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aumento dos transcritos para o gene SUV39H1 (Px@il6bservado no grupo 8 horas

de maturacéao (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Nivel de transcritos dos genes DNMT1, HDAC 2, SOM3, Caspase-3 e
P-53, analisados por PCR em Tempo Real, em ovoatiglos em diferentes
momentos durante a maturacao in v{@dora, 8 horas, 22 horas e 24 horas). Os dados
(média + EP) foram normalizados pelo gene GAPDHpFessos em relacdo a amostra
controle, através do métodaACt com correcéo da eficiéncia.

aPpiferentes letras nas barras indicam valores difes(P<0,05).



58

Em contrastes, os genes Dnmt-1 e Caspase-3, eaasgsn um
comportamento diferente dos demais. Para ambadbf@Ervado um aumento no nivel
dos transcritos as 22 horas maturacdo. Ja as 24 berniveis foram semelhantes aos
observados as 8 horas para a Dnmt-1 e as 0 e & @Gaspase-3 (P<0,05).

Quando a quantidade relativa de transcritos gises estudados foi
comparada entre ovocitos vitrificados em diferemiesnentos da maturagéo e ovocitos
do grupo controle, nenhuma diferenca foi observ@@>05) no nivel de expressédo
(Figura 2.8)
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Figura 2.8. Nivel de transcritos dos genes DNMT1, HDAC 2, SOM2, Caspase-3 e
P-53, analisados por PCR em Tempo Real em ovéaitemetidos a vitrificagcdo em as
0 (VO0), 8 (V8) e as 22 horas (V22) de maturacaw@itos nado vitrificados (C24), as
24 horas na MIV. Os dados (média = EP) foram ndmadbs pelo gene GAPDH e
expressos em relagdo a amostra controle, atravésétimdoAACt com correcdo da

eficiéncia. Diferentes letras nas barras indicatorea diferentes (P<0,05).
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5.2 Discussao

Atualmente a vitrificacdo é considerada a técmizas eficiente para a
conservacao de ovaocitos bovinos. Porém, os resgltabtidos até o presente ainda nao
permitem a sua utilizagdo como ferramenta viavelrapo armazenamento do
germoplasma feminino. Nas Ultimas décadas as pEsjfbcaram no aprimoramento
dessa técnica, onde foram testadas diferentesiag3es de crioprotetores, inclusao de
compostos no meio como o0 uso de proteirasi ‘freezg diferentes dispositivos para
armazenagem e principalmente reducdo do volumecdoprotetores e aumento da
velocidade de congelamento. Entre todas as alteasatesultantes desses estudos para
a vitrificacdo de ovocitos bovinos, a metodologiacdyotop (Kuwayama et al., 2005)
tem apresentado os resultados mais promissoresr espe motivo foi a técnica de
escolha para a realizacao deste estudo.

No experimento 1, foi avaliada a capacidade décites bovinos
apresentarem MIl normal, depois de vitrificados Bramentos distintos durante a
maturacao.

Conforme esperado, os resultados mostraram quependente do
momento da vitrificagdo, os grupos vitrificados eggntaram menor percentagem de
ovocitos com MIl normal e maior ocorréncia de a@{éies e degeneracdo de cromatina
do que os nao vitrificados. Entretanto, nenhumereifca foi observada entre os grupos
vitrificados. Apesar dos estudos que avaliaram thonemomento para a vitrificacao
durante a maturacao in vitro (Hodtial, 1998; Luneet al, 2001; Brand&o, 2002; Men
et al, 2002), mostrarem resultados divergentes em resogitrificacdo era esperado
que alguma diferenca entre os grupos. No geralcitngimaturos sao considerados
menos resistentes a vitrificagdo e mais suscepti@asi lesdes provocadas pelo
resfriamento (Arawet al, 1996) quando comparados aos ovocitos MIl (Lehaal,
2001; Albarracinet al, 2005). Além disso, as células do cumulus, necess@&o
ovocito em GV, servem como barreira mecanica, dimoo a velocidade de
penetracdo celular dos CPs. Portanto, o comproraetordo ovocito VG vitrificado,
poderia também estar associado a perda prematwanaanicagdo com as células do
cumulus,pelo rompimento das juncdgap, em resposta a vitrificacdo (Luciaed al,
2009; Zhouwet al, 2010).
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Quanto aos ovocitos bovinos no estagio de GVBdaimda maiores
controvérsias, alguns autores mostram que durat¢eestagio, 0s gametas tém uma
menor sensibilidade a criopreservacao, por aprasemia maior permeabilidade aos
CPs quando comparado a ovocitos VG. Mas por oailo, leles ndo apresentam os
fusos meioticos formados, fato que minimizaria esbés ao citoesqueleto, disturbio
comumente observado em ovdécitos MIl submetidogrdiesacdo (Hochiet al, 1998).
Alguns autores também atribuem aos ovocitos Mllaaomcapacidade de suportar a
vitrificacdo (Menet al, 2002). Nesse estagio o ovacito ja concluiu a seeresultando
em menores problemas com a expulsdo do primeifisoulo polar, e apresenta uma
distribuicdo de organelas adequada para a fecumd@céiro motivo pelo qual ovécitos
vitrificados com 22 horas seriam mais resistentgaeéesses ja estando maturados nao
mais necessitam das células do cumulus, fato quuitp@& a remocado das mesmas
antes da vitrificacdo (Zhcaet al, 2010), facilitando a entrada dos CPs.

Considerando que o0s ovécitos vitrificados as 28rasmy que
presumivelmente ja teriam completado a MIl, apresam a mesma taxa de MIl do
que os vitrificados em outros momentos, pode- $erilnque o dano causado pela
vitrificacdo foi muito severo. Isso pode ser cotata pela rapidez em que os efeitos
prejudiciais da vitrificagdo foram detectados, ejasem um periodo de apenas duas
horas ja ocorreu um aumento significativo na pdegam de ovoicitos com cromatina
anormal e degenerados.

O segundo experimento avaliou a funcionalidamewbcito, submetido a
vitrificacdo, quanto a sua capacidade de clivareedssenvolver até o estdgio de
blastocisto, apés a fecundacgdo in vite forma semelhante ao observado para a
maturacao nuclear, o estagio da meiose em que @tovidi vitrificado ndo afetou a
taxa de clivagem e producéo blastocistos. Entretanprocesso de vitrificagcdo causou
uma reducgédo drastica na producdo de embrides, axas tle blastocistos inferiores a
5%. Esses resultados estdo de acordo com a malosarelatados na literatura,
entretanto estudos recentes obtiveram taxas eno wen10% quando ovocitos em
estagio de VG foram vitrificados pelo métodoctgotopZhou et al. (2010). Ainda com
relacdo ao desenvolvimento embrionario é importabservar que além dos danos que
ja podem ser observados nos ovocitos logo apostaragdo e fecundacdo, outros
aspectos bioquimicos do ovécito, que s6 se maaifesiposteriormente no
desenvolvimento, também podem ter sido afetades. perque apos a clivagem, em

torno de 15% dos ovécitos se desenvolveram atéagiesde blastocisto comparado
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com mais de 40% no grupo controle. Entretanto, aapé® pequeno numero de
blastocistos obtidos, os resultados mostram queossiyel produzir embribes de
ovQcitos vitrificados em qualquer estagio da mat@waestudado. A avaliacdo da
qualidade embrionéria, através da contagem deasglcbloracao diferencial e mesmo a
transferéncias dos embrides produzidos a partiroggsitos vitrificados (Vieiraet al,
2002), poderia ter gerado melhores informagdestesabqualidade dos blastocistos
oriundos de cada grupo de ovadcitos vitrificados.

Durante a maturacdo do ovocito, as organelaplagmaticas estdo
sujeitas aos processos de remodelacéo e redigldyisendo que a vitrificacdo tem sido
relatada como causadora de alteracdes nesses qmRc&s granulos corticais estao
entre as organelas mais susceptiveis aos danos eeorr&hcia da vitrificacao.
Normalmente depois da MIV, estes granulos apresentaa distribuicdo periférica e
isolada, e quando vitrificados organizam-se em @gujksta alteracdo pode provocar
uma falha na liberacdo do célcio, necessaria agublo da polispermia, 0 que poderia
causar uma reducdo no desenvolvimento embrion&ramiopreservacdo também pode
causar uma liberacdo prematura do conteudo dosulggancorticais causando
endurecimento da zona pellcida dificultando tambéectundacéo. Portanto, avaliar se
as baixas taxas de clivagem encontradas néo foeaidada problemas no processo de
penetracdo do espermatozoide no ovocito, foi tambealiada a capacidade dos
ovocitos vitrificados nos diferentes momentos davMle serem fecundados. Os
resultados mostraram que independente do momentomdairacdo, ovocitos
vitrificados as 0, 8 ou 22 horas apresentavam cometimento da fecundacao,
comparados aos do grupo controle. Entretanto, egagsos vitrificados também
apresentaram uma maior taxa de degeneracdo o sfifecgmia a menor fecundacao.
Dentre os grupos vitrificados o grupo a 0 hora (W) mais afetado, apresentando as
menores taxas de fecundacéo e maiores taxas deedag@o. Esses resultados sugerem
que as baixas taxas de clivagem n&o foram devimoldemas na penetragcédo, mas sim a
alta taxa de degeneracdo dos ovdcitos ja no monuentecundacdo. E interessante
observar que o grupo vitrificado a 0 hora, apesated menor taxa de fecundacéo,
apresentou taxa de clivagem semelhante aos \aulifis as 8 e 22 horas. E possivel que
0 processo de degeneracao nesses dois gruposrg@iadinha sido desencadeado no
momento da fecundacéo e, quando retirados pareagéalas 18 horas de co-cultivo
ainda apresentavam-se normais. Como nesses gruwgtffieacao foi realizada mais

tarde do que no 0 hora, o processo degenerativioétanse completaria mais tarde, ou
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seja, apos a avaliacdo da fecundacao. Associands esses resultados pode-se supor
que a degeneracdo da cromatina foi o principal daebservado em resposta a
criopreservacao.

Aléem das avaliagbes morfologicas e funcionais lizadas nos
experimentos 1 e 2, a quantificacdo de transcritesgenes ligados a processos
bioldgicos importantes para o ovécito, tais comopapse e padrdo epigenético, foram
realizadas no experimento 3. O correto padrédoeepiico, que regula a atividade dos
genes, € essencial para a fecundacdo e desenvolwimbrionario normal. Estudos
tém indicado que modificacbes epigenéticas sao reigmis responsaveis pelas
modificagbes na dinamica da estrutura da cromatima consequente regulacdo da
expressdo génica (Xue et al., 2010). Essas mociifesa envolvem dois principais
eventos, a metilacdo do DNA e as modificacOes iseras (metilacdo e acetilacao)
(Prather et al., 2009). Sendo que o controle dessalificacoes é feita por acdo de
enzimas tais como DNA metiltransferases (DMNTsktdna acetilase (HAT1), e
histona desacetilase (HDAC?2). O outro evento ingie para a célula é a apoptose. A
avaliacao do perfil de expressédo de genes relabi@npoderia auxiliar na elucidacéo
dos efeitos da vitrificacdo no ovoécita célula, o inicio da apoptose é originado por
um sinal, que é recebido a nivel de membrana owrdanelas e, posteriormente
moléculas como as transcritas pelo gene P-53 s@das. Essa mensagem entdo é
transmitida para reguladores centrais, que sdoefafaré e anti- apoptoéticos (BAX e
Bcl-2). Se a célula “decidir” pela morte, é ativaddo o quarto estagio, que € mediado
pela atividade de fatores promotores de morte aeduexemplo da Caspase-3.

Inicialmente foi determinado o perfil de expresdasses genes durante o
periodo de maturacdo e, posteriormente foi queath o nivel de transcritos em
resposta a vitrificacdo pelo métodoaygotop

Dos cinco genes avaliados dois apresentaranmuamrao na expressao e
um uma tendéncia de aumento de expressdo durgméeiado de maturacdo. Esses
resultados estdo em desacordo com a literatura PéanHurk & Zhao, 2005; Sirarek
al., 2006) que na maioria das pesquisas concordanhanr transcricdo no periodo
entre a retomada da meiose e a ativacdo do gegomao bovino ocorre no periodo de
8-16 células. Além disso, durante esse periodootréaicdo de heterocromatina, fato
que torna o DNA teoricamente menos passivel acepsacde transcricdo. Entretanto,
recentemente um estudo em ovadcitos bovinos mosim@aumento da expressao dos
genes PLAU, ANXA 1, STC 1, SERPINE 1, doze horaSsap inicio da maturacéo e
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dos genes STC 1 e LUM em ovdécitos MIl (Mamo et2011). Esses resultados, apesar
de serem o0s Unicos na literatura que suportam esomoachados, reforcam que é

possivel ocorrer a transcricdo apos a retomadaeilase) e sugerem a necessidade de
mais estudos para comprovar esse fato.

Um aumento nos niveis de transcritos do genestrimi observado as
22 horas de maturacdo. A Dnmt-1 € a enzima respehgéla manutencdo da metilacao
e estd comumente associada aos processos deg@plaa DNA, porém sua presenca
também foi relatada durante a gametogénese (Ladde, 2009; Bessa, 2011). Logo
apos a fecundacdo comecam as divisdes mitoticassuas e a demetilacdo do DNA,
gue s6 ndo pode ocorrer nos gelmaprint. Portanto, pode-se especular que este
aumento de mRNA da Dnmt-1 no final da maturacga secessario para garantir a
manutencdo da metilacdo dos gemegrint. Ainda, é importante ressaltar que apos a
ativacdo do genoma, a transcricao é realizadagmeloido, durante este periodo ha um
processo intenso de metilacdo global de DNA, é ipelsgjue este aumento de
expressao, seja a0 menos em parte, necessaria paautencdo, durante os primeiros
ciclos. Outra hipotese a ser considerada parafipastia diferenca significativa
observada, seria que mesmo durante a MIV haverbama transcricdo, possivelmente
ocorreu um decréscimo acentuado na traducdo déSAmMO periodo que antecede a
retomada da meiose € marcado por um DNA com altessnde metilacdo, depois da
GVBD com a progressao da meiose pode haver ocounda queda brusca nessa
traducédo, fato que associado com uma “leve” trég@urresultaria em diferencas
detectaveis no ovacito MIl comparado ao VG.

Além da Dnmt-1, aumento na expressao do gene atpaSe-3 foi
também observado as 22 horas de maturacdo. Apas@aspase-3 ser uma enzima
presente no estagio final da apoptose, sua presd@igandica necessariamente sua
atividade. O ovécito deve ser fecundado logo apidgia Mll, caso isso ndo ocorra é
normal que entre em apoptose. Para que isso aeargazgstoques de transcritos do gene
Caspase-3 devem estar armazenadas para que p@ssatiizados quando necessario.
Porém a necessidade de mensuracdo da atividadegpmse-3, pode avaliar o real
comprometimento do ovocito, pela via da apoptosen@t al, 2003).

Foi observada também durante o periodo de mamiapa tendéncia ao
aumento na transcricdo do gene da histona lisindtnaesferase (SUV39H1), que é
responsavel pela metilacdo da H3/K9, o qual estimulepressao da transcricdo. Esse

aumento ocorreu nas primeiras 8 horas de maturggdsjvelmente porque o ovocito
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apos retomar a meiose precisa acabar de formateeobmatina, que € a cromatina
mais compactada, com menores niveis de transcggéoé caracteristico dessa fase.
Apesar do presente estudo verificar que ocorrews¢regdo durante a maturacao, esse
evento ndo é o padrao geral desse periodo.

Quando a quantidade relativa de transcritos Vaili@da em ovocitos
vitrificados em diferentes momentos da maturac&@ofaéobservado para nenhum dos
dois genes de apoptose (Caspase-3 e P-53) invlstigalteracfes em decorréncia da
vitrificacdo. Este achado esta em concordancia catros autores que também nao
observaram alteracbes na abundancia de transadogenes ligados a apoptose
(Anchamparuthy et gl2010; Ebrahimi et gl 2010). Apesar de ter sido especulado o
uso de marcadores de apoptose como ferramentalpaidar os efeitos deletérios da
criopreservacao, € preciso ter em mente que esta @rocesso normal a célula. A
apoptose € a morte celular programada, evento s@omspara manutencdo da
homeostase em varios processos bioldgicos, ndsss@mente sendo causada por um
fator externo, como, por exemplo, 0 estresse té@ntsses resultados sugerem que
pode haver outra via responsavel por induzir a mEgedo do ovocito apos a
vitrificacdo. Outra via provavel para a degeneragi@ a via de necrose celular.

A vitrificagdo, assim como observado para os gergdacionados a
apoptose, nao foi capaz de alterar a abundanci@ralscritos dos genes responsaveis
pelo controle epigenético, quando comparado aositegddo grupo nao vitrificado,
maturado por 24 horas. Chamayou e colaboradorekl)2@valiaram o efeito de
diferentes métodos de criopreservacdo em ovoécitoghos e observaram uma reducéo
na abundancia relativa de mRNA de sete dos 18 garadisdos. E possivel que se um
maior numero de genes tivesse sido avaliado nepieestudo o efeito da vitrificacao
na integridade molecular também tivesse sido dedact

Ficou claro nesse estudo que a degeneracdo éiop prablema dos
ovaQcitos vitrificados, e que essa possivelmenteatdmteca por apoptose mas por outra
via. Entretanto, conhecer mais da resposta maea@sdsim como de outros aspectos
tais como as alteracdes ao citoesqueleto e asadagampos a vitrificacdo, é necessario
para identificar os eventos e ou estruturas maetadfs. Somente com esses
conhecimentos sera possivel proteger o ovécitovedrale manipulagdo seja das
solucdes ou dos métodos de vitrificacdo e comassaentar a eficiéncia da técnica.
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6 CONCLUSOES

A vitrificacdo porcryotop independente do estagio da meiose em que é
realizada afeta negativamente a maturacdo nugedrfes de fecundacao, indices de
clivagem e desenvolvimento embrionario. Entretaptssibilita o armazenamento de
ovécitos bovinos em M, sem alterar padrées de expressdo de alguns genes

relacionados ao controle epigenético e a apopios«.
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