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RESUMO

Elen Silvia Carvalho Siqueira Pyles. Vitrificacdo de ovoécitos e embrides bovinos
utilizando-se etilenoglicol, dimetilsulfoxido e dimetilformamida como agentes
crioprotetores. Botucatu, 2006, 112 paginas. Tese doutorado. UNESP — FMVZ.

Neste estudo vitrificou-se em OPS ovdcitos (Experimentos 1, 2 e 3) e embrides
bovinos (Experimentos 4, 5 e 6) em trés solucdes de vitrificagdo distintas:
Experimentos 1 e 4) 20%EG + 20%DMSO + 0,5M sacarose; Experimentos 2 e
5) 20%DF + 20%EG + 0,5M sacarose; Experimentos 3 e 6) 20%DF +
20%DMSO + 0,5M sacarose. Os embrides foram vitrificados na presenca ou
nao de citocalasina B. Os ovécitos foram vitrificados ou somente expostos aos
crioprotetores imaturos (GOh e GOhexp), ou ap6s 6 horas (G6h e G6hexp), 12
horas (G12h e G12hexp) ou 22 horas de MIV (G22h e G22hexp). Apds a
exposicao ou aquecimento, parte dos ovoécitos completou as 22 horas de MIV e
foi destinada a PIV, para avaliacdo da capacidade de se desenvolverem até
blastocisto. No restante avaliou-se o estagio de maturacdo nuclear e a
distribuicdo dos granulos corticais e das mitocdndrias. Observou-se que a
exposicao dos ovocitos imaturos (0 ou 6 horas de MIV) aos crioprotetores nos
experimentos 1, 2 e 3 resultou em perda substancial de viabilidade, avaliada
pelas taxas de clivagem (GC=79,4%; 1GO0hexp=37,1%; 1G6hexp=51,1%;
2G0hexp=33%; 2G6hexp=52,5%; 3G0hexp=36,2%; 3G6hexp=49,8%), 0 que
foi menos notavel nos ovécitos expostos apdés 12 ou 22 horas de MIV
(1G12hexp=59,1%; 1G22hexp=71,1%; 2G12hexp=61,5%; 2G22hexp=62,5%;
3G12hexp=58,8%; 3G22hexp=68,6%). A realizagdo da MIV antes da
vitrificagcao foi benéfica. Apesar de nenhuma das solugdes de crioprotetores ter
sido capaz de promover protecdo adequada aos ovocitos submetidos a
vitrificagdo em qualquer momento da MIV, no Experimento 1 foi observada
clivagem (1G12h=7,3%; 1G22h=4,2%) indicando que a mistura de
crioprotetores EG+DMSO foi a mais eficiente nas condi¢gdes utilizadas.
Entretanto, ndo houve producéo de blastocistos em nenhum experimento. Nos
Experimentos 4, 5 e 6 notou-se que em todos os grupos o numero de células
viaveis dos embrides apds a vitrificacao foi significativamente menor que nos
grupos controles, utilizando-se ou néo a citocalasina B (GC c/CitB=98,4%; GC
s/CitB=97,8%; G4 c¢/CitB=35,6%; G4 s/CitB=25,1%; G5 c/CitB=31,2%; G5



s/CitB=48,8%; G6 c/CitB=37,8%; G6 s/CitB=39,6%), indicando que a
vitrificagdo aumentou o numero de células inviaveis dos embrides. As taxas de
re-expansdo foram mais altas nos grupos controle do que nos demais grupos
apos o aquecimento (GC ¢/CitB=29,8%; GC s/CitB=54,3%; G5 s/CitB=10,5%;
G6 s/CitB=7,4%; 0% no restante). Os Unicos grupos de embrides vitrificados
nos quais ocorreu re-expansdo foram aqueles que utilizaram DF na
composicao da solucao crioprotetora indicando que esta substancia pode ter
um efeito benéfico na vitrificacdo de embrides bovinos. Os resultados deste
trabalho confirmam a dificuldade em se criopreservar ovécitos e embrides
produzidos in vitro. Mais estudos precisam ser realizados na tentativa de
melhorar os indices de clivagem e producdo de blastocistos utilizando-se
ovacitos vitrificados. Da mesma forma o efeito benéfico da DF na vitrificacao de

embrides bovinos também precisa ser confirmada.



ABSTRACT

Elen Silvia Carvalho Siqueira Pyles. Vitrification of bovine oocytes and embryos
using ethylene-glycol (EG), DMSO and dimetylformamide (DF) as
cryoprotectors. Botucatu, 2006, 112 p. PhD Thesis. UNESP — FMVZ.

In this study bovine oocytes (Experiments 1, 2 and 3) and embryos
(Experiments 4, 5 and 6) were vitrified in OPS using 3 different cryoprotectant
solutions: Experiments 1 and 4) 20%EG + 20%DMSO + 0,5M sucrose;
Experiments 2 and 5) 20%DF + 20%EG + 0.5M sucrose; Experiments 3 and 6)
20%DF + 20%DMSO + 0.5M sucrose. Embryos were vitrified in the presence or
not of cytocalasin B. Oocytes were vitrified or just exposed to the cryoprotectant
solutions after Oh (GOh and GOhexp), 6h of IVM (G6h and G6hexp), 12h of IVM
(G12h and G12hexp) and 22h of of in vitro maturation (IVM) (G22h and
G22hexp). Oocytes from groups 0 and 6h were considered immature and from
12 and 22h groups were considered mature. After exposure to cryoprotectants
or warming, part of the oocytes that completed 22h of IVM were submitted to
IVF to evaluate their developmental ability. Another part of the oocytes were
used to evaluate nuclear maturation in the distribution of mitochondria and
cortical granules. The results showed that the exposure of immature oocytes (0
and 6 hours of MIV) to cryoprotectants reduce their viability, since cleavage
rates of all groups were significantly lower compared to control group
(GC=79.4%; 1G0hexp=37.1%; 1G6hexp51.1%; 2G0hexp=33%;
2G6hexp=52.5%; 3G0hexp=36.2%; 3G6hexp=49.8%). This effect was less
evident in the groups of mature oocytes submitted to IVM for 12 or 22 hours
(1G12hexp=59.1%; 1G22hexp=71.1%; 2G12hexp=61.5%; 2G22hexp=62.5%;
3G12hexp=58.8%; 3G22hexp=68.6%). The previous IVM is beneficial to
vitrification. Although none of the cryoprotectant solutions utilized were totally
efficient in protecting the oocytes form cryodamage, in Experiment 1 cleavage
was observed (1G12h=7.3%; 1G22h=4.2%) indicating that the combination of
EG+DMSO was more effective than the other two. However in none of the
groups blastocyst was formed. When embryos were vitrified in experiments 4, 5
and 6 the results showed that the number of viable cells in the control group,
independently of the use of cytocalasin B, was significantly higher than all
vitrified groups (GC c¢/CitB=98.4%; GC s/CitB=97.8%; G4 c/CitB=35.6%; G4



s/CitB=25.1%; G5 c¢/CitB=31.2%; G5 s/CitB=48.8%; G6 c/CitB=37.8%; G6
s/CitB=39.6%). The re-expansion rates were also significantly higher in the
control group than in the vitrified groups (GC c/CitB=29.8%; GC s/CitB=54.3%;
G5 s/CitB=10.5%; G6 s/CitB=7.4%; 0% in other groups). However, only the
groups with DF in its composition showed re-expansion, indicating a potential
beneficial effect of this compound. Cytocalasin B showed no effect on re-
expansion of control embryos, but was deleterious after cryopreservation. The
results of this study confirm the difficulties to criopreserve oocytes and in vitro
produced embryos. More studies need to be done to improve cleavage rate and
blastocyst formation after vitrification of oocytes and the beneficial effect of DF

to vitrified embryos need to be confirmed.
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INTRODUCAO

Um dos grandes desafios para a criobiologia reprodutiva tem sido
desenvolver um método eficiente de criopreservacao de ovécitos e embrides
humanos e de animais domésticos. Varias técnicas tém sido testadas para a
criopreservacdo dessas estruturas, utilizando ovocitos em diferentes estagios
de maturacdo, diferentes crioprotetores, temperatura de exposicdo aos
crioprotetores, curvas de congelacdo, estabilizadores do citoesqueleto e
protocolos de descongelacéo.

O desenvolvimento de um protocolo de criopreservacao aplicavel as
espécies mamiferas tem diversas implicacbes em técnicas de reproducao
assistida. Na medicina veterinaria, os objetivos primordiais sdo aumentar a
produtividade de animais de alto valor genético ou mesmo a preservacao de
espécies raras ameacgadas de extincdo, as quais podem ser utilizadas para
propagar e proteger a biodiversidade. A constituicdo destes bancos possibilita a
conservacao e posterior utilizacdo (a medida que houver necessidade) de
ovocitos oriundos de foliculos pré-antrais, obtidos a partir de um Unico ovério
pertencente a animais de alto valor zootécnico e/ou em risco de extingéo.
Sendo assim, é necessario que sejam desenvolvidos protocolos especificos
que resultem em boa preservagdo de ovécitos, 0s quais possam minimizar 0s
danos ultra-estruturais causados as células em decorréncia do processo de
vitrificagéo e, consequentemente, maximizar a sua viabilidade.

No entanto, até hoje nao foi proposto um protocolo ideal para a
criopreservacao de ovocitos e de embrides bovinos. Varios sdo os agentes
crioprotetores testados. Os mais utilizados sdo o glicerol, etilenoglicol e o
DMSO. A dimetilformamida (DF) é um crioprotetor utilizado na congelacao de
sémen equino, sendo observada uma melhora na motilidade quando
comparado a outros crioprotetores. Baseado nestes resultados o EG, o DMSO
e a DF foram testados como agentes crioprotetores na vitrificagao de ovécitos e
embrides bovinos produzidos in vitro.

Devido a fragilidade da membrana plasmatica e sua sensibilidade a
congelacao é necessaria a investigacao de métodos para superar ou prevenir a
ruptura do citoesqueleto embrionario durante e apds a criopreservacao.
Segundo a literatura os crioprotetores e a criopreservacdo podem provocar
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ruptura no citoesqueleto do embrido e para se evitar este fato, uma alternativa
seria provocar a despolimerizacao reversivel dos filamentos de actina antes da
criopreservacao. Para se melhorar os indices de sobrevivéncia de blastocistos
produzidos in vitro apds a criopreservacdo, as citocalasinas tém sido
empregadas como estabilizadores de microfilamentos para prevenir danos e

estabilizar a membrana plasmatica.
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REVISAO DA LITERATURA

1. Maturacao Ovocitaria

A maturacdo ovocitdria é definida como o conjunto de eventos
associados ao reinicio da meiose, o qual culmina com a quebra da vesicula
germinativa e finalizagcdo da primeira divisdo meibtica, caracterizando a
maturacdo nuclear. O processo da maturacdo ovocitaria também inclui
alteracdes citoplasmaticas, caracterizadas por mudancas na morfologia de
diversas organelas, bem como no padrdo de fosforilacdo de proteinas
(THIBAULT et al., 1975).

A maturacao do ovécito constitui a transicdo de profase da primeira
divisdo meidtica para metafase da segunda divisdo meidtica (DURANTHON e
RENARD, 2001). In vivo, a maturacdo é um processo que coincide com o
desenvolvimento folicular e progressdo da meiose. O reinicio da meiose é
marcado pela extrusdo do primeiro corpusculo polar e formacado da placa
metafasica Il (LEE e NURSE, 1988; CRAN e MOOR, 1990).

No ovario, os ovécitos sdo mantidos no estagio de dipldéteno da préfase |
da meiose. Em mamiferos a maturacao ovocitaria é estimulada pela retirada da
influéncia inibitéria das células foliculares. A adicado de horménios (ou remocéao
do ovécito do interior do foliculo) é seguida por um periodo latente, de duracao
variavel entre as espécies. Este periodo corresponde a transducao do sinal
hormonal. Sendo assim, a ocorréncia da maturacao meiética € acompanhada e
provavelmente regulada por mudancas no padrao de fosforilacdo de varias
proteinas celulares. Um componente importante é a atividade do fator promotor
de maturacdo (MPF) (MASUI e MARKERT, 1971), o qual acredita-se ser um
regulador universal do ciclo celular, tanto na mitose como na meiose (NURSE,
1990).

In vivo, os ovécitos bovinos reassumem a meiose apds O pico preé-
ovulatério de LH, enquanto in vitro reassumem a meiose espontaneamente
quando os complexos cumulus-oécitos sao retirados do foliculo e incubados
sob condicoes favoraveis (MAYES e SIRARD, 2001).

A progressao do processo de meiose no ovocito é marcada por uma

série de mudancas estruturais. A presenca de um nucleo intacto ou vesicula
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germinativa (GV) é indicativa de imaturidade do ovécito (McGAUGHEY et al.,
1990). Os ovécitos imaturos sofrem poucas modificacdes durante a fase de
crescimento folicular. As mudancas citoplasmaticas caracteristicas do final do
crescimento folicular incluem aumento no nimero de mitocéndrias, as quais
modificam seu aspecto arredondado adquirindo a forma de alteres
(VOLGELSANG et al., 1987). O aparato de Golgi também se modifica e ao
mesmo tempo ocorre aumento no numero de ribossomos presentes (FULKA et
al., 1998). A formacao de estruturas parecidas com lisossomas, os granulos
corticais, & essencial para a maturacdo ovocitaria. Os granulos corticais se
formam no aparato de Golgi e migram para a borda externa do ooplasma.
Acredita-se que a migragcao dos granulos corticais seja um passo importante na
maturacéo citoplasmatica (CRAN, 1989) e pode ser utilizada como indicativo da
maturidade citoplasmatica do ovocito (LONG et al.,, 1994; GOUDET et al.,
1997). A redistribuicdo dos granulos corticais propicia ao ovocito a capacidade
de iniciar o bloqueio a polispermia (CRAN, 1989).

O ovécito imaturo, em resposta ao MPF ativo inicia a condensacao dos
cromossomos, o desaparecimento do envelope nuclear (GVBD), formando-se
entdo a placa metafasica da primeira divisdo meiética (Ml) com a expulsédo do
primeiro corpusculo polar, em paralelo com um decréscimo na atividade do
MPF (MURRAY, 1989; MURRAY e KIRSHNER, 1989; MOTILIK e KUBELBA,
1990). A atividade do MPF aumenta novamente, induzindo a formacao imediata
do fuso da segunda divisdo meidtica, sem a reorganizagdo do envelope
nuclear, descondensacao dos cromossomos e replicacdo de DNA. Os ovdcitos
ficam entdo parados no estagio de metafase Il, com altos niveis de MPF até o
momento da fecundacdo (HASHIMOTO e KISHIMOTO, 1988; CHOI et al.,
1991; NAITO e TOYODA, 1991; JELINKOVA et al., 1994; DEDIEU et al., 1996;
TAIEB et al., 1997; WU et al., 1997).

2. Influéncia do Estagio de Maturacao na Criopreservacao de Ovocitos

Ovdcitos sdo particularmente dificeis de serem criopreservados por
serem as maiores células do corpo de mamiferos. Durante o equilibrio, altas
concentracdes de gradientes de crioprotetores podem surgir resultando em

danos toxicos numa parte da célula e crioprotecdo insuficiente em outra. Os
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efeitos osmoéticos sdo também aumentados e durante o equilibrio e a diluicao
os ovécitos podem sofrer mudangas extremas na forma resultando em
possiveis danos a membrana e ao citoesqueleto (AMAN e PARKS, 1994;
MARTINO et al., 1996 a). O resfriamento pode também resultar em diminuicao
dos indices de fertilizacdo causada pela exocitose prematura dos granulos
corticais e o endurecimento da zona pelucida (FUKUI et al., 1995).

Os ovécitos respondem a criopreservagao diferentemente dependendo
do estagio de maturacao nuclear. Ovécitos em GV parecem ser mais sensiveis
a criopreservacdo do que ovocitos em MiIl. Ovécitos em GVBD sdao mais
resistentes ao resfriamento do que aqueles em GV e MIl. Quando resfriados a
5,5°C por 10 minutos, ovécitos em GVBD produzem maiores taxas de clivagem
e blastocistos do que aqueles em GV ou MIl. Porém, quando ocorre
criopreservacdo, os ovocitos em GVBD demonstram sensibilidade maior a
baixas temperaturas quando comparados com aqueles em MIl, pela producao
de blastocistos observada apéds fertilizagdo e cultivo in vitro. A razdo para a
maior sensibilidade natural dos ovécitos bovinos nesse estagio para a
criopreservacao é desconhecida (MEN et al., 2002).

Em adicdo aos efeitos negativos, os processos bioquimicos no interior
dos ovocitos também podem ser afetados pela criopreservacdo, assim
influenciando negativamente a maturagao citoplasmatica dos ovécitos (MEN et
al., 2002). Didion et al. (1990) examinaram a viabilidade de ovdcitos imaturos
de porcas apés o resfriamento ou congelagédo pelos métodos convencionais, e
observaram que ovécitos imaturos com cumulus intacto ndo sobrevivem ao
resfriamento a temperatura de 15°C ou menores. No mesmo trabalho
constatou-se que ap6s a centrifugacao, a redistribuicdo dos lipideos ocorre
dentro de 48 horas de cultura in vitro em ovocitos controle, porém depois da
congelacao e descongelacdo a polarizacdo dos lipideos é irreversivel. Isto
sugere que 0s processos de congelacdo e descongelacdo podem alterar as
propriedades fisico-quimicas dos lipideos intracelulares. Os lipideos
intracelulares sédo fonte de energia para o ovécito e constituem material para a
membrana citoplasmatica do futuro embrido.

Hochi et al. (1997) vitrificaram ovocitos as 0, 6, 12 e 24 horas de
maturagdo e notaram que aqueles maturados por 12 horas se encontravam no

melhor estagio para vitrificagdo. Entre todos os estagios de meiose
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examinados, ovécitos em MIl provaram ser o0 estagio mais resistente a
criopreservacdo. A maior porcentagem de blastocistos provenientes de
ovocitos criopreservados foi obtida de ovdcitos vitrificados em estagio de Mil.
Esses resultados sugerem que a tolerdncia dos ovdécitos a criopreservacao
aumenta de acordo com o estagio de maturacéo.

LeGal et al. (1994) também afirmaram que o estagio da meiose em que
a célula se encontra afeta a sobrevivéncia dos ovocitos apds a
criopreservacao. Estes autores demonstraram que ovécitos em metafase Il da
meiose S&0 mais permeaveis aos crioprotetores em comparacdo com ovocitos
em préfase ou metafase | e concluiram que as modificacbes do citoesqueleto
afetam as propriedades osméticas do ovécito.

Im et al. (1997) observaram que complexos cumulus-ovécitos bovinos
maturados por 21 horas in vitro antes de serem submetidos a criopreservacao
foram menos danificados quando o mesmo protocolo de congelagéo lenta foi
utilizado para ovécitos imaturos. Otoi et al. (1995) utilizaram etilenoglicol e
diferentes concentracdes de sacarose para congelar ovécitos maduros e
imaturos de bovino, sendo que o grupo de imaturos foi subseqlientemente
maturado in vitro ap6s a descongelacdo. Os indices de fertilizacao no grupo de
ovécitos imaturos foram de 27,8, 22,2 e 16,7% para 0, 0,1 e 0,2M de sacarose,
respectivamente. No grupo de maduros foram obtidos indices de fertilizagcao de
63,4, 54,5 e 63,3% para 0, 0,1 e 0,2M de sacarose, respectivamente. Os
indices de fertilizacdo no grupo controle (ovécitos ndo congelados) foram de
86,6%.

Lim et al. (1992) concluiram que ovécitos bovinos imaturos nao
sobrevivem a congelacdo da mesma forma que os maturados in vitro, pois o
arranjo das micro-organelas no ovécito imaturo € mais sensivel ao choque
térmico, com comprometimento da sintese protéica envolvida na maturacao,
fertiizacdo e desenvolvimento. Apds a criopreservagcdao, 0s ovocitos
apresentam competéncia de desenvolvimento comprometido. Isto pode ser
primeiramente explicado pelo dano nuclear, incluindo desorganizagéo do fuso e
perda de parte dos microtibulos, como também outras alteragdes ultra-
estruturais vistas em ovdcitos vitrificados. O estagio nuclear no qual os ovécitos
sao submetidos a criopreservacao influencia a habilidade futura do ovécito em
se desenvolver apds a FIV. Durante a MIV, condicées de maturacdo podem
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influenciar na sensibilidade dos ovocitos a criopreservacdo. Ovocitos
maturados por 0, 6 e 12 horas tém menos habilidade de sobreviver a
criopreservacao que os maturados por 24 horas (DIEZ et al., 2005).

Os elementos do citoesqueleto sido sensiveis as alteragbes de
temperatura. A congelacdo das células resulta numa despolimerizacao
prematura dos filamentos de actina (HALL et al., 1993; SAUNDERS e PARKS,
1999). Estudos relacionados com sensibilidade ao frio conduzidos com ovécitos
em MIl mostraram que o principal dano ocorre devido a desorganizacao do
fuso meidtico seguido pela despolimerizacdo dos microtubulos. Assim, ovécitos
em estagio de GV séo extremamente sensiveis a temperaturas baixas, com os
danos ocorrendo na membrana citoplasmatica. A exposi¢cao aos crioprotetores
contidos numa solugdo de vitrificagcdo afeta mitocéndrias, vesiculas e/ou
microvilos e reduz o desenvolvimento embrionario apdés a fecundagdo de
ovocitos em MIl, provavelmente como consequéncia do choque osmético. A
apoptose e a desorganizacdo do fuso da MIl levando a aberracoes
cromossémicas sao observadas em ovdcitos apos a vitrificacdo. Modificacoes
na estrutura do citoesqueleto, mitocondria, complexo de Golgi, nucléolo e
reticulo endoplasmatico liso também sido observadas em ovdcitos bovinos
vitrificados e aquecidos (DIEZ et al., 2005).

3. Criopreservacao

Em bovinos, o significado pratico da criobiologia reprodutiva é a
preservagao das racas com risco de extincao, bem como o desenvolvimento de
tecnologias relacionadas a transferéncia nuclear ou microinjegao de genes. Um
dos principios da criopreservacdao mais importantes reside na necessidade de
se remover o maximo possivel de dgua das células antes de se proceder a sua
congelacdo. Se esta desidratacdo nao ocorrer, grandes cristais de gelo se
formardo lesando severamente a estrutura intracelular. No entanto, a remocao
demasiada de agua das células também pode ser deletéria (SEIDEL Jr, 1986).

O principal solvente bioldgico responsavel pelo transporte de nutrientes
e substancias quimicas é a agua, que em estado puro forma cristais a 0°C,
enquanto quando contém ions e/ou outras substancias em solucdo congela a
temperaturas mais baixas, dependendo da concentragdo e natureza dessas.
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Quando ocorre a congelacdo das solugbes aquosas, parte da agua forma
cristais de agua pura, tornando a solucao restante cada vez mais concentrada
(PICKETT e BERNDTSON, 1978). Este processo provoca um aumento da
pressdo osmotica na célula, uma vez que a concentracao total de solutos
dentro e fora deve estar sempre em equilibrio. Em resposta a este estresse, a
agua sai da célula e o soluto entra. O processo cessa quando a concentragao
de soluto torna-se grande o bastante para prevenir futuras transformagdes de
agua em gelo (STOREY e STOREY, 1990).

Dessa forma, os danos causados aos tecidos durante os processos de
congelacao e descongelagcédo sao devido principalmente a: formacao de cristais
de gelo intracelulares que afetam a estrutura da célula; concentragdo de soluto
resultante do processo de desidratagdo que ocorre durante a congelacao tanto
no meio extra como intracelular; interacao entre esses dois fatores. A natureza
exata dos danos causados pela congelacao aos tecidos ndo esta totalmente
esclarecida. Aparentemente o dano causado pela congelacdo é conseqliéncia
da presséao diferencial de vapor entre o gelo e a 4gua, em temperaturas abaixo
de 0°C. A teoria diz que uma grande pressao de vapor de agua poderia levar a
injuria por desidratacdo durante a congelagao lenta e a ruptura das membranas
celulares, durante a congelacao rapida (PICKETT, 1986).

Como resultado dos danos causados pelos efeitos da solucdo, as
células de mamiferos, independente do grau de desidratacdo, ndo sobrevivem
a resfriamentos abaixo de -20°C, a ndo ser que se utilize um crioprotetor
(SZELL e SHELTON, 1986).

Se a reducao do volume celular atingir um minimo critico, a bicamada de
fosfolipideos da membrana celular fica muito comprimida e sua estrutura se
quebra. Com isso, as funcdes de transporte e protecdo da membrana nao
podem ser mantidas, ao mesmo tempo, rupturas na membrana se tornam porta
de entrada do gelo extracelular para o interior da célula (STOREY e STOREY,
1990). Desta forma, para que uma substdncia tenha uma boa acao
crioprotetora, deve atuar elevando a osmolaridade intracelular, para controlar a
desidratacdo e deve ainda interagir com a membrana celular, estabilizando-a
(MERYMAN, 1974).

McGann (1978), considerando as inter-relagbes dos crioprotetores com

as membranas bioldgicas, classificou-as em crioprotetores que penetram na
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célula (dimetilsulféxido (DMSOQO), propanodiol, glicerol, etilenoglicol (EG), etc.) e
crioprotetores que nao penetram na célula (polimeros (PVC), sacarose, etc.).

O mecanismo de acao dos crioprotetores ainda nao esta completamente
elucidado. Mazur (1970 e 1980), Leibo (1977), Meryman et al. (1977), McGann
(1978), Jondet et al. (1984) e Lehn-Jensen (1984) consideraram que o
mecanismo de acdo dessas substancias baseia-se principalmente na
promocao do abaixamento do ponto de solidificacdo da solucdo na congelacéo.
Isto € benéfico por varias razdes, mas principalmente porque promove um
maior tempo para que ocorra desidratacao da célula, diminuindo a formacéao de
cristais de gelo intracelulares.

Uma segunda funcédo do crioprotetor parece ser sua interacdo com a
membrana celular exercendo acdo estabilizadora durante as mudancas do
estado relativamente liquido, para o estado solido e, talvez até mais importante,
na volta para o estado liquido na descongelacado. Por exemplo, o crioprotetor
parece diminuir a fragilidade das membranas impedindo que se quebrem
(SEIDEL Jr., 1986). Além disso, alguns crioprotetores como o DMSO podem
inibir a atividade da catalase e da peroxidase, diminuindo assim a producao de
radicais livres envolvidos nas injurias causadas pela congelacao (RAMMLER,
1967).

Outra possivel acdo dos crioprotetores € a de diminuir os efeitos das
altas concentracdes osmoéticas durante a desidratagdo celular; muitas
moléculas se dissolvem na mistura de crioprotetor € na agua, tornando-se
menos lesivas do que quando dissolvidas em altas concentracbes em um
liqguido na auséncia do crioprotetor (SEIDEL Jr., 1986).

Pesquisas tém mostrado que um dos fatores que afetam a competéncia
do desenvolvimento de ovécitos bovinos congelados é o tipo de crioprotetor
utilizado. O EG devido a sua alta permeabilidade e baixa toxicidade tem se
mostrado ser o mais conveniente para a vitrificacdo de ovécitos humanos,
bovinos e equinos. O DMSO causa separacao dos fusos dos microtubulos e
movimentacdo do material pericentriolar para o centro do ovécito (CETIN e
BASTAN, 2006).

Apesar dos efeitos benéficos do crioprotetor, ndo existe uma técnica de
criopreservacao celular que permita 100% de sobrevivéncia apds a congelacao

e descongelacdo, mesmo utilizando-se curvas de resfriamento e aquecimento
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consideradas 6timas. Existem duas razdes para justificar as falhas na acéao dos
crioprotetores: primeiro, a toxicidade do crioprotetor limita a concentragdo em
que este pode ser utilizado antes do resfriamento e, portanto, limita a eficacia
da acao crioprotetora (FAHY, 1986); segundo, os agentes crioprotetores podem
ter acdo direta na producdo de crioinjurias, como por exemplo, alterando a
polaridade do meio extracelular lesando as membranas (ARNOLD et al., 1983).

A propensao de um ovécito para sobreviver a criopreservagao depende
de seu tamanho (LeGAL et al.,, 1994; AL-HASINI e DIEDRICH, 1995) e do
estagio celular em que se encontra (OTOI et al., 1995). Quanto maior o volume
do ovécito, maior o tempo necessario para que a célula atinja o equilibrio
osmoético em presenca de crioprotetores. Desta forma, sucesso limitado na
criopreservagcao tem acontecido em espécies com ovécitos muito grandes,
entretanto, o tamanho tem feito do ovécito uma célula exemplar para o estudo
teérico de principios da criopreservagcdo, como o0s coeficientes de
permeabilidade (LeGAL et al., 1994; AL-HASINI e DIEDRICH, 1995). Isto
explica o motivo da criopreservagcdao de ovécitos bovinos ser dificil de se
realizar com sucesso e resultar em baixas taxas de producao de blastocistos
apos o aquecimento, FIV e cultura in vitro, pois devido ao seu grande tamanho
€ mais dificil para a agua e os crioprotetores se moverem através da
membrana plasmatica (SEIDEL Jr., 2006).

Um embrido quando € exposto a um crioprotetor de baixo peso
molecular, permeavel a membrana, geralmente se retrai dada a saida de agua
intracelular, causada pela concentracdo hiperosmética do meio extracelular.
Como o embriao é mais permeavel a agua do que ao crioprotetor, a retracao
celular continua, até que o efluxo da agua seja equilibrado com o influxo da
solugdo crioprotetora, conforme descreveram Lehn-Jensen (1984) e Seidel Jr.
(1986). A formacéao de cristais de gelo é diretamente proporcional ao volume e
inversamente proporcional a viscosidade da solugao e a taxa de resfriamento.
Uma diminuicdo na taxa de sobrevivéncia apds a criopreservagcao foi notada
quando o volume da cavidade blastocélica foi aumentado (LIEBERMANN et al.,
2002). Uma penetracdo insuficiente de crioprotetor para o interior da cavidade
pode permitir a formacao de cristais de gelo durante o resfriamento, reduzindo
a taxa de sobrevivéncia apdés o aquecimento. A desidratagdo da blastocele
pode ndo ocorrer adequadamente apos trés minutos de exposicao a solucao de
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vitrificagdo. As taxas de sobrevivéncia de Dblastocistos expandidos
criopreservados podem ser melhoradas pela redugéo artificial da cavidade
blastocélica (LIEBERMANN et al., 2002).

No caso de embrides congelados, as taxas de resfriamento e
aquecimento e a composicdo do meio de congelacado séo os principais fatores
criticos que influenciam na viabilidade p6s-aquecimento. O resfriamento pode
causar injuria celular pela exposicao prolongada numa solucdo extremamente
concentrada, causando o dano denominado “efeito da solucéo”, e ainda pode
causar injaria celular pela formacédo de gelo intracelular. Embrides resfriados
apropriadamente devem também ser aquecidos numa taxa Otima para evitar
danos causados pelo choque osmético ou recristalizacdo do gelo durante o
processo de aquecimento (HOCHI et al., 2001).

O intervalo de tempo em que ocorre o0 retorno ao volume inicial
atingindo-se o equilibrio osmdético esta relacionado: a) espécie animal do
embrido em questdo; b) estagio de desenvolvimento; c¢) relacao
superficie/volume do embrido; d) caracteristicas intrinsecas do crioprotetor; €)
temperatura em que o embrido é exposto. De acordo com Leibo (1996), esses
aspectos relativos a permeabilidade de membrana explicariam em parte, as
diferencas observadas entre os varios crioprotetores, quanto a eficiéncia.

Embrides bovinos produzidos in vitro ndo sobrevivem a criopreservagao
tdo bem como aqueles produzidos in vivo, 0 que pode estar relacionado ao seu
maior conteudo lipidico. Embrides cultivados in vitro na auséncia de SFB sao
mais criotolerantes que aqueles cultivados em meio contendo soro. A reducao
do conteludo lipidico citoplasmatico dos embrides com fenazina etosulfato
(PES), um composto que oxida NADPH, promove criotolerancia aos embrides
bovinos cultivados na auséncia de soro (SEIDEL Jr., 2006).

Em um estudo realizado por Lazar et al. (2000), 117 blastocistos foram
vitrificados, utilizando a associacao de EG e DMSO como crioprotetores. Apés
0 aquecimento, foram cultivados durante 24 horas. As taxas de re-expansao
foram de 69,2% (81) e 39,5% (32) eclodiram. As taxas de re-expansao e
eclosao diferiram entre os blastocistos vitrificados nos dias 7 e 8 ou 9 (74,6% e
46% versus 62% e 29%). Nasceram 3 bezerros dos 18 embrides transferidos
(16,7%).
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A dimetilformamida e dietilformamida podem ser crioprotetores
interessantes se nao forem téxicos quando adicionados antes da
criopreservacdo. Para a vitrificacdo completa da solucdo crioprotetora, a
efetividade da dietilformamida e dimetilformamida € média, comparada a outros
crioprotetores; é comparavel ao DMSO, maior que a do glicerol e EG e menor
que a do 1,2 propanodiol e levo-2,3-butanodiol. Estes componentes
(dietilformamida e dimetilformamida) poderiam ser novos crioprotetores efetivos
para 6rgaos dependendo da sua toxicidade quimica e osmética quando
adicionados para a criopreservacdo, na dependéncia de sua toxicidade na
solucdo suporte, e na possibilidade da presenca simultdnea de outros
crioprotetores (BAUDOT e BOUTRON, 1998).

Alvarenga et al. (2000) testaram o glicerol, etilenoglicol, DMSO e
dimetilformamida na congelacao de sémen equino. Apés a descongelacéao foi
observado menor numero de espermatozdéides mobveis e também de
espermatozoides com movimento progressivo no grupo congelado na presencga
de DMSO. A porcentagem de espermatozéides viaveis nao diferiu entre os
grupos. Foi observada melhora na motilidade quando a dimetilformamida foi
utilizada. Os autores concluiram que o EG e a dimetilformamida promoveram
crioprotecdo similar ao glicerol e foram mais eficazes na preservagdao de

espermatozoides méveis de equinos que o DMSO.
4. Toxicidade dos Agentes Crioprotetores

A criopreservacdo causa aumento significativo nas taxas de
degeneracao de ovodcitos e de embrides bovinos durante a cultura. As células
normalmente se degeneram pelos mecanismos de apoptose ou de necrose. A
apoptose € um mecanismo de degeneracao celular endégeno que é necessario
para o desenvolvimento normal e homeostase tecidual (MEN et al., 2003).

O processo apoptoético também pode ser ativado em resposta a uma
grande variedade de estimulos nao fisioldégicos, como temperatura, agentes
toxicos, estresse oxidativo e radiagcdo. As caracteristicas morfolégicas das
células apoptéticas sdo marginalizagdo da cromatina e formacao de corpos
apoptéticos. E muito importante que se elucide o mecanismo envolvido na

degeneracdo dos ovécitos apds a criopreservacdo porque geralmente os
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ovocitos criopreservados sao fertilizados e cultivados até blastocistos usando
0os mesmos protocolos de cultura desenvolvidos para ovocitos nao
criopreservados. Esta € uma das razdes para que os ovocitos criopreservados
necessitem de um sistema de cultivo especial (MEN et al., 2003).

Na pesquisa de Men et al. (2003), mais de 90% dos ovdcitos
criopreservados estavam viaveis imediatamente apds o aquecimento, pela
analise morfologica, confirmada pelo teste de permeabilidade da membrana
com iodeto de propideo. Porém, o efeito negativo da criopreservacao foi se
expressando gradualmente durante a cultura in vitro. A primeira perda massiva
de viabilidade dos ovdcitos ocorreu devido falha na fertilizagdo. Apenas 50%
dos ovécitos clivaram. Um mecanismo de degeneragdo se iniciou naqueles
ovécitos nao clivados. Sobre os embrides clivados, apenas 5% se
desenvolveram até o estagio de blastocisto. A maioria parou seu
desenvolvimento durante os primeiros dias de cultivo e comegou a se
degenerar. Segundo os autores, varios fatores como o resfriamento,
crioprotetores, o efeito osmaético podem contribuir para o inicio da apoptose. A
hipotermia pode induzir a apoptose de células germinativas de ratas em
estagios especificos e em células murinas cultivadas. A alta concentracao de
crioprotetores usada para a Vvitrificacdo é téxica para as células e os
crioprotetores podem nao ser completamente removidos das células ap6s o
aquecimento e assim, crioprotetor residual pode interagir com as estruturas
celulares ou moléculas e resultar no impedimento do desenvolvimento.

Por outro lado, os agentes crioprotetores sdo essenciais para a
criopreservacdo de células. Considerando-se a alta concentracdo de
crioprotetores usados para a vitrificacdo e tendo em vista os seus efeitos
biolégicos e fisico-quimicos, a toxicidade desses agentes é o fator limitante na
criobiologia (LIEBERMANN et al., 2002).

Hanada e Nagase (1980) afirmaram que as propriedades requeridas
para um eficiente agente crioprotetor devem ser baixo peso molecular,
habilidade para atravessar a membrana das células vivas, alta solubilidade em
solugdes aquosas eletroliticas e ser atdxico.

A toxicidade do crioprotetor € um obstaculo fundamental para se obter
sucesso na criopreservagao. A alteracdo de uma enzima especifica (frutose
difosfatase — FDFase) é a causa da glicélise prejudicada apds o tratamento e
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remocao do DMSO. A alteracdo da FDPase pelo DMSO pode ser prevenida
pela presenca simultdnea de amidas (FAHY et al., 1990).

A congelacdo e os agentes crioprotetores parecem alterar o equilibrio
entre os fatores fundamentais envolvidos na manutencédo da estabilidade das
estruturas biolégicas (FAHY, 1986). Uma variedade de observacdes foi descrita
na literatura tentando elucidar a natureza da toxicidade dos agentes
crioprotetores como:

a) DMSO, propileno glicol, glicerol e formamida: promovem
polimerizacdo da tubulina e alteracdo no fuso meidtico (ROBINSON e
ENGELBORGHS, 1982; KENNEDY, 1986; JOHNSON e PICKERING, 1987;
RENARD e PRULIERE, 1988; VAN DER ELST et al., 1988).

b) DMSO: permeabiliza ou lisa a membrana plasmatica (DE BRUIJNE e
VAN STEVENINCK, 1969).

c) DMSO, glicerol e sorbitol: induzem a fusédo celular (AHKONG et al.,
1975).

d) DMSO: causa modificacbes na conformacéo da cromatina e do DNA
em células viaveis (REBOULLEAU e SHAPIRO, 1983).

Tanto as baixas temperaturas a que sdo submetidos os ovocitos, como a
adicdo de substancias crioprotetoras modificam a organizacdo dos
microfilamentos de actina. Efeitos deletérios no citoesqueleto de actina foram
observados apés a criopreservacao de ovécitos bovinos. Devido a associacao
dos microfilamentos com outras estruturas, é possivel que sua destruicao seja
o resultado de danos em outros componentes celulares como a membrana
plasmatica ou mitocdndria. Sendo assim, quando a distribuicdo normal dos
microfilamentos & modificada apds a exposicdo aos crioprotetores e a
vitrificag&o, alteragdes irreversiveis de outros componentes celulares podem ter
ocorrido como a liberagcédo precoce das enzimas dos granulos corticais. Estas
mudanc¢as podem prevenir completamente a fertilizacdo ou incompletamente o
bloqueio a polispermia, ambos levando a diminuicdo nas taxas de clivagem
apds a inseminagdo (ALBARRACIN et al., 2005).

Estudando o efeito do resfriamento de ovocitos de mamiferos, uma crio-
influéncia negativa é percebida nos elementos do citoesqueleto. O resfriamento
de ovécitos de ratos causa despolimerizacao das estruturas das proteinas do
citoesqueleto. A maioria dos ovocitos de ratas resfriados a 25°C durante 10
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minutos apresenta citoesqueleto anormal. Apds exposicdao a 4°C durante 20
minutos ocorre desunido completa dos fusos. Este processo de
despolimerizagao contudo é reversivel, voltando ao normal apds aquecimento a
37°C durante 60 minutos (LIEBERMANN et al., 2002). Os ovécitos bovinos
também sdo sensiveis a diminuicdo na temperatura; sendo que 56% dos
ovocitos expostos a 25°C e 90% dos expostos a 4°C por um minuto
apresentaram fusos anormais. Ovdcitos expostos a 0°C por apenas dois
minutos tiveram uma reducdo significativa nas taxas de fertilizacdo
(LIEBERMANN et al., 2002).

A observacdo mais clara é que a estabilizacdo excessiva dos
microtUbulos provocada pelos agentes crioprotetores pode promover efeitos
minimos ou interferir com a divisdo celular normal. A exposicao de células de
ovo ao DMSO, propileno glicol ou formamida pode levar a desmontagem do
fuso meidtico. Esta desorganizagcédo pode ser observada pela formagéao anormal
do aster durante a meiose no caso do DMSO e formamida (FAHY et al., 1990).

Existem evidéncias de que solventes organicos, como os crioprotetores,
influenciem na dindmica do citoesqueleto. De acordo com Gekko e Timasheff
(1981), o glicerol ou 0 DMSO além de poderem induzir a montagem de
microtubulos in vitro, parecem estabilizar os filamentos de actina. Vicent et al.
(1988) ao estudarem ovdcitos de coelha submetidos a congelagéo observaram
que a exposicdo tanto ao DMSO como ao 1,2 propanodiol levou ao
aparecimento de microtubulos no citoplasma e ao desarranjo do fuso meibtico.
Estes microtlbulos citoplasmaticos ainda estavam presentes apés a
congelacao, descongelacdao e remocao do crioprotetor. O mesmo tipo de
alteracdo foi observado por Renard e Pruliere (1988), que constataram que
este efeito é reversivel, mas a organizacdo normal dos microtubulos s6

reaparece muitas horas ap0s a remocao dos crioprotetores.

5. Vitrificacao

Um dos fatores que limita o sucesso na congelacdo de ovdcitos é a
ocorréncia de injarias causadas pelo abaixamento da temperatura durante o
processo. Estas injurias resultam em danos irreversiveis a membrana

plasmatica. Como os ovécitos bovinos sdo muito frageis, neste estagio é
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desejavel que o decréscimo da temperatura ocorra rapidamente, como
acontece no processo de vitrificacdo. A técnica de vitrificacdo tem como
objetivo previnir danos causados pelo frio, por evitar a formacao de cristais de
gelo. A vitrificacdo de ovdcitos tem sido bem sucedida em varias espécies de
mamiferos incluindo ratos, bovinos e humanos (CETIN e BASTAN, 2006).

O estoque de embrides produzidos in vifro em nitrogénio liquido é
extremamente desejado, em especial no que diz respeito a formacdo de
bancos genéticos e a otimizacao do uso de receptoras. Contudo, os embrides
produzidos in vitro tém mostrado ser mais sensiveis a baixas temperaturas do
que os produzidos in vivo. Para superar esta sensibilidade, o procedimento de
vitrificagdo vem sendo utilizado, podendo produzir maiores taxas de
sobrevivéncia para os embrides produzidos in vitro do que aquelas apés
congelacao controlada (SOMMERFELD e NIEMANN, 1999).

No inicio de 1985, a criopreservacéo livre de gelo de embrides de rato a
-196°C pela vitrificacdo foi reportada como uma pesquisa alternativa para a
crioestocagem. Desde entdo as técnicas de vitrificacdo tém sido utilizada na
reproducdo animal como um método de criopreservacao alternativo ao
tradicional protocolo de congelacdo lenta e aquecimento rapido. Os protocolos
de vitrificacdo sao muito simples. Neles as células ou tecidos sédo incubados na
solucdo crioprotetora e colocados diretamente em contato com o nitrogénio
liqguido. A criopreservacao de ovdcitos, zigotos, embrides em estagio de
clivagem e blastocistos recebeu destaque ao fazer parte de programas de
fertilizacéo in vitro (LIEBERMANN et al., 2002).

De acordo com Vajta (1997a), a vitrificacdo é definida como a
solidificagdo de uma solugao a baixa temperatura nao pela formagao de cristais
de gelo, mas pela extrema elevacdo na viscosidade da solucao durante o
resfriamento. A viscosidade da amostra comeca a aumentar até que as
moléculas iniciem a imobilizacdo e a amostra ndo mais € liquido, mas tem sim
as propriedades de um sélido. Contudo, a vitrificagao é resultado de altas taxas
de resfriamento associadas com altas concentragdes de crioprotetores. Isso
pode ser conseguido através do aumento da viscosidade da solucao associado
a alta velocidade de resfriamento e aquecimento. Este método foi desenvolvido
inicialmente para embrides murinos, mas tem sido aplicado também para
embrides bovinos e equinos (RALL e FAHY, 1985; MASSIP et al., 1986;
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HOCHI et al., 1996). Comparando as duas técnicas, a congelagao lenta é uma
tentativa de manutengdo do equilibrio entre danos osmdéticos e tdxicos
utilizando baixas concentracdes de crioprotetores e controlando a formacéao de
gelo através da congelacdo do meio extracelular e desidratacdo do embrido.
Em contraste, a estratégia de vitrificacdo é mais radical, pois € baseada na
eliminacéao total da formacgéo de gelo. As altas concentragcbes de crioprotetores
aumentam os danos osméticos e toxicos. Por outro lado a alta velocidade de
resfriamento e aquecimento resulta em uma rapida passagem através da
temperatura critica ao redor de 0°C, o que minimiza os danos causados pelo
resfriamento (LIEBERMANN et al., 2002).

A vitrificacdo pode ser obtida em dois passos: 1) aumentando a
velocidade da conducédo de temperatura e 2) aumentando a concentracado de
crioprotetores. Em adi¢do, usando um pequeno volume (<1pl) de crioprotetores
em alta concentracdo, taxas de resfriamento muito rapidas de 15.000 a
30.000°C/min podem ser conseguidas. A estratégia da vitrificacao resulta numa
eliminacao total de formacéao de cristais de gelo, tanto no interior das células
vitrificadas (intracelular) como na solugédo extracelular. Os dois parametros
mais importantes para o0 sucesso da criopreservacdo com equilibrio e que
também determinam o sucesso da vitrificagdo e tem um importante impacto na
amostra biolégica que é resfriada a temperatura fisioldgica do nitrogénio liquido
sao: 1) a velocidade da congelacéo (isto é, taxa de resfriamento) e 2) os efeitos
das substancias dissolvidas (isto é, concentracdo dos crioprotetores)
(LIEBERMANN et al., 2002).

E importante que haja um balango entre a maximizacdo da taxa de
resfriamento e a minimizacdo da concentracdo de crioprotetores. A taxa de
resfriamento étima é aquela que permite a maxima saida de agua da célula e a
vitrificacdo do meio extracelular. Assim, a estratégia primaria de qualquer
protocolo de vitrificacdo deve ser passar rapidamente através da temperatura
critica de 15 a -5°C para diminuir as injurias (LIEBERMANN et al., 2002).

Como a vitrificacdo € uma técnica relativamente nova e nao foi
padronizada até o momento, existem diversos protocolos 0s quais apresentam
diferentes detalhes técnicos (KASAI, 1996; PALASZ e MAPLETOFT, 1996;
VAJTA, 1997D).
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Para se obter altas taxas de resfriamento é necessario o uso de altas
concentracdes da solucdo de crioprotetores o que diminui a formagdo de
cristais de gelo. Desta forma, uma concentragdo critica é requerida para a
vitrificacdo. Uma conseqiéncia disso € que em alguns crioprotetores, uma
minima concentracao pode levar a toxicidade osmatica ou quimica. A reducao
na concentragdo do crioprotetor pode ser obtida através do uso adicional de
polimeros ndo permeaveis, que assim permanecem na area extracelular. A
minimizacado da toxicidade do crioprotetor também pode ser conseguida pelo
uso de uma combinacdo de dois crioprotetores e exposicdo em dois passos
das células as solugdes de criopreservacao (LIEBERMANN et al., 2002).

As solugdes de vitrificacdo, assim como aquelas utilizadas para a
congelacdo lenta, contém um crioprotetor, varios sais e normalmente uma ou
mais macromoléculas. No caso da vitrificagdo as macromoléculas parecem ser
especialmente importantes, uma vez que nestas solugées a concentragao de
crioprotetor € muito alta e as macromoléculas modificam o crioprotetor durante
0 processo de vitrificacdo. A adicdo de polietilenoglicol aumenta a viscosidade
de solucbes de vitrificagdo contendo EG. Este protocolo foi utilizado para
aumentar a sobrevivéncia de embrides de camundongo (O'NEIL et al., 1997).
Outras macromoléculas comumente utilizadas sado o Ficoll, o polivinil
pirrolidona (PVP) e o dextran. Shaw et al. (1997) examinaram a ac¢do destas
trés macromoléculas em solugdes contendo EG observando que a adigdo de
Ficoll e dextran resultou em uma transicdo mais lenta para o estado vitrificado
comparado com o EG sozinho em salina. O EG e o PVP apresentaram
propriedades similares, entretanto, conforme a concentracdo de PVP
aumentou, a transi¢ao para o estado vitrificado passou a ser mais lenta.

Nos protocolos de vitrificacdo, o EG associado a outros crioprotetores
nao permeaveis tem se tornado a solugdo mais comumente utilizada (HOCHI et
al., 1996; MARTINO et al.,, 1996b). Um agente crioprotetor ndo permeavel
comum é a sacarose, a qual exerce um efeito osmotico significante, sendo
portanto empregada na re-hidratacdo apdés a descongelagdo. Diversas
observacdes confirmam o efeito estabilizante da adicdo de sacarose na
solucéo de vitrificacdo. Na presenca de sacarose, a estabilidade da membrana
dos ovécitos foi sensivelmente aumentada ap6s exposicao prolongada a altas
concentracdes de EG (SZELL e SHELTON, 1986; TODOROV et al., 1993;
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RAYOS et al., 1994). Rayos et al. (1994) demonstraram que a adicao de 0,25M
de sacarose ou trealose ao meio de congelacdo durante 20 a 40 minutos de
equilibrio resultou em maiores taxas de fertilizacgdo de ovécitos de
camundongo. Otoi et al. (1995) adicionaram varias concentragdes de sacarose
a solucbes contendo EG para a congelacdo lenta de ovocitos bovinos,
observando que a adicao de sacarose aumentou os indices de clivagem tanto
de ovdcitos imaturos como maturados in vitro.

O EG parece ter além de um menor efeito tdéxico, uma rapida difusdo no
momento do equilibrio dentro da célula, entre a zona pellcida e a membrana
celular. A adicdo de um agucar (sacarose, glicose, frutose, sorbitol, trealose ou
rafinose) a uma solugao de vitrificacdo baseada em EG modifica essa solugao.
Aditivos com alto peso molecular, como os dissacarideos como sacarose ou
trealose ndo penetram a membrana celular e podem reduzir significativamente
a quantidade de crioprotetor requerida, bem como a toxicidade do EG, pela
reducdo na concentragcdo requerida para promover criopreservagcao bem
sucedida (LIEBERMANN et al., 2002).

E dificil determinar se a curva lenta de congelacdo, com as possiveis
injurias causadas pela cristalizagdo ou a vitrificagdo, com os possiveis danos
téxicos e osmoticos seria a técnica mais apropriada para criopreservacao de
ovocitos bovinos. Os primeiros éxitos em obtencao de blastocistos, bem como
a primeira descendéncia (prole) foram conseguidos pelo método de congelagéao
lenta (LIM et al., 1991; 1992), seguido por publicacdes reportando padroes de
desenvolvimento similares e descendéncia apdés a vitrificagdo (HAMANO et al.,
1992; HAMANO e KUWAYAMA, 1992).

Baudot e Boutron (1998) compararam a eficiéncia em promover uma
vitrificagdo completa utilizando-se solugdes crioprotetoras de dietilformamida e
dimetilformamida em associacdo com outros crioprotetores e verificaram que
estes compostos sdo comparaveis ao DMSO, mais eficientes do que o glicerol
e etilenoglicol e menos eficientes do que o 1,2 propanodiol. Os autores
sugerem ainda que estes componentes possam ser novos crioprotetores
efetivos dependendo de sua toxicidade quimica e osmoética quando
adicionados a solugdo de criopreservacdo. A dimetilformamida tem sido
considerada um bom crioprotetor para sémen de galo e para linfocitos
humanos (BAUDOT e BOUTRON,1998).
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Varios autores concordam que o sucesso na vitrificacdo de ovocitos
requer o0 uso de altas concentragdes de agentes crioprotetores e a0 mesmo
tempo a minimizacao de seus efeitos toxicos e osmoticos. Foi reportado que a
concentracdo de 8M de EG é necessaria para vitrificacdo de ovécitos,
entretanto, a mesma concentracdo de EG é téxica para embrides murinos em
estagio de mérula (ALI e SHELTON, 1993; BRONSHTEYN e STEPPONKUS,
1995).

Hotamisligil et al. (1996) vitrificaram ovocitos murinos apés a remogao
das células do cumulus. Os ovdcitos foram equilibrados em fluido de tuba
humana modificado (HEPES - HTF) contendo 2M de EG por 15 minutos a
temperatura ambiente, sendo entdo transferidos para solugbes com
concentracdes entre 2 e 8M de EG por diferentes intervalos de tempo. Apos o
aquecimento a remocao do EG foi realizada também em dois passos em
solugdo HEPES - HTF contendo 1M e 0,5M de sacarose (10 minutos cada
banho), sendo entdo lavados com meio Whittingham’s a 37°C por 5 minutos
antes de serem transferidos para o meio onde seria realizada a inseminacgao.
Os resultados mostraram que, a temperatura ambiente, a adicdo e remogéo do
EG em dois passos e em concentragdes abaixo de 6M ndo causam danos
osmoticos ou téxicos aos ovécitos murinos, desde que o tempo de equilibrio no
segundo passo da adicdo do crioprotetor seja menor que 5 minutos. Longos
periodos de exposi¢cdo a 4M ou concentragdes maiores de EG causaram
alteracoes irreversiveis da membrana plasmatica. Os ovdcitos que foram
expostos a 6M de EG suplementado com 0,5M de sacarose toleraram bem ao
procedimento de vitrificacdo e seu desenvolvimento potencial n&o diferiu do
grupo controle.

Isachenko et al. (1998) vitrificaram ovécitos porcinos imaturos. Trés
experimentos foram conduzidos para investigar os efeitos: da exposicao e
remocao gradativa ou em um Unico passo do crioprotetor; da temperatura e da
integridade do citoesqueleto no desenvolvimento da vesicula germinativa de
ovocitos porcino para o estagio de MIl. No experimento |, observou-se que a
exposi¢cdo gradual ao EG sem resfriamento, bem como sua diluigdo a 42°C
tiveram um efeito positivo nos padrdes de desenvolvimento apds cultivo. No
experimento I, também sem resfriamento, os complexos cumulus-ovécitos

foram tratados com Citocalasina B a 42°C usando os protocolos de exposicao
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gradual e em um Unico passo ao EG. No experimento Ill, os complexos
cumulus-ovécitos foram divididos em dois grupos tratados. No grupo 1 os
ovocitos foram vitrificados apo6s exposicao gradual ao EG a 42°C e
mergulhados diretamente no nitrogénio liquido. O aquecimento foi realizado
pela imersdo em banho-Maria a 50°C durante 5 segundos e o crioprotetor foi
removido pela exposicdo a uma série decrescente de solugdo contendo
sacarose a 42°C. No grupo 2 os COCs foram vitrificados usando o mesmo
procedimento, porém antecedido pelo tratamento com Citocalasina B. Apos o
aquecimento e rehidratacdo em série decrescente de sacarose, os COCs foram
cultivados por 48 horas. Os resultados do cultivo (progressédo para o estagio
MIl) sugerem que a remogao gradual do crioprotetor, a temperatura elevada e o
pré-tratamento com a Citocalasina B tiveram um efeito positivo na vitrificagao
de ovécitos porcinos imaturos.

O primeiro caso reportado de sucesso na vitrificagdo de embrides de
rato com 8 células foi feito por Rall e Fahy (1985). Em bovinos, Massip et al.
(1986) obtiveram os primeiros bezerros de mérulas compactas e blastocistos
iniciais.

Considerando-se que na vitrificagdo existe um risco consideravel de
toxicidade atribuida a alta concentracao de crioprotetores utilizados, o estagio
de desenvolvimento embrionario no momento da criopreservagao tem
demonstrado importancia critica para a sobrevivéncia do embrido apéds
aquecimento. O EG tem mostrado ndo ser tdéxico para embrides murinos e
pode assim melhorar as taxas de sobrevivéncia de embrides bovinos
produzidos in vitro congelados e aquecidos. A alta taxa de penetragdo e baixa
toxicidade desse crioprotetor permite a transferéncia direta apds o aquecimento
sem o procedimento de diluicdo. O EG tem sido utilizado com sucesso em
concentracédo de 1,5 a 1,8M para a congelagdo lenta de embribes bovinos
produzidos in vivo (SOMMERFELD e NIEMANN, 1999).

Ha indicacdes de que o sistema de cultura e a composicado do meio
podem afetar a qualidade do embrido. Véarios estudos tém mostrado que a
qualidade do ovécito é o maior fator que determina a producao de blastocisto, o
ambiente de cultura in vitro ao qual os embrides sao expostos apos a
fertilizacdo é a chave determinante da qualidade do blastocisto. Esta bem
estabelecido que embrides produzidos in vitro diferem daqueles produzidos in
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vivo em varios aspectos; um deles é a maior susceptibilidade as injurias da
criopreservacao. A habilidade dos embrides produzidos in vitro em sobreviver a
criopreservacdo depende de sua qualidade, a qual pode ser afetada pelas
condicdes de cultura. Assim, a tolerancia a criopreservacao € usada como um
indicador da qualidade do embridao (PEREIRA et al., 2005).

Embrides bovinos produzidos in vitro diferem daqueles produzidos in
vivo em muitos aspectos importantes. Estas diferencas incluem citoplasma
escuro, menor taxa de crescimento e maior sensibilidade térmica, reduzida
expressao de artificios de comunicacao intercelular, bem como ultra-estrutura.
Tais diferencas ocorrem devido a modificacbes na expressdo génica. Isto
contribui por aumentar a sensibilidade as crioinjurias exibidas pelos embrides
produzidos in vitro. Com o advento do procedimento da vitrificacdo desses
embrides, muitos dos efeitos detrimentais das injurias podem ser evitados. O
processo de maturacéo e fertilizacdo in vitro ndo sao os principais fatores que
afetam a qualidade do blastocisto, mas sim o cultivo ap6s a fertilizacdo, a mais
longa etapa do processo da producao in vitro. A viabilidade pés aquecimento
dos embrides pode ser avaliada por varios métodos, mas o mais comum € a

sobrevivéncia in vitro ap6s um periodo de cultivo (RIZOS et al., 2001).

6. Vitrificacao em Open Pulled Straw (OPS)

A vitrificacdo é uma alternativa para a criopreservacao, a qual pode
minimizar os danos pelo aumento nas taxas de congelacdo e aquecimento. A
Open Pulled Straw (OPS) e o “cryoloop” tém sido utilizados para promover
taxas de congelacdo e aquecimento muito rapidas. Foram comparadas as
técnicas de OPS, “cryoloop” e congelagdo lenta convencional para a
criopreservacdo de embrides equinos com EG, DMSO e sacarose como
agentes crioprotetores, obtendo resultados similares entre as trés técnicas
(OBERSTEIN et al., 2001).

O método Open Pulled Straw (OPS) foi desenvolvido por Vajta et al.
(1997a). Este método utiliza uma quantidade minima de solucao de vitrificacdo
e reporta taxas de 25% de producdo de blastocistos a partir de ovdcitos
maturados e fertilizados in vitro (CETIN e BASTAN, 2006).
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A reducao do volume das solugdes, o contato direto entre a solucéo e o
material resfriado ou aquecido, e a diminuicdo da espessura da parede da
palheta (aproximadamente 0,07mm e 0,15mm para a palheta estendida e
original, respectivamente) promovem uma curva de resfriamento ultra-rapida.
As consequéncias desta curva foram altamente benéficas para a
criopreservacao de ovocitos e embrides. Os altos padrées de resfriamento e
aquecimento resultaram em diminuicdo de danos causados pelo resfriamento,
0 que pode ser muito importante para criopreservacao de estruturas ricas em
lipideos, como os ovécitos. Adicionalmente, o alto padrao de mudancgas de
temperatura permitiu o uso de uma concentragcdo menor de crioprotetores o
que, junto com o rapido envase e liberagdo das estruturas, minimizou as
injurias toxicas e osmdticas. Além disso, 0 manejo e armazenamento das
palhetas sdo simples, faceis e ndo requerem equipamentos especiais (VAJTA
et al., 1997a).

O método OPS tem sido aplicado para criopreservacao de ovocitos
bovinos maturados in vitro e embriées bovinos produzidos in vitro em diferentes
estagios de desenvolvimento (VAJTA et al.,, 1997a e 1997b; VAJTA et al,
1998a e 1998b). Os resultados sdo sumarizados seguindo quatro pontos:

a) Os padrdes de re-expansdo de embrides vitrificados no dia 6
(blastocistos iniciais e blastocistos), dia 7 (blastocistos expandidos) foram 90,
97 e 81%, respectivamente. Os padrées de eclosdao dos embrides no dia 6 e
dia 7, trés dias apds o aquecimento foram 70 e 94%, respectivamente. Estes
valores foram os maiores reportados até o momento na literatura.

b) Quando embrides bovinos produzidos in vitro foram vitrificados com o
método OPS no dia 1 e dia 2, seus desenvolvimentos para blastocistos foram
inferiores comparados com os valores do grupo controle (32 e 50% e 51 e 66%,
respectivamente). Porém, quando a vitrificagcdo foi realizada no dia 3, dia 4 e
dia 5, os padrdes de blastocistos nao foram diferentes do controle (61, 67 e
88% para embrides vitrificados, e 61, 77 e 83% para controle). Esses
resultados podem ser considerados como um avango significativo na
criopreservacao de embrides bovinos, porém nem a curva lenta de congelacao
e nem os métodos de vitrificagdo se mostraram adequados até o momento

para obtencdo de padrdes desejaveis de sobrevivéncia de embrides bovinos
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em estagio de pré-compactacao produzidos tanto in vivo como in vitro (LEIBO
et al., 1996).

c) Embrides vitrificados no dia 3 foram também utilizados com sucesso
como doadores para transferéncia nuclear 24 horas ap6s o aquecimento.
Comparado com os embrides controle do dia 4, o numero de blastémeros foi
menor, mas o0s padrdes de fusdo e desenvolvimento ndo diferiram
significativamente, e 27% dos embrides reconstruidos no grupo vitrificado se
desenvolveram in vitro até blastocistos. O uso deste estagio de pré-
compactacao de embrides criopreservados como doadores de blastomeros
facilitou a resolucédo de problemas logisticos em combinar a disponibilidade de
doadores para transferéncia nuclear (VAJTA et al., 1998a).

d) Adicionalmente, o método de vitrificacdo OPS foi provado adequado
para vitrificacao de ovécitos bovinos. Os problemas associados com a remogao
parcial uniforme das camadas de células do cumulus foram resolvidos pela
pipetagem suave 6 horas apos o inicio do periodo de maturagao, quando as
camadas externas comegcam a expandir, porém as 2 a 3 camadas internas
estdo ainda compactas e fixadas na superficie do ovécito. A curta exposicao
com relativamente baixa concentracdo de crioprotetores minimizam as injarias
toxicas e osmdticas e a velocidade de resfriamento e aguecimento asseguram
a vitrificacao completa. O padrao médio de blastocistos em cinco repeticoes foi
25% (entre 21 e 29%), e 70% de blastocistos eclodidos. A viabilidade de
ovocitos vitrificados pré-aquecidos foi provada pela transferéncia de 17
blastocistos (de qualidade excelente a ruim) para 14 receptoras sincronizadas
(1 a 2 embrides por animal). Estes embrides foram obtidos de ovocitos
vitrificados sendo vitrificados novamente no estagio de blastocistos. Trés
bezerros machos nasceram a termo, pesando 49, 58 e 60Kg (VAJTA et al.,
1998a).

As citocalasinas tém um efeito reversivel especifico nos elementos do
citoesqueleto, tornando-os mais flexiveis e menos susceptiveis aos efeitos dos
lipideos resfriados. Mezzalira et al. (2002) avaliaram a influéncia de diferentes
concentracdes de citocalasina B (7,5ug/ml e 45ug/ml) na sobrevivéncia e
desenvolvimento de ovdcitos bovinos maturos ap6s a vitrificagdo em OPS.
Independentemente da concentragao utilizada, o tratamento com citocalasina B

nao exerceu efeito benéfico na vitrificacao de ovécitos bovinos maturos.
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Vieira et al. (2002) avaliaram a capacidade de desenvolvimento de
ovocitos bovinos imaturos ap6s a vitrificacdo com 20% EG + 20% DMSO +
0,5M sacarose, pelo método de OPS. O efeito do tratamento com citocalasina
D antes da vitrificacdo também foi examinado. Nao houve diferengca na
clivagem e produgdo de blastocistos entre o grupo vitrificado com ou sem
citocalasina D (46,4% e 3,6% com e 49,0% e 6,1% sem citocalasina D), mas
ambos foram inferiores (p<0,05) ao grupo nao vitrificado (controle) (85,1% e
45,9%). A citocalasina provavelmente aumenta a flexibilidade do citoesqueleto.
Este efeito relaxante pode preservar a funcionalidade das jungdes tipo GAP
entre o ovocito e as células da granulosa e permitir uma penetracao rapida e
mais uniforme dos crioprotetores. Esses efeitos podem ser importantes para
aumentar a viabilidade apés a criopreservacao de ovoicitos bovinos imaturos.

Quando submetidos a criopreservacao, embrides bovinos produzidos in
vitro sd0 mais sensiveis as injurias resultantes dos efeitos toxicos e osmoticos
diretos como também da formacao de cristais de gelo. Alteracdes estruturais
como menor numero médio de células no interior da massa celular interna,
formagdo de mais lipideos intracelular e permeabilidade da zona pelucida
aumentada sao provavelmente apenas alguns motivos que refletem
inapropriadas condi¢gées de cultura in vitro. Fraturas da zona pellucida na
vitrificacdo é um fendmeno comum quando os embrides sdo rapidamente
resfriados ou aquecidos em palhetas. No método OPS, isso raramente ocorre
(LAZAR et al., 2000). Lazar et al. (2000) testaram a vitrificacdo em OPS para a
criopreservacao de blastocistos bovinos. Seus resultados mostram que 69,2%
re-expandiram e 39,5% eclodiram. Apds transferéncia de 18 embrides,
obtiveram o nascimento de trés bezerros (16,7%), o que demonstra a eficiéncia
do método.

French et al. (2002) avaliaram a transferéncia de embrides bovinos
clonados, utilizando embrides frescos e vitrificados em OPS. Os resultados nao
diferiram entre os grupos com relacdo a taxa de gestacdo 35-45 dias apos a
transferéncia (16,5% e 19,2% para os frescos e vitrificados, respectivamente) e
nem com relacdo ao numero de bezerros nascidos (dois bezerros nos dois
grupos).

Hurtt et al. (2000) vitrificaram ovocitos bovinos imaturos e maturados in

vitro pelo método OPS e posteriormente analisaram a viabilidade destes
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ovocitos utilizando o HOECHST 33342 e o grau de maturagdo nuclear
utilizando orceina. A porcentagem de ovocitos que sobreviveram ao processo
de vitrificacdo e alcancaram MIl n&o diferiu entre os grupos. A maturacéo
nuclear e citoplasmatica obtida foi de 70%. Oberstein et al. (2001) também
utilizaram lodeto de Propideo (Pl) e HOECHST 33342 para avaliacdao da
viabilidade celular.

Uma possibilidade para melhorar as taxas de resfriamento e
aquecimento é previnir a formacao de vapor de nitrogénio liquido. Duas
solugdes para este problema foram publicadas. A primeira possibilidade € de
se superesfriar o nitrogénio liquido; na temperatura de -196°C, o nitrogénio
liqguido esta no ponto de ebulicdo. Qualquer coisa mais quente (como as
palhetas), induz a ebulicdo intensa, e a nuvem de gas formada em torno do
objeto diminui consideravelmente a taxa de resfriamento. No entanto, com a
aplicacao de vacuo sobre o nitrogénio liquido por um curto periodo de tempo, a
temperatura deste pode ser reduzida para -205 a -210°C. Esta temperatura
muito abaixo do ponto de ebulicdo minimiza a formagao da nuvem de gas em
torno da amostra e, em conseqiiéncia, aumenta a taxa de resfriamento (ARAV
et al., 2000). A segunda alternativa seria colocar os embriées e ovdcitos em um
prato de metal & -150°C (DINNYES et al., 2000). Segundo estes autores,
ambos 0s métodos aumentam em muito a eficiéncia da vitrificagao.

Os protocolos de congelacao lenta utilizados para a criopreservacao de
embrides e ovocitos de diferentes espécies requer um equipamento caro. O
uso de técnicas ultra-rapidas como a vitrificacdo pode ajudar a reduzir uma
parte dos custos. A vitrificagdo ndo requer nenhum equipamento especial e
pode ser facilmente adaptada a rotina (BARIL et al., 2001).

Baseado no rapido, simples, seguro e barato trabalho e os padrées de
sobrevivéncia e desenvolvimento descritos, a técnica OPS € considerada
também no presente estagio como um consideravel avango na criobiologia
reprodutiva, como um alto potencial de impacto nas futuras pesquisas e
aplicacdo comercial de producédo in vitro de embrides bovinos (VAJTA et al.,
1997a).
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OBJETIVOS

Uma vez que um dos principais desafios para a biotecnologia da
reproducao tem sido desenvolver um método eficiente de criopreservacao de
ovocitos e embrides produzidos in vitro, varias técnicas tém sido testadas com
este objetivo. Esse estudo teve como objetivo geral a comparacédo do uso de
diferentes agentes crioprotetores (etilenoglicol - EG, dimetilsulféxido - DMSO e
dimetilformamida - DF) na vitrificacdo de ovocitos e embrides bovinos.

O Experimento 1 teve o objetivo de comparar a utilizacdo do EG
associado ao DMSO como agentes crioprotetores na exposicao ou vitrificagao
de ovdcitos bovinos em diferentes momentos do periodo de maturacgao in vitro.

O Experimento 2 teve o objetivo de comparar a utilizacdo do EG
associado a DF como agentes crioprotetores na exposicado ou vitrificacao de
ovocitos bovinos em diferentes momentos do periodo de maturagao in vitro.

O Experimento 3 teve o objetivo de comparar a utilizacdo do DMSO
associado a DF como agentes crioprotetores na exposicdo ou vitrificacao de
ovocitos bovinos em diferentes momentos do periodo de maturagao in vitro.

O Experimento 4 teve o objetivo de comparar a utilizacdo do EG
associado ao DMSO como agentes crioprotetores, com adicdo ou nao da
Citocalasina B, na vitrificagdo de embriées bovinos produzidos in vitro.

O Experimento 5 teve o objetivo de comparar a utilizacdo do EG
associado a DF como agentes crioprotetores, com adicdo ou nao da
Citocalasina B, na vitrificagdo de embriées bovinos produzidos in vitro.

O Experimento 6 teve o objetivo de comparar a utilizacdo do DMSO
associado a DF como agentes crioprotetores, com adicdo ou nao da
Citocalasina B, na vitrificagdo de embriées bovinos produzidos in vitro.
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MATERIAL E METODO
1. OBTENCAO E SELECAO DOS OVOCITOS

Foram utilizados ovarios bovinos provenientes do Frigorifico Frigol,
situado no municipio de Lengo6is Paulista — SP, a 50km de distancia do
laboratério. Os ovarios foram transportados até o laboratério em solucéao
fisiolégica aquecida a 37°C, em recipiente térmico. Os ovdcitos bovinos foram
aspirados de foliculos antrais com 2 a 8mm de diametro e mantidos no préprio
fluido folicular, em tubos cbnicos de 15mL aquecidos a 37°C, até o momento da
selecdo. Para classificacdo e selecao os ovécitos foram transferidos para
placas de Petri contendo fluido folicular bovino previamente centrifugado e
filtrado em filtro de 0,22um e analisados sob microscépio estereoscdpio
(FIGURA 1A, 1B e 1C). Foram selecionados para o uso somente ovécitos que
apresentavam trés ou mais camadas compactas de células do cumulus,
citoplasma homogéneo e aspecto esférico (FIGURA 1D). Ovécitos com
cumulus expandido, desnudos ou com citoplasma muito claro e alteragdes de
formato foram descartados.

Para que todos os experimentos fossem concluidos, foram realizadas 32
viagens ao frigorifico, com a obtencdo de 2.031 ovarios e 10.296 ovdcitos,
totalizando uma média de cinco ovocitos utilizados por ovario aspirado.

Os ovacitos selecionados foram distribuidos em seis experimentos.

FIGURA 1: Seqgléncia de imagens da aspiracao dos foliculos. A) Aspiracao
folicular B) Manutengao dos ovocitos em fluido folicular aquecido C)
Selecao dos ovdcitos D) Ovécitos imaturos selecionados
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2. DISTRIBUICAO DOS OVOCITOS ENTRE OS EXPERIMENTOS 1, 2 e 3
E SEUS GRUPOS

Os ovécitos selecionados foram distribuidos para os Experimentos 1, 2 e
3 e também para o grupo controle.

- GC (grupo controle; n=295) — composto por ovocitos maturados in vitro
por 22 horas e submetidos aos processos convencionais de fertilizacado e
cultivo in vitro. Tais ovécitos nao foram submetidos a exposicao ou vitrificagao.

Foram realizadas 5 (cinco) repeticbes de cada grupo. Em cada rotina os
ovocitos eram distribuidos entre os trés experimentos, sempre em dois
momentos, devido ao grande numero de grupos a serem trabalhados. Por
exemplo, em uma rotina era realizado o Experimento 1, 2 e 3 nos momentos 0
hora e 12 horas; em outra rotina realizado o Experimento 1, 2 e 3 nos
momentos 6 horas e 22 horas e assim sucessivamente. E em todas as rotinas

havia também um grupo controle.
2.1 EXPERIMENTO 1

Os momentos estudados no Experimento 1 foram: 0 hora
(imediatamente ap6s a colheita, imaturos), 6 horas de maturacao, 12 horas de
maturacéo e 22 horas de maturacado (maturos). Nestes momentos os ovacitos
foram distribuidos em grupos e somente submetidos a exposicdo as solugdes
de vitrificagdo ou vitrificados.

O delineamento experimental dos Experimentos 1, 2 e 3 esta
demonstrado na FIGURA 2.

2.1.1 Grupos do Experimento 1

Os ovécitos selecionados (n = 1.113) foram distribuidos em oito grupos,
de acordo com o Quadro 1.
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QUADRO 1: Distribuicao dos ovocitos entre os grupos do Experimento 1.

0 hora (n) 6 horas (n) 12 horas (n) 22 horas (n)
Vitrificados 1GOh (121) 1Géh (137) 1G12h (137) 1G22h (138)
Expostos 1GOhexp (148) 1G6hexp (139) | 1G12hexp (149) | 1G22hexp (144)

- 1GOh (vitrificados imaturos a 0 hora; n=121) — composto por ovacitos
que foram vitrificados imediatamente apds a colheita. Foram aquecidos e apés
o periodo de equilibrio transferidos para a placa de maturacdo e submetidos

aos processos de maturacao, fertilizagéo e cultivo in vitro.

- 1GOhexp (expostos a 0 hora; n=148) — composto por ovécitos que
foram somente expostos aos crioprotetores imediatamente apd6s a colheita e a
seqguir foram transferidos para a placa de aquecimento e ap6s o periodo de
equilibrio transferidos para a placa de maturacao e submetidos aos processos

de maturagao, fertilizacao e cultivo in vitro.

- 1G6h (vitrificados as 6 horas de MIV; n=137) — composto por ovocitos
que foram vitrificados apo6s o periodo de 6 horas de maturacao in vitro. Foram
aquecidos e apdés o periodo de equilibrio transferidos para a placa de
maturagdo por mais 16 horas e foram submetidos aos processos de

maturacao, fertilizacao e cultivo in vitro.

- 1G6hexp (expostos as 6 horas de MIV; n=139) — composto por
ovocitos que foram somente expostos aos crioprotetores apds o periodo de 6
horas de maturacao in vitro. Apds a exposicdao os ovécitos foram transferidos
para a placa de aquecimento e ap6s o periodo de equilibrio foram novamente
transferidos para a placa de maturacdo, onde continuaram a MIV por mais 16
horas e foram submetidos aos processos de fertilizacdo e cultivo in vitro.

- 1G12h (vitrificados as 12 horas de MIV; n=137) — composto por
ovocitos que foram vitrificados apés o periodo de 12 horas de maturagao in
vitro. Apds o aquecimento e periodo de equilibrio os ovécitos foram transferidos
novamente para a placa de maturacdo, onde continuaram a MIV por mais 10

horas e foram submetidos aos processos de fertilizagédo e cultivo in vitro.



47

- 1G12hexp (expostos as 12 horas de MIV; n=149) — composto por
ovécitos que foram somente expostos aos crioprotetores ap6s o periodo de 12
horas de maturacéo in vitro. Apds a exposicdo os ovécitos foram transferidos
para a placa de aquecimento e ap6s o periodo de equilibrio foram novamente
transferidos para a placa de maturagéo, onde continuaram a MIV por mais 10

horas e foram submetidos aos processos de fertilizag&o e cultivo in vitro.

- 1G22h (vitrificados as 22 horas de MIV; n=138) — composto por
ovocitos que foram vitrificados apds o periodo de 22 horas de maturagao in
vitro. Apds o aquecimento e periodo de equilibrio os ovécitos foram submetidos

aos processos de fertilizacao e cultivo in vitro.

- 1G22hexp (expostos as 22 horas de MIV; n=144) — composto por
ovocitos que foram somente expostos aos crioprotetores apds o periodo de 20
horas de maturacéo in vitro. Apds a exposicdo os ovécitos foram transferidos
para a placa de aquecimento e ap6s o periodo de equilibrio foram submetidos

aos processos de fertilizacao e cultivo in vitro.

2.1.2 Solucoes de exposicao e/ou vitrificacao e aquecimento do
Experimento 1

Os ovécitos foram equilibrados por 5 minutos no meio de manutencao
HM (Anexo A) e incubados a 39°C em 10% EG % + 10% DMSO dissolvidos em
HM por 30-45 segundos, sendo entado transferidos para uma solugdo composta
por 20% EG + 20% DMSO + 0,5M sacarose (SM — Anexo B) dissolvidos em
HM por 25 segundos e imediatamente envasados.

Placa com solugdes de crioprotetores:
- Poco 1: 800ul HM
- Poco 2: 800ul HM
- Poco 3: 800ul HM + 100ul EG + 100l DMSO (30-45 segundos)
- Poco 4: 600ul SM + 200ul EG + 200ul DMSO (25 segundos)
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A solucéao de re-hidratagao foi composta por meio de manutencao (HM)
+ 0,25M sacarose (Anexo C), onde os ovécitos permaneceram por 5 minutos e
HM + 0,15M sacarose (Anexo D), por mais 5 minutos.

Placa com as solucdes de re-hidratacao:
- Poco 1: 800ul HM + 400ul SM
- Poco 2: 800ul HM + 400ul SM (5 minutos)
- Poco 3: 800ul HM + 200ul SM (5 minutos)
- Poco 4: 800ul HM

2.2 EXPERIMENTO 2

No Experimento 2 os ovocitos foram expostos ou vitrificados a 0 hora, 6
horas, 12 horas e 22 horas de maturagéao in vitro, como no Experimento 1.

2.2.1 Grupos do Experimento 2

Os ovécitos selecionados (n = 1.126) foram distribuidos em oito grupos,
de acordo com o Quadro 2.

QUADRO 2: Distribuicéo dos ovocitos entre os grupos do Experimento 2.

0 hora (n) 6 horas (n) 12 horas (n) 22 horas (n)
Vitrificados 2G0h (138) 2G6h (149) 2G12h (136) 2G22h (130)
Expostos | 2GOhexp (141) | 2G6hexp (137) | 2G12hexp (148) | 2G22hexp (147)

- 2G0h (vitrificados imaturos a 0 hora; n=138)

- 2G0hexp (expostos a 0 hora; n=141)
- 2G6h (vitrificados as 6 horas de MIV; n=149)

- 2G6hexp (expostos as 6 horas de MIV; n=137)

- 2G12h (vitrificados as 12horas de MIV; n=136)

- 2G12hexp (expostos as 12 horas de MIV; n=148)
- 2G22h (vitrificados as 22 horas de MIV; n=130)

- 2G22hexp (expostos as 22 horas de MIV; n=147)
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2.2.2 Solucoées de exposicao e/ou vitrificacdo e aquecimento do
Experimento 2

Os ovécitos foram equilibrados por 5 minutos no meio de manutencao
HM (Anexo A) e incubados a 39°C em 10% EG % + 10% DF dissolvidos em
HM por 30-45 segundos, sendo entado transferidos para uma solugcdo composta
por 20% EG + 20% DF + 0,5M sacarose (SM — Anexo B) dissolvidos em HM
por 25 segundos e imediatamente envasados.

Placa com solucdes de crioprotetores:
- Poco 1: 800ul HM
- Poco 2: 800ul HM
- Poco 3: 800ul HM + 100ul EG + 100ul DF (30-45 segundos)
- Poco 4: 600ul SM + 200ul EG + 200ul DF (25 segundos)

A solucédo de re-hidratacdo foi a mesma utilizada no Experimento 1
(Anexo C).

2.3 EXPERIMENTO 3

No Experimento 3 os ovocitos foram expostos ou vitrificados a 0 hora, 6
horas, 12 horas e 22 horas de maturacéo in vitro, como nos Experimentos 1 e
2.
2.3.1 Grupos do Experimento 3

Os ovécitos selecionados (n = 1.118) foram distribuidos em oito grupos,

de acordo com o Quadro 3.

QUADRO 3: Distribuicao dos ovocitos entre os grupos do Experimento 3.

0 hora (n)

6 horas (n)

12 horas (n)

22 horas (n)

Vitrificados

3GOh (138)

3G6h (142)

3G12h (127)

3G22h (130)

Expostos

3G0hexp (149)

3G6hexp (137)

3G12hexp (148)

3G22hexp (147)
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- 3GO0h (vitrificados imaturos a 0 hora; n=138)

- 3G0hexp (expostos a 0 hora; n=149)

- 3G6h (vitrificados as 6 horas de MIV; n=142)

- 3G6hexp (expostos as 6 horas de MIV; n=137)

- 3G12h (vitrificados as 12horas de MIV; n=127)

- 3G12hexp (expostos as 12 horas de MIV; n=148)
- 3G22h (vitrificados as 22 horas de MIV; n=130)

- 3G22hexp (expostos as 22 horas de MIV; n=147)

2.3.2 Solucoes de exposicao e/ou vitrificacao e aquecimento do
Experimento 3

Os ovdécitos foram equilibrados por 5 minutos no meio de manutencao
HM (Anexo A) e incubados a 39°C em 10% EG % + 10% DF dissolvidos em
HM por 30-45 segundos, sendo entéo transferidos para uma solucdo composta
por 20% DMSO + 20% DF + 0,5M sacarose (SM — Anexo B) dissolvidos em
HM por 25 segundos e imediatamente envasados.

Placa com solucdes de crioprotetores:
- Poco 1: 800ul HM
- Poco 2: 800ul HM
- Poco 3: 800ul HM + 100ul DMSO + 100ul DF (30-45 segundos)
- Poco 4: 600ul SM + 200ul DMSO + 200ul DF (25 segundos)

A solucédo de re-hidratacdo foi a mesma utilizada no Experimento 1
(Anexo C).
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3. DISTRIBUICAO DOS EMBRIOES ENTRE OS EXPERIMENTOS 4, 5 e 6
E SEUS GRUPOS

Os embrides produzidos in vitro foram selecionados no D7 de cultivo, em
estagio de blastocisto ou blastocisto expandido, e distribuidos para os
Experimentos 4, 5 e 6 e também para o grupo controle.

Foram realizadas 5 (cinco) repeticdes de cada grupo.

Para execucdo dos experimentos 4, 5 e 6 foram utilizados 666 embrides,
dos quais 494 foram vitrificados utilizando-se a OPS e 172 foram utilizados
como controle.

O delineamento experimental dos Experimentos 4, 5 e 6 esta
demonstrado na FIGURA 3.

Os embrides controle, que ndo foram submetidos a vitrificagdo, foram

distribuidos em dois grupos, de acordo com o Quadro 4.

QUADRO 4: Distribuicdo dos embrides entre os grupos controle (nao

vitrificados).

Sem Citocalasina B (n) Com Citocalasina B (n)

GC s/citB (94) GC c/citB (78)

- GC s/CitB (n=94) — os embrides continuaram no cultivo até o D9 para
avaliacdo das taxas de re-expansao/eclosdao. Sendo que 70 embrides
permaneceram em cultivo para ser avaliada a taxa de re-expansao/eclosdo no

D9 e 24 embrides foram analisados pelo teste de viabilidade celular.

- GC c/CitB (n=78) — os embrides permaneceram por 15 a 20 minutos
em uma solugdo com 7,5ug/ml de citocalasina B. Apds, foram colocados
novamente no cultivo até o D9. Sendo que 57 embrides permaneceram em
cultivo para ser avaliada a taxa de re-expanséo/eclosdo no D9 e 21 embrides

foram analisados pelo teste de viabilidade celular.
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3.1 EXPERIMENTO 4

3.1.1 Grupos do Experimento 4

Foram utilizados 166 embrides, distribuidos em dois grupos, de acordo
com o Quadro 5.

QUADRO 5: Distribuicao dos embrides entre os grupos do Experimento 4.

Sem Citocalasina B (n) Com Citocalasina B (n)
4G s/citB (84) 4G c/citB (82)

- 4G s/cit B (embrides vitrificados sem citocalasina B; n=84)— composto
por embrides que foram vitrificados na mesma solugéo de vitrificagdo utilizada
no Experimento 1. Sendo que 61 embrides foram aquecidos e colocados
novamente em cultivo para ser avaliada a taxa de re-expansao no D9 e 23
embrides foram mantidos vitrificados para posteriormente serem aquecidos e

serem analisados pelo teste de viabilidade celular.

- 4G c/citB (embrides vitrificados com citocalasina B; n=82) — composto
por embrides que permaneceram por 15 a 20 minutos em uma solugdo com
7,5ug/ml de citocalasina B, sendo ent&o vitrificados na solugéo de vitrificagao
utiizada no Experimento 1. Sendo que 57 embrides foram aquecidos e
colocados novamente em cultivo para ser avaliada a taxa de re-expansédo o D9
e 25 embrides foram mantidos Vvitrificados para posteriormente serem

aquecidos e serem analisados pelo teste de viabilidade celular.
3.1.2 Solucoes de vitrificacao e aquecimento do Experimento 4
Os embrides foram equilibrados por 5 minutos no meio de manutencao

HM (Anexo A) e incubados a 39°C em 10% EG % + 10% DMSO dissolvidos em

HM por 60 segundos, sendo entao transferidos para uma solugdo composta por
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20% EG + 20% DMSO + 0,5M sacarose (SM — Anexo B) dissolvidos em HM

por 20 segundos e imediatamente envasados.

Placa com solugdes de crioprotetores:

- Poco 1: 800ul HM
- Poco 2: 800ul HM

- Poco 3: 800ul HM + 100ul EG + 100ul DMSO (60 segundos)
- Poco 4: 600ul SM + 200ul EG + 200l DMSO (20 segundos)
A solucdo de aquecimento foi composta por meio de manutencao (HM) +

0,25M sacarose (Anexo C), onde os ovOcitos permaneceram por 5 minutos e

HM + 0,15M sacarose, por mais 5 minutos.

3.2 EXPERIMENTO 5

3.2.1 Grupos do Experimento 5

Foram utilizados 168 embrides, distribuidos em dois grupos, de acordo

com o Quadro 6.

QUADRO 6: Distribuicao dos embrides entre os grupos do Experimento 5.

Sem Citocalasina B (n)

Com Citocalasina B (n)

5G s/citB (83)

5G c/citB (85)

- 5G s/cit B (embrides vitrificados sem citocalasina B; n=83) — composto

por embrides que foram vitrificados na mesma solucéo de vitrificagdo utilizada

no Experimento 2. Sendo que 57 embribes foram aquecidos e colocados

novamente em cultivo para ser avaliada a taxa de re-expansao no D9 e 26

embrides foram mantidos vitrificados para posteriormente serem aquecidos e

serem analisados pelo teste de viabilidade celular.

- 5G c/citB (embrides vitrificados com citocalasina B; n=85) — composto

por embrides que permaneceram por 15 a 20 minutos em uma solucao com

7,5ug/ml de citocalasina B, sendo entdo vitrificados na solugéo de vitrificacao

utilizada no Experimento 2. Sendo que 61 embrides foram aquecidos e
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colocados novamente em cultivo para ser avaliada a taxa de re-expansado no
D9 e 24 embrides foram mantidos vitrificados para posteriormente serem

aquecidos e serem analisados pelo teste de viabilidade celular.

3.2.2 Solucoes de vitrificacao e aquecimento do Experimento 5

Os embrides foram equilibrados por 5 minutos no meio de manutencao
HM (Anexo A) e incubados a 39°C em 10% EG % + 10% DF dissolvidos em
HM por 60 segundos, sendo entado transferidos para uma solucdo composta por
20% EG + 20% DF + 0,5M sacarose (SM — Anexo B) dissolvidos em HM por 20
segundos e imediatamente envasados.

Placa com solugdes de crioprotetores:
- Poco 1: 800ul HM
- Poco 2: 800ul HM
- Poco 3: 800ul HM + 100ul EG + 100pl DF (60 segundos)
- Pogo 4: 600ul SM + 200ul EG + 200ul DF (20 segundos)

A solucao de aquecimento foi composta por meio de manutencéao (HM) +
0,25M sacarose (Anexo C), onde o0s ovOcitos permaneceram por 5 minutos e
HM + 0,15M sacarose, por mais 5 minutos.

3.3 EXPERIMENTO 6

3.3.1 Grupos do Experimento 6

Foram utilizados 160 embrides, distribuidos em dois grupos, de acordo
com o Quadro 7.

QUADRO 7: Distribuicao dos embrides entre os grupos do Experimento 6.

Sem Citocalasina B (n) Com Citocalasina B (n)
6G s/citB (77) 6G c/citB (83)
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- 6G s/cit B (embrides vitrificados sem citocalasina B; n=77) — composto
por embrides que foram vitrificados na mesma solucao de vitrificagdo utilizada
no Experimento 3. Sendo que 54 embrides foram aquecidos e colocados
novamente em cultivo para ser avaliada a taxa de re-expansao no D9 e 23
embrides foram mantidos vitrificados para posteriormente serem aquecidos e

serem analisados pelo teste de viabilidade celular.

- 6G c/citB (embrides vitrificados com citocalasina B; n=83) — composto
por embrides que permaneceram por 15 a 20 minutos em uma solugdo com
7,5ug/ml de citocalasina B, sendo entdo vitrificados na solugéo de vitrificacao
utiizada no Experimento 3. Sendo que 64 embrides foram aquecidos e
colocados novamente em cultivo para ser avaliada a taxa de re-expansao no
D9 e 19 embrides foram mantidos vitrificados para posteriormente serem
aquecidos e serem analisados pelo teste de viabilidade celular.

3.3.2 Solucoes de vitrificacao e aquecimento do Experimento 6

Os embrides foram equilibrados por 5 minutos no meio de manutencao
HM (Anexo A) e incubados a 39°C em 10% DMSO % + 10% DF dissolvidos em
HM por 60 segundos, sendo entao transferidos para uma solugdo composta por
20% DMSO + 20% DF + 0,5M sacarose (SM — Anexo B) dissolvidos em HM
por 20 segundos e imediatamente envasados.

Placa com solugdes de crioprotetores:
- Poco 1: 800ul HM
- Poco 2: 800ul HM
- Poco 3: 800ul HM + 100ul DF + 100ul DMSO (60 segundos)
- Poco 4: 600ul SM + 200ul DF + 200ul DMSO (20 segundos)

A solucao de aquecimento foi composta por meio de manutencéao (HM) +
0,25M sacarose (Anexo C), onde o0s ovOcitos permaneceram por 5 minutos e

HM + 0,15M sacarose, por mais 5 minutos.
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4. ENVASE E AQUECIMENTO DOS OVOCITOS DOS EXPERIMETOS 1, 2 e
3

4.1 Envase dos ovdcitos para vitrificacao

O envase dos ovécitos a serem vitrificados foi realizado em OPS. As
OPS foram adquiridas prontas para o uso. Apds a utilizacao as palhetas foram
mantidas em alcool 70% durante 24 horas e centrifugadas para saida do
excedente de liquido, sendo entdo armazenadas em container plastico limpo e
tampado, estando preparadas para serem re-utilizadas. As palhetas somente
foram descartadas quando foram observadas alteracbées como rachaduras.

Aproximadamente 2ul de meio de vitrificagdo contendo 1 a 3 ovdcitos
foram aspirados por capilaridade para o interior da parte esticada da palheta. A
palheta aberta foi imediatamente imersa em nitrogénio liquido (FIGURA 4).

FIGURA 4: Sequéncia de imagens da vitrificagdo em OPS. A) Placa com
solugdo de vitrificacdo e palhetas OPS B) Envase dos ovécitos
C) Imersao da OPS em nitrogénio liquido

4.2 Aquecimento dos ovdcitos vitrificados

Imediatamente apds a retirada do nitrogénio liquido as palhetas
esticadas tinham sua extremidade mais fina submergida em solugdo de
aquecimento a 37°C. Quando o meio de vitrificacdo comecava a descongelar a
extremidade mais larga da palheta era fechada com auxilio do dedo indicador e



59

os ovécitos eram expelidos para o meio contendo sacarose a 0,25M, sendo
transferidos imediatamente para outro po¢co com a mesma solugédo de sacarose
na qual permaneciam durante cinco minutos. Em alguns casos o conteudo da
OPS nao foi expelido do interior da palheta, sendo necessaria a utilizagao de
uma pipetagem suave na extremidade de maior didmetro da palheta,
empurrando o conteudo através da extremidade mais fina. Os ovécitos foram
entdo transferidos para uma solugdo de sacarose menos concentrada (0,15M)
por mais cinco minutos. Ap6s o equilibrio os ovocitos eram lavados em H-TCM
199 + 10% SFB (HM).

Os ovocitos pertencentes aos grupos GOh, Géh e G12h eram destinados
a maturacgéao in vitro de acordo com metodologia descrita posteriormente.

Ap6és o periodo de maturacao parte destes ovécitos, bem como daqueles
do grupo GC e os aquecidos do grupo G22h foram corados para avaliacao do
estagio de maturagdo nuclear e da distribuicido dos granulos corticais e

mitocéndrias e outra parte foi destinada a fertilizacao e cultivo in vitro.

5. MATURACAO in vitro

Os ovécitos dos grupos GC, Geh, G6hexp, G12h, G12hexp, G22h e
G22hexp foram submetidos ao processo de MIV imediatamente apds a
colheita. Conforme elucidado anteriormente, os ovocitos de cada grupo (com
excegao do grupo GC) foram retirados da MIV, expostos ou vitrificados e
aquecidos, retornando para a MIV, nos periodos ja descritos. Os ovdcitos do
rupo GOh foram vitrificados, imediatamente aquecidos e submetidos a MIV por
22-24 horas. Os ovécitos do grupo GOhexp foram somente expostos aos
crioprotetores antes de serem submetidos a MIV também por 22-24 horas.

Para a maturacao in vitro os ovocitos de todos 0s grupos e experimentos
foram cultivados em placas com quatro pocos (Nunc®, Dinamarca). Cada pogo
foi preenchido com 400ul de meio de maturacédo e neste foram colocados 20 a
25 ovdcitos. Os ovocitos foram lavados por, no minimo, trés vezes no meio de

maturacao antes serem transferidos para os pocos da placa (FIGURA 5).
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Os ovdcitos foram cultivados em meio de maturagdo composto por TCM
199 com sal de Earle e L-glutamina suplementado com 10% SFB, 2,2 mg/ml
piruvato de sédio, 1mg/ml estradiol 17p (E> — Sigma, EUA, # E 2758), 50ug/ml
hCG (Profasi®, Serono, Brasil, 5.000Ul), 5ug/ml FSH (Foltropin-V®, Vetrepharm,
Canada), e 75ug/ml gentamicina (Anexo E).

Os ovocitos de todos os grupos foram maturados por um periodo total de
22-24 horas a uma temperatura de 38,5°C em estufa com 5% de CO, em ar.

FIGURA 5: Sequiéncia de imagens da maturacao in vitro. A) Placa de MIV
B) Ovécito imaturo imediatamente apds a colheita C) Ovdcito apds
22 horas de MIV

6. FERTILIZACAO in vitro

Para a fertilizagao in vitro uma palheta de sémen bovino de um unico
touro, sendo todas as palhetas de uma Unica partida. As palhetas foram
descongeladas em banho Maria a 39°C durante 20 segundos. O método de
selecao espermatica utilizado foi o procedimento de “swim-up”.

O conteudo da palheta foi transferido para um eppendorf. Em trés tubos
de 15ml foram depositados 1ml de meio HTF + BSA + cafeina + gentamicina
(Anexo F) e 100ul do sémen. Os tubos foram incubados por 60 minutos em
estufa a 38,5°C com 5% CO, em ar. Apds o periodo de incubacao ocorreu a
migracao dos espermatozéides viaveis para o topo da coluna de fluido. A
seguir 800ul do sobrenadante de cada tubo era colocado em um s6 tubo e
centrifugado por 10 minutos a 1.200rpm. O pellet formado era utilizado para a

FIV apds o ajuste da concentragdo para 1x10° espermatozéides/ml.
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Os ovoécitos de todos os grupos foram lavados trés vezes em meio de
fertilizacdo antes de serem transferidos para gotas de 90ul de meio FIV (Anexo
G) cobertas com 6leo mineral, em placas de Petri, incubadas previamente por,
no minimo, uma hora em estufa com 5% de CO. em ar. Em cada gota
contendo 10 ovécitos foi adicionado 10ul da suspensao espermaética.

As placas de fertilizagdo foram incubadas a 38,5°C em estufa com 5%
de CO, em ar por 18 horas, apés as quais 0s possiveis zigotos foram
transferidos para as gotas de cultivo.

DO (Dia Zero) foi denominado o dia da realizagdo da FIV.

7. CULTIVO in vitro
7.1 Preparacao das placas de co-cultivo

As placas utilizadas para o cultivo dos embrides foram as mesmas
utilizadas na maturacao in vitro. Apds a transferéncia dos ovocitos das placas
de MIV para as placas de FIV, o conteudo de cada poco foi retirado e este
preenchido com meio de cultivo; a seguir o conteudo foi novamente retirado e
finalmente 400ul de meio de cultivo foi depositado em cada poco e coberto com
300ul de éleo mineral.

O meio de cultivo utilizado foi composto por Human Tubal Fluid (HTF®,
Irvane) e Basal Medium Eagle (BME®): HTF:BME (1:1) acrescido de 6% BSA
(Sigma, EUA) e 75ug/ml gentamicina, sendo acrescido de 10% SFB (Anexo H)
no D3.

Desta forma as células da granulosa aderidas ao fundo da placa de MIV
permaneceram na placa de CIV.

A preparacao das placas foi realizada imediatamente apés a retirada dos
ovécitos da maturacdo in vitro, sendo incubadas por aproximadamente 12
horas em estufa com 5% de CO, em ar, até 0 momento em que os embrides

foram finalmente transferidos para as placas de cultivo.
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7.2 Cultivo in vitro dos embrioes

Decorridas as 18 horas de FIV, os possiveis zigotos foram desnudados
com o movimento suave de uma pipeta.

Grupos de aproximadamente 25 zigotos foram lavados trés vezes em
meio de cultivo, para retirada das células da granulosa (desnudamento), bem
como de espermatozéides mortos. Os zigotos envoltos ainda por algumas
camadas de células da granulosa foram entao transferidos para os pocos das
placas sendo cultivados por 7 dias a uma temperatura de 38,5°C em atmosfera
com 5% de CO, em ar.

Foi avaliado o indice de clivagem apés 72 horas da fertilizagcao (D3),
momento no qual foi também adicionado o SFB, e o indice de produgéao de
blastocisto no D7 de cultivo.

8. AVALIACAO DA MATURIDADE NUCLEAR DOS OVOCITOS

Foram utilizados 116 ovdcitos controle com o objetivo de se avaliar o
estagio de maturagdo nuclear no momento da realizagdo do procedimento de
exposicao aos crioprotetores e/ou vitrificagdo nos seguintes momentos:

0Oh (n=29)

6h (n=32)

12h (n=25)

22h (n=30)

As células da granulosa foram retiradas em meio H-TCM199 acrescido
de 10% SFB e 300UI/ml de hialuronidase (tipo V) (Hyaluronidase — H6254,
Sigma, St Louis, EUA) com auxilio de uma pipeta de vidro de ponta fina. Os
ovocitos desnudos foram incubados em DPBS acrescido de 1% BSA e
posteriormente transferidos para gotas colocadas sobre lamina histologica
contendo uma solugéo de 90% de glicerol em DPBS com 100ug/ml Hoechst

33342. A preparacao foi coberta com laminula e incubada por 5 minutos. Os
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ovocitos corados foram examinados em microscopio invertido equipado com
luz fluorescente (filtro ultra-violeta, 350 e 461nm) (FIGURA 6).

A B Cc D

FIGURA 6: Avaliacdo do estagio de maturagcdo ovocitaria. A) GV B) GVBD
C) Metafase | D) Metafase II

Da mesma forma, foram analisados os estagios de maturacao nuclear
dos grupos de ovdcitos vitrificados a 0 hora nos Experimentos 1, 2 e 3, apds 0
aquecimento e periodo de MIV de 22 horas.

1GO0h (n=40)

2GO0h (n=24)

3GOh (n=29)

O estagio de maturagdo nuclear dos ovocitos pertencentes aos grupos
submetidos a vitrificagdo as 22 horas de MIV também foi analisado pela mesma
metodologia descrita acima.

1G22h (n=53)

2G22h (n=54)

3G22h (n=46)
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9. AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DOS GRANULOS CORTICAIS E
MITOCONDRIAS DOS OVOCITOS

O numero de ovdcitos utilizados e sua distribuicado entre os momentos
analisados com relacdo a distribuicdo dos granulos corticais e mitocéndrias

estdo demonstrados nos Quadros 8 e 9, respectivamente.

Quadro 8. Numero e distribuicdo dos ovécitos destinados a coloragdo para
analise da distribuicdo das mitocondrias.

0 hora 6 horas 12 horas 22 horas
Controle 41 41 40 38
1GOh 31
1GOh + MIV 29
1G22h 42
2G0Oh 29
2GOh + MIV 31
2G22h 39
3G0h 28
3GOh + MIV 32
3G22h 39

Quadro 9. Numero e distribuicdo dos ovocitos destinados a coloragdo para

analise da distribuicao dos granulos corticais.

0 hora 6 horas 12 horas 22 horas
Controle 38 39 42 41
1GOh 29
1GOh + MIV 31
1G22h 40
2G0Oh 32
2GOh + MIV 28
2G22h 41
3GOh 33
3GOh + MIV 27
3G22H 39
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As células da granulosa dos ovécitos foram retiradas em meio H-
TCM199 acrescido de 10% SFB e 300Ul/ml de hialuronidase (tipo V)
(Hyaluronidase — H6254, Sigma, St Louis, EUA) com auxilio de uma pipeta de
vidro de ponta fina. Os ovécitos desnudos foram incubados em DPBS
acrescido de 1% BSA e posteriormente transferidos para gotas de solucao de
DPBS acrescido de 0,5% de protease (Pronase — P5147 Sigma, St Louis, EUA)
para remocao da zona pelucida. Apoés um periodo de 2 a 5 minutos na solugao
de protease, os ovécitos, ja desprovidos de zona pellcida, foram incubados em
solucdo de paraformoldeido a 3% por um periodo de no minimo 2 horas, apés
as quais foram transferidos para solucéo de bloqueio (Anexo I) durante mais 15
minutos. Ap6s os ovécitos foram permeabilizados em solucdo de 0,1% de
Triton—X100 em DPBS durante 5 minutos. Neste ponto, os ovécitos foram
distribuidos em dois grupos: metade foi corada com rodamina 123 para
observacdo do padrdao de distribuicdo das mitocondrias e metade foi corada
com FITC conjugada a lecitina PNA para avaliacao da distribuicdo dos granulos
corticais. Para coloragdo com rodamina os ovdcitos foram incubados em gotas
contendo 1mg/ml de Rodamina 123 em DPBS, durante 30 minutos e montados
entre lamina e laminula. Para a coloracdo com FITC-PNA, os ovécitos foram
incubados em gotas contendo 0,1mg/ml do corante durante 15 minutos. As
preparacoes foram examinadas em microscépio invertido equipado com luz
fluorescente (filtro azul, excitacao - 450 a 490nm). Como tanto as mitocdndrias
como os granulos corticais se coram em verde as analises foram realizadas em

dois grupos distintos de ovdcitos.

10. AVALIAQAO DA VIABILIDADE EMBRIONARIA DOS EXPERIMENTOS 4,
5e6

Os embrides produzidos e selecionados para serem utilizados nos
Experimentos 4, 5 e 6 foram distribuidos conforme demonstra o Quadro 10.
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Quadro 10: Distribuicdo dos embrides entre todos os grupos dos Experimentos
4, 5 e 6, com o numero total de embrides que foram vitrificados,
aquecidos e recolocados em cultivo para avaliagdo das taxas de
re-expansao e aquecidos para avaliacao da viabilidade celular.

Embrides Vitrificados () iﬁﬁ%;’f(z;’ viabﬁ}‘ée%é}gzglular
GC s/citB - 70 24
GC c/citB - 57 21
G4 s/citB 84 61 23
G4 c/citB 82 57 25
G5 s/citB 83 57 26
G5 c/citB 85 61 24
G6 s/citB 77 54 23
G6 c/citB 83 64 19

Os embrides foram incubados em DPBS acrescido de 1% BSA e
125ug/ml de lodeto de Propideo e posteriormente foram transferidos para gotas
colocadas sobre lamina histolégica contendo uma solucdo de 90% de glicerol
em DPBS com 100ug/ml de Hoechst 33342. A preparagédo foi coberta com
laminula e incubada durante cinco minutos.

Os embrides corados foram examinados em microscépio invertido
equipado com luz fluorescente para a determinacao de células vivas e mortas.
As células que apresentaram coloracao vermelha intensa foram consideradas

inviaveis.

11. AVALIAGAO DAS TAXAS DE RE-EXPANSAO APOS O AQUECIMENTO
DOS EMBRIOES DOS EXPERIMENTOS 4,5 e 6

As taxas de re-expansao dos embrides do grupo controle e dos grupos
de embrides vitrificados e aquecidos foram avaliadas no D9 de cultivo.

Os embrides do grupo GC s/CitB permaneceram na placa de cultivo até
o D9, sem serem submetidos a qualquer tratamento. Os embrides do grupo GC
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c/CitB foram retirados da placa de cultivo no D7, expostos a citocalasina B e
imediatamente transferidos a placa de cultivo, permanecendo nesta até o D9.
Os embrides dos Experimentos 4, 5 e 6 foram retirados da placa de
cultivo, vitrificados, cada um conforme o protocolo de seu grupo, imediatamente
aquecidos e novamente transferidos para as placas de cultivo, onde também
permaneceram até o D9.
Foi avaliado o desenvolvimento embrionario observando-se os embrides

que foram capazes de continuar a se expandir.

12. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo dos percentuais de viabilidade ovocitaria e
embrionaria e percentuais segundo estagio de maturacdo nuclear e grupo de
ovocitos foi utilizado o Teste de Goodmann. Para a comparacao das taxas de
clivagem e produgédo de blastocistos, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis. Para a analise estatistica das taxas de re-expansao e taxas de
viabilidade dos embrides dos Experimentos 4, 5 e 6 foi utilizado o Teste de
Tukey para comparagées multiplas (CURI e MORAES, 1981; FISHER e
BELLE, 1993).

Foi considerado o nivel de significancia p<0,05.
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RESULTADOS
1. EXPERIMENTOS 1,2 3
1.1 Avaliacao da maturidade nuclear dos ovocitos
Através da analise da morfologia nuclear dos ovécitos do grupo controle
nos momentos 0, 6, 12 e 22 horas foram obtidos os resultados descritos na

Tabela 1.

Tabela 1 — Estagio de maturacao nuclear de ovécitos controle, nos momentos
0, 6, 12 e 22 horas de maturagéo in vitro.

GC 0 hora 6 horas 12 horas 22 horas
(n=29) (n=32) (n=25) (n=30)
GV 44 8% (13) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
GVBD 41,4% (12) 15,6% (05) 0% (0) 10% (03)
Ml 10,3% (03) 84,4% (27) 92,0% (23) 26,7% (08)
MiI| 0% (0) 0% (0) 0% (0) 63,3% (19)
Degenerados 3,5% (01) 0% (0) 8,0% (02) 0% (0)

Os resultados obtidos através da andlise da morfologia nuclear dos
ovocitos pertencentes aos grupos 1G0h (EG+DMSOQO), 2G0h (DF+EG) e 3G0Oh
(DF+DMSOQ), ap6s aquecimento e maturagao por 22 horas estdo demonstrados
na Tabela 2 e dos ovdcitos pertencentes aos grupos 1G22h (EG+DMSO),
2G22h (DF+EQG) e 3G22h (DF+DMSOQO) na Tabela 3.

Tabela 2 - Estagio de maturacao nuclear de ovocitos pertencentes aos grupos
1GO0h, 2G0h e 3G0h, apds aquecimento e periodo de maturacao in
vitro de 22 horas.

GC 1GOh (n=40) 2G0h (n=24) 3GOh (n=29)
GV 20% (08) 25,0% (06) 6,9% (02)
GVBD 12,5% (05) 12,5% (03) 6,9% (02)
Ml 45,0% (18) 8,3% (02) 0% (0)
Ml 5,0% (02) 0% (0) 0% (0)

Degenerados 17,5% (07) 54,2% (13) 86,2% (25)
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Tabela 3 - Estagio de maturacédo nuclear de ovocitos pertencentes aos grupos
1G22h, 2G22h e 3G22h, apds aquecimento.

GC 1G22h (n=53) 2G22h (n=54) 3G22h (n=46)
GV 0% (0) 0% (0) 0% (0)
GVBD 0% (0) 0% (0) 0% (0)
MI 16,9% (09) 20,4% (11) 21,7% (10)
MiII 77,4% (41) 72,2% (39) 73,9% (34)
Degenerados 5,7% (03) 7,4% (04) 4,4% (02)

1.2 Avaliacao da distribuicao dos granulos corticais e mitocéndrias dos

ovocitos

A andlise da distribuicado das mitocéndrias nos ovocitos do grupo
controle, através da coloragdo com rodamina 123, mostrou que nos ovdcitos
imaturos, assim como nos ovécitos maturados in vitro durante 6 e 12 horas,
estas se apresentavam com distribuicdo homogénea por todo o citoplasma
(FIGURA 7A). Por outro lado, nos ovocitos maturados in vitro por 22 horas,
observou-se uma maior concentracdo destas organelas na regido central do
ovocito (FIGURA 7B).

A B

FIGURA 7: Distribuicao das mitocdndrias em ovdcitos controle, ndo submetidos
a vitrificacdo. A) Ovécitos imaturos  B) Ovocitos apods 22 horas
de MIV

Nos ovécitos submetidos a vitrificacdo logo apds a colheita (imaturos),
observou-se, ap6s o0 aquecimento, uma distribuicdo heterogénea das
mitocbndrias, as quais apareceram em grumos, com areas do citoplasma

desprovidas da presenca destas organelas (FIGURA 8). Nao observou-se
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modificacdo no padrédo de distribuicdo das mitocéndrias quando estes ovocitos
foram submetidos a 22 horas de maturacao in vitro. Da mesma forma nao
foram observadas diferencas quando utilizou-se a associacdo de EG+DMSO
(1GOh), EG+DF (2G0h) ou DMSO+DF (3G0h).

A B

FIGURA 8: Distribuicdo das mitocondrias em ovdcitos imaturos submetidos a
vitrificacdo. A) Ovdcitos logo apds o aquecimento  B) Ovécitos
aquecidos e submetidos a 22 horas de MIV

Nos ovécitos submetidos a vitrificagdo apds 22 horas de maturagéo in
vitro foi observada uma distribuicdo heterogénea das mitocondrias, porém nao
tdo acentuada quanto aquela vista nos ovécitos imaturos. Ainda pode ser
observado a formagdo de grumos, mas estes apareceram em menor
quantidade e somente em algumas areas do citoplasma (FIGURA 9).

Novamente nao foram observadas diferencas entre os grupos.

FIGURA 9: Distribuicdo das mitocdndrias em ovocitos submetidos a vitrificagao
apos 22 horas de MIV

Com relacao a analise da distribuicdo dos granulos corticais dos ovécitos
do grupo controle, estes se apresentaram distribuidos por todo o citoplasma

nos ovécitos imaturos, bem como naqueles que sofreram maturagao in vitro por
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6 ou 12 horas (FIGURA 10A). Nos ovécitos maturados in vitro por 22 horas
ocorreu migracao adequada dos granulos corticais para a periferia dos ovocitos
(FIGURA 10B) em 65,8% dos ovocitos examinados (27/41).

A B

FIGURA 10: Distribuicdo dos granulos corticais em ovocitos nao submetidos a
vitrificagdo. A) Ovdcitos imaturos  B) Ovocitos apos 22 horas de
MIV.

Nos ovdcitos vitrificados imaturos (1G0h, 2G0h e 3G0h) observou-se uma
diminuicdo na marcacao destas estruturas. Além disso, quando estes ovécitos
foram submetidos ao processo de maturacdo in vitro, nao observou-se
migracdo dos granulos corticais para a periferia do ooplasma.
Semelhantemente, nos ovdcitos vitrificados apds a maturagao in vitro (1G22h,
2G22h e 3G22h), também observou-se diminuicdo da marcagcao dos granulos

corticais. Mais uma vez n&o foram observadas diferengas entre os grupos.

1.3 Taxas de clivagem

As taxas de clivagem observadas nos grupos estudados dos
Experimentos 1, 2 e 3 estdo demonstradas no Anexo J e as médias e desvio
padrao das 5 repeticdes de cada grupo dos Experimentos 1, 2 e 3 encontram-
se nas Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente.

As médias e desvio padrao das taxas de clivagem dos Experimentos 1, 2
e 3 nos momentos 0 e 6 horas estdo demonstradas na Tabela 7 e nos
momentos 12 e 22 horas na Tabela 8.
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Tabela 4 — Médias e desvios-padroes referentes a porcentagem de clivagem

segundo grupos do Experimento 1, nos momentos 0, 6, 12 e 22

horas.

Grupo Média DP
GC 79,42 15,2
1GOh 0,0’ 0,0
1GOhexp 37,1¢ 2,9
1G6h 0,0’ 0,0
1G6hexp 51,1¢ 2,8
1G12h 7,3° 2,5
1G12hexp 59,1 5,6
1G22h 4,2% 2,8
1G22hexp 71,1% 3,2

%P Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Tabela 5 — Médias e desvios-padrdes referentes a porcentagem de clivagem
segundo grupos do Experimento 2, nos momentos 0, 6, 12 e 22

horas.

Grupo Média DP
GC 79,42 15,2
2G0h 0,0¢ 0,0
2G0hexp 33,0° 6,0
2G6h 0,0¢ 0,0
2G6hexp 52,5° 4,3
2G12h 0,0° 0,0
2G12hexp 61,5° 3,7
2G22h 0,0¢ 0,0
2G22hexp 62,5° 8,6

%P Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 6 — Médias e desvios-padrdes referentes a porcentagem de clivagem
segundo grupos do Experimento 3, nos momentos 0, 6, 12 e 22

horas.
Grupo Média DP
GC 79,42 15,2
3G0h 0,0¢ 0,0
3Ghexp 36,2° 2,6
3G6h 0,0° 0,0
3G6hexp 49,8° 4,0
3G12h 0,0¢ 0,0
3G12hexp 58,8 6,3
3G22h 0,0¢ 0,0
3G22hexp 68,6%° 6,1

%P Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Tabela 7 — Médias e desvios padrdes referentes a porcentagem de clivagem
segundo grupos expostos ou vitrificados imaturos dos

Experimentos 1,2 e 3

Média (desvio padrao)

Experimento 0 hora 0 hora 6 horas 6 horas
vitrificados expostos vitrificados expostos
Experimento 1 0,0°(0,0) 37,1®(2,9) 0,0°(0,00 51,1%(2,8)
Experimento 2 0,0°(0,0) 33,0°(6,0) 0,0°(0,00 52,5%(43)
Experimento 3 0,0°(0,0) 32,2°(2,6) 0,0°(0,00 49,8°(4,0)

%P Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Tabela 8 — Média e desvio padrao referentes a porcentagem de clivagem
segundo grupos expostos ou vitrificados maturados dos

Experimentos 1,2 e 3

Média (desvio padrao)

Experimento 12horas 12horas 22 horas 22 horas
vitrificados expostos vitrificados  expostos

Experimento 1 7.3°(2,5) 59,1%(56) 4.2*°(28)  71,1°(3,2)
Experimento 2 0,0°(0,0) 61,5%(3,7) 0,0°(0,0) 62,5 (8,6)
Experimento 3 0,0°(0,0) 58,8%(6,3) 0,0°(0,0) 68,6 (6,1)

%P Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
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1.4 Taxas de producao de blastocistos

As taxas de producdo de blastocistos nos Experimentos 1, 2 e 3 estédo
demonstrados no Anexo K e as médias e desvio padrao das 5 repeticoes de
cada grupo dos Experimentos 1, 2 e 3 encontram-se nas Tabelas 9, 10 e 11,
respectivamente.

As médias e desvio padrao das taxas de producao de blastocistos dos
Experimentos 1, 2 e 3 nos momentos 0 e 6 horas estdo demonstradas na
Tabela 12 e nos momentos 12 e 22 horas na Tabela 13.

Tabela 9 — Médias e desvios-padrées referentes a porcentagem de blastocistos

segundo grupo do Experimento 1, nos momentos 0, 6, 12 e 22

horas.

Grupo Média DP
GC 39,52 4,7
1GOh 0,0° 0,0
1GOhexp 10,9° 5,6
1G6h 0,0° 0,0
1G6hexp 9,8° 5,0
1G12h 0,0° 0,0
1G12hexp 14,7° 7,6
1G22h 0,0° 0,0
1G22hexp 19,1° 3,4

2" Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 10 — Médias e desvios-padrdes referentes a porcentagem de

blastocistos segundo grupo do Experimento 2, nos momentos O,

6, 12 e 22 horas.

Grupo Média DP
GC 39,52 4,7
2G0h 0,0° 0,0
2G0hexp 9,4° 4,3
2G6h 0,0° 0,0
2G6hexp 10,5° 41
2G12h 0,0° 0,0
2G12hexp 12,8° 4,3
2G22h 0,0° 0,0
2G22hexp 18,8° 3,5

2" Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente (p>0,05).

Tabela 11 — Meédias e desvios-padrdes referentes a porcentagem de

blastocistos segundo grupo do Experimento 3, nos momentos O,

6, 12 e 22 horas.

Grupo Média DP
GC 39,52 4,7
3G0h 0,0° 0,0
3GOhexp 8,7> 6,6
3G6h 0,0° 0,0
3G6hexp 11,4° 5,5
3G12h 0,0° 0,0
3G12hexp 14,2° 5,5
3G22h 0,0° 0,0
3G22hexp 20,9° 2,1

2" Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 12 — Médias e desvios padrdes referentes a porcentagem de
blastocistos segundo grupos expostos ou vitrificados imaturos dos

Experimentos 1,2 e 3

Média (desvio padrao)

Experimento 0 hora 0 hora 6 horas 6 horas
vitrificados expostos vitrificados expostos

Experimento 1 0,0° (0,0) 10,92 (5,6) 0,0° (0,0) 9,82 (5,0)
Experimento 2 0,0°(0,0) 9,4°(4,3) 0,0°(0,00 10,5 (4,1)
Experimento 3 0,0°(0,00 8,7°(6,6) 0,0°(0,0) 11,4%(5,5)

2" Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente (p>0,05).

Tabela 13 — Médias e desvios padroes referentes a porcentagem de
blastocistos segundo grupos expostos ou vitrificados maturados

dos Experimentos 1,2 e 3

Média (desvio padrao)

Experimento 12horas 12horas 22horas 22 horas
vitrificados expostos vitrificados expostos

Experimento 1 0,0°(0,0) 14,72(7,6) 0,0°(2,8) 19,1%(3,4)
Experimento 2 0,0°(0,0) 12,8%(4,3) 0,0°(0,0) 18,8%(3,5)
Experimento 3 0,0°(0,0) 14,2%(5,5) 0,0°(0,0) 20,9%(2,1)

2" Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente (p>0,05).

2. EXPERIMENTOS 4,5 e 6

2.1 Avaliacao da viabilidade embrionaria nos Experimentos 4,5 e 6

Os embrides de todos os grupos dos Experimentos 4, 5 e 6 (G4 ¢/CitB,
G4 s/CitB, G5 c¢/CitB, G5 s/CitB, G6 ¢/CitB e G6 s/CitB, GC c/CitB e GC s/CitB)
foram analisados e os resultados da viabilidade dos embrides de todos os
grupos estudados estdo demonstrados na Tabela 14. A FIGURA 11 demonstra

um embridao e suas células viaveis.
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Tabela 14 - Porcentagem de células viaveis dos embrides analisados de todos
0s grupos estudados nos Experimentos 4, 5 e 6.

GRUPO CELULAS VIAVEIS (%)
GC c/CitB 747/759 (98,4)3
GC s/CitB 1756/1796 (97,8)2
G4 c/CitB 623/1750 (35,6)°
G4 s/CitB 296/1183 (25,1)°
G5 c/CitB 567/1816 (31,2)¢
G5 s/CitB 627/1284 (48,8)°
G6 c/CitB 370/979 (37,8)°
G6 s/CitB 341/861 (39,6)°

2P Grupos seguidos de pelo menos uma letra igual ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

FIGURA 11: Células viaveis de um blastocisto com nudcleos corados pelo
HOECHST 33342, avaliado sob microscopia de epifluerescéncia.

2.2 Avaliacao das taxas de re-expansao nos Experimentos 4,5 e 6

As taxas de re-expansao do GC c¢/ CitB foram de 29,8% (17/57); do GC
s/ CitB foram de 54,3% (38/70); do G5 s/ CitB 10,5% (6/57); do G6 s/ CitB
7,4%°% (4/54), como pode ser verificado na Tabela 15. No restante dos grupos

nao ocorreu re-expansao de nenhum blastocisto.
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Tabela 15 - Taxas de re-expansao dos embrides, segundo cada grupo testado
nos Experimentos 4, 5 e 6.

GRUPO TAXA DE RE-EXPANSAO (%)
GC c/CitB 17/57 (29,8%)?

GC s/CitB 38/70 (54,3%)?

G4 c/CitB 0/57 (0%)°

G4 s/CitB 0/61 (0%)°

G5 c/CitB 0/61 (0%)¢

G5 s/CitB 6/57 (10,5%)°

G6 c/CitB 0/64 (0%)¢

G6 s/CitB 4/54 (7,4%)°

" Grupos seguidos de pelo menos uma letra igual ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
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DISCUSSAO

O interesse na criopreservacao de ovécitos e de embrides vem
aumentando devido ao rapido desenvolvimento de tecnologias de reproducgao
assistida como maturacao ovocitaria, fertilizacao e cultivo in vitro de embrides.
Contudo, o sucesso da criopreservacao de ovdcitos para utlizagdo na
producéo in vitro de embrides, assim como a congelacao de embrides oriundos
das técnicas de producgao in vitro é bastante limitado, comprometendo a ampla
difusdo destas tecnologias (CETIN e BASTAN, 2006).

Um dos principais problemas com relagédo a sobrevivéncia de ovécitos e
embrides produzidos in vitro € a alta sensibilidade destes aos efeitos deletérios
da baixa temperatura e concentracdo de crioprotetores. Muitos estudos tém
sido realizados com o objetivo de reduzir as injurias causadas pelo
resfriamento através do aumento da curva de resfriamento e aguecimento, de
forma que as células figuem o menor tempo possivel expostas a condi¢cdes
lesivas de temperatura (VAJTA et al., 1997). Uma opc¢ao para que os danos da
cristalizacao sejam evitados, tornando o processo de criopreservacao mais
pratico e rapido e minimizando os custos, seria pelo uso de protocolos de
vitrificacdo. O beneficio da vitrificacdo € a ndo formacgédo de cristais de gelo
através do aumento na velocidade da conducao da temperatura, o que permite
um significativo aumento nas taxas de resfriamento (LIEBERMANN et al.,
2002).

Existem muitas variaveis no processo de vitrificacdo que podem
influenciar as taxas de sobrevivéncia das células; incluindo 1) o tipo e a
concentracdo do crioprotetor, 2) a temperatura de exposi¢cdo a solucado de
vitrificacdo, 3) a duragdo da exposicdo ao crioprotetor antes da imersao no
nitrogénio liquido, 4) o tipo de artefato utilizado para a vitrificagdo (o qual
influencia a taxa de resfriamento) e 5) a qualidade bem como o estagio de
desenvolvimento das células testadas (LIEBERMANN et al., 2002).

Martino et al. (1996b) mostraram que através do uso de altas taxas de
resfriamento, ovdcitos bovinos sdo capazes, apés a vitrificacdo, de se
desenvolver até o estagio de blastocisto. Com a introducdo das OPS (Open
Pulled Straws) em 1997, o sucesso da vitrificacdo de embrides bovinos

produzidos in vitro também foi reportado (VAJTA et al.,, 1997a). Ambos os
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métodos citados preconizam a reducdo do volume da solugdo crioprotetora
contendo o ovécito ou embrido levando a curvas de resfriamento extremamente
rapidas.

O primeiro passo em qualquer protocolo de criopreservacdo é a
exposicao das células aos agentes crioprotetores. Este procedimento pode
resultar em extremas flutuagbes no volume celular, causando danos ou
tornando as células mais susceptiveis durante a subsequiente congelacao.

Martino et al. (1996b) sugeriram que o estresse osmotico produzido
pelos agentes crioprotetores tem efeito deletério na sobrevivéncia de ovocitos
bovinos imaturos apds a criopreservacdao. No presente trabalho, ovécitos
bovinos foram expostos a diferentes associacdes de agentes crioprotetores em
distintos estagios de maturagcdo com o intuito de se verificar a influéncia da
acao das solucbes crioprotetoras e o estagio de maturagcdo no momento da
vitrificacao.

A andlise do estagio de maturacédo nuclear nos ovécitos controle deste
experimento mostrou que a simples retirada dos ovocitos do ambiente folicular
imediatamente apo6s a colheita (0 hora) foi o suficiente para induzir a quebra da
vesicula germinativa em 41,4% dos ovocitos examinados. O maximo de
configuracdo nuclear em Metafase | foi obtido apds 12 horas de MIV e apos 22
horas de MIV 63,3% dos ovodcitos atingiram Metafase Il. Este valor se encontra
abaixo do citado na literatura por outros autores. Xu et al. (1986) encontraram
95% dos ovécitos em GV a zero hora, 92% em GVBD as 12 horas e 79% em
MIl as 24 horas de MIV. Magnussom (2002) encontrou a zero hora 43% dos
ovécitos em GV, 38% em GVBD, 17% em Ml e 0,9% em MIl; ap6s 12 horas de
MIV, encontrou 67,4% em MI, e apds 18 horas, 88,16% em MIl. Os resultados
observados no presente trabalho podem estar relacionados a um atraso no
processo de maturacdo devido as condicées em que os experimentos foram
realizados. Segundo Diez et al. (2005), desde que o ovécito é retirado do
ambiente folicular, ele espontaneamente reassume a meiose, fato que foi
também observado neste trabalho. Esse processo envolvendo a quebra da
vesicula germinativa é independente de estimulo de gonadotrofinas sendo
tipicamente caracterizado pela condensacdo gradual da cromatina e

desaparecimento de um nucleo compacto e membrana nuclear.
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Quando os ovdécitos foram vitrificados imaturos (a 0 hora) com nucleo em
estagio de GV ou GVBD e submetidos a MIV apés o aquecimento observou-se
um aumento significativo da porcentagem de ovécitos nos quais nao foi
possivel a identificagdo da cromatina, sendo, portanto, classificados como
degenerados. Essa alteracdo foi particularmente evidente nos grupos onde
foram utilizadas as associagbes DF+EG (Experimento 2) e DF+DMSO
(Experimento 3) indicando um efeito deletério da dimetilformamida sobre a
configuragdo nuclear dos ovacitos vitrificados em estagio de GV e GVBD. Este
efeito parece ter impedido nestes ovécitos a organizacao da placa metafasica |
e primeira divisdo meidtica. Vincent et al. (1988), ao estudarem ovécitos de
coelha submetidos a congelacao, observaram que a exposicao tanto ao DMSO
como ao 1,2 propanodiol levou ao aparecimento de microtubulos no citoplasma
e ao desarranjo do fuso meidtico. Estes microtubulos citoplasmaticos
permaneceram presentes apds a congelacao, descongelacdo e remocgao do
crioprotetor. O mesmo tipo de alteragéo foi também observado por Renard e
Pruliéere (1988), que constataram que este efeito é reversivel, mas a
organizacdo normal dos microtubulos sé reaparece muitas horas apds a
remocao dos crioprotetores. Alteracbes do sistema de microtubulos foram
observadas também por Albarracin et al. (2005) ao estudarem ovdcitos
vitrificados.

Neste trabalho, analisando-se os resultados de configuracao nuclear dos
ovocitos submetidos a vitrificagcdo ap6és 22 horas de MIV, ndo foi observada
diferenga daqueles encontrados nos ovécitos nao vitrificados ap6s 22 horas de
MIV (grupo controle). Isso indica que, ao contrario do observado em ovocitos
imaturos, todas as combinagdes de crioprotetores utilizadas foram eficientes
em manter a integridade da placa metafasica dos ovoécitos submetidos a
vitrificacao.

Um nudmero limitado de estudos tem focado os efeitos de baixas
temperaturas sobre a ultra-estrutura dos ovdcitos e pouco é conhecido sobre
as modificagdes ultra-estruturais que podem ocorrer nos ovécitos bovinos. Diez
et al. (2005) mostraram que a criopreservacdo induz a mudancgas ultra-
estruturais. No presente trabalho, quando foi analisado o efeito da vitrificacéo
sobre a distribuicao das mitocéndrias e dos granulos corticais notou-se que nos
ovocitos controle (ndo vitrificados) ocorreram modificagées de distribuicado mais
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periférica das mitocondrias nos ovocitos imaturos, para um agrupamento
centralizado nos ovécitos maduros. Por outro lado os granulos corticais
migraram de uma posi¢ao central em grumos nos ovocitos imaturos, para um
alinhamento ao longo da membrana vitelinica na periferia do ovocito maduro.
Estes resultados estdo de acordo com o descrito por Hyttel et al. (1989) ao
observarem ovécitos bovinos e por Landim-Alvarenga (2002) em seu estudo
com ovécitos equinos.

Nos ovécitos submetidos a vitrificacao observou-se que as mitocéndrias
se encontravam distribuidas em grumos no citoplasma. Esta caracteristica foi
mais evidente nos ovécitos vitrificados imaturos, nos quais apdés a MIV nao
houve alteracdo no padrao de distribuicdo destas organelas. Estes resultados,
associados a observacdao da provavel fragmentacdo nuclear descrita
anteriormente indicam que nos ovocitos vitrificados imaturos ocorreu
desagregacao de componentes do citoesqueleto celular. Este efeito parece ser
mais acentuado e irreversivel nos ovocitos submetidos a acao da DF.

Existem evidéncias de que solventes organicos, como 0s crioprotetores,
influenciam a dindmica do citoesqueleto. De acordo com Gekko & Timasheff
(1981), o glicerol e o DMSO além de poderem induzir a montagem de
microtubulos in vitro, parecem estabilizar os filamentos de actina. A actina
desempenha papel importante em eventos cruciais da fecundacao e inicio da
clivagem embriondria como: a rotacdo do fuso meibtico na segunda anafase,
formacao do segundo corpusculo polar, migragdo nuclear e citocinese. Além
disso, a organizacao da actina regula as propriedades estruturais do citoplasma
e a deformidade da superficie celular. Esse efeito dinAmico baseia-se na acao
de diversas proteinas ligantes que modulam a organizacdo da actina em
termos de comprimento ou associagdo dos filamentos, € no equilibrio da
polimerizacdo da actina globular em filamentos. Este equilibrio, como
demonstrado in vitro, depende de condicbes como temperatura, pH e de forcas
ionicas (VINCENT et al., 1990) e sua alteracao leva a distribuicao erratica das
organelas celulares.

A diminuicdo da marcacgao dos granulos corticais observada em todos os
grupos de ovocitos vitrificados pode também estar relacionada a falhas na sua
distribuicdo e/ou a liberacéo precoce destas estruturas. De fato, de acordo com
Fuku et al. (1995a) uma rarefacao e distribuicdo erratica dos granulos corticais
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ocorre em ovécitos bovinos vitrificados como conseqiiéncia da exposicdo as
substancias crioprotetoras. Devido a associacdo dos componentes do
citoesqueleto com outras estruturas, € possivel que sua destruicao leve a
danos em outros componentes celulares como a liberagdo precoce das
enzimas dos granulos corticais. Estas mudancgas podem impedir a fertilizacao
levando a diminuicdo nas taxas de clivagem apdés a inseminacao
(ALBARRACIN et al., 2005).

Os resultados da andlise de distribuicdo de organelas, bem como da
qualidade da conformagéo nuclear foram confirmados pelos Experimentos 1, 2
e 3 onde a exposicao dos ovécitos imaturos aos agentes crioprotetores resultou
em perda substancial de sua viabilidade, avaliada pelas taxas de clivagem. De
acordo com os resultados obtidos com ovécitos imaturos, a exposicdo aos
crioprotetores, independente de sua combinacéo, levou a taxas de clivagem
significativamente inferiores quando comparado ao grupo controle (GC 79,4% >
1G0hexp 37,1% = 1G6hexp 51,1%; GC 79,4% > 2G6hexp 52,5% > 2G0hexp
33,0%; GC 79,4% > 3GOhexp 49,8% = 3G6hexp 49,8%). Estes dados
corroboram com os resultados de Parks e Ruffing (1992), Otoi et al. (1995) e
Parks et al. (1997) que também observaram maior sensibilidade de ovdcitos
imaturos aos efeitos dos agentes crioprotetores e ao processo de vitrificacao.
Men et al. (2002) também afirmaram que o estagio de maturagdo dos ovocitos
tem grande impacto na competéncia de desenvolvimento dos ovocitos apds a
criopreservacao. De acordo com estes autores ovocitos em GV parecem ser
mais sensiveis a criopreservacao do que ovécitos em MIl. A razao para a maior
sensibilidade natural dos ovocitos bovinos nesse estagio para a
criopreservacao é ainda desconhecida (MEN et al., 2002).

No presente trabalho pode ser observado um acréscimo gradativo nos
indices de clivagem a medida que os ovdcitos foram somente expostos aos
crioprotetores nos momentos 0 até 22 horas. Desta forma, a exposi¢cao dos
ovoécitos maduros a mistura de crioprotetores contendo DMSO néo levou a
diferencas na taxa de clivagem em relacdo ao grupo GC (79,4%) (1G22hexp
71,1% e 3G22hexp 68,6%). Existem evidéncias na literatura de que a
permeabilidade da membrana plasmatica de ovdcitos bovinos se altera durante
0 processo de maturacdo. Agca et al. (1998) investigaram a permeabilidade da

membrana plasmatica a agua e aos crioprotetores em ovécitos bovinos
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maduros e imaturos, constatando que ovécitos maduros sdo mais permeaveis
ao DMSO. Apesar de ovocitos em GVBD serem mais resistentes ao
resfriamento do que aqueles em GV e MIl, quando ocorre criopreservacao, 0s
ovocitos em GVBD demonstram uma sensibilidade maior as baixas
temperaturas quando comparados com aqueles em MIl (MEN et al., 2002).

De acordo com os resultados de Martino et al. (1996b) e Rho et al.
(2002), ovécitos expostos aos crioprotetores sem posterior resfriamento
mostraram reducdo no desenvolvimento, sugerindo que o choque osmético
desempenha importante papel nos procedimentos de criopreservagcado, o que
pode ser também observado no presente trabalho, pois a combinacdo de
DF+EG se mostrou deletéria mesmo para ovécitos maduros, resultando em
taxa de clivagem significativamente inferiores aos demais grupos (2G22hexp
62,5%).

Apos a progressdo meidtica e extrusdo do primeiro corpusculo polar, o
ovocito para em MIl e reassume sua atividade na fertilizacdo. Nos ovécitos
mamiferos ocorrem também mudancas no citoplasma, conhecidas como
maturagdo citoplasmatica, e o sucesso na fertilizagdo depende dessas
alteracdes. O sucesso na maturacao citoplasmatica é muito mais dificil que a
maturacdo nuclear em um sistema in vitro e a maturagdo citoplasmatica
inadequada pode comprometer seriamente a viabilidade do ovécito. Com
relacdo aos grupos de ovocitos submetidos a vitrificagdo no Experimento 1, os
ovocitos vitrificados as 12 horas de maturacdo in vitro (1G12h=7,3%)
produziram maiores taxas de clivagem que aqueles vitrificados com 22 horas
(1G22h=4,2%). Esse resultado parece indicar que a melhor fase para
criopreservacao dos ovécitos seria aquela na qual ja ocorreu o re-inicio da
meiose mas a maturacao citoplasmatica ainda ndo se completou. Men et al.
(2002) citaram que os protocolos de maturacdo in vitro causam grande impacto
na maturacdo do nucleo e do citoplasma, especialmente na maturacéo
citoplasmatica e consequlientemente, na competéncia para o desenvolvimento
dos ovadcitos. Desta forma a habilidade do ovécito ja maduro em sobreviver ao
processo de vitrificacao estaria diretamente ligada ao sucesso do protocolo de
MIV. Os resutados obtidos no presente trabalho corroboram com os de Hochi
et al. (1997) que vitrificaram ovocitos as 0, 6, 12 e 24 horas de maturacao e
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notaram que aqueles maturados por 12 horas se encontravam no melhor
estagio para vitrificagao.

Quando comparadas as taxas de producdao de blastocistos entre os
grupos do Experimento 1 foi verificado que nao houve diferengca entre os
grupos de ovocitos somente expostos aos crioprotetores (1GOhexp 10,9% =
1G6hexp 9,8% = 1G12hexp 14,7% = 1G22hexp 19,1%), porém essas taxas
foram inferiores as obtidas no grupo controle (GC=39,5%) e superiores as dos
grupos submetidos a vitrificacdo, nos quais ndo houve producéo de blastocisto
(1GOh = 1G6h = 1G12h = 1G22h = 0%). Através destes resultados pode ser
observado que em todos os grupos analisados no Experimento 1 ndo houve
eficiéncia na acdo dos agentes crioprotetores sobre os ovocitos no
procedimento de vitrificagdo e somente a exposi¢cao dos ovécitos aos mesmos
ja foi capaz de causar efeitos deletérios, pois apesar de ter ocorrido producéo
de blastocistos nos grupos de ovécitos apenas expostos, em todos os
momentos estudados as taxas foram significativamente menores que no grupo
controle. Entretanto, a combinacao de crioprotetores utilizada no Experimento 1
(EG+DMSO) foi a unica que resultou em clivagem apo6s a vitrificacdo de
ovocitos maturados por 12 e 22 horas indicando que das combinacdes testadas
esta foi a mais eficiente.

Ao se comparar os grupos do Experimento 2, nos quais foi utilizada a
associacao de DF+EG como agentes crioprotetores, pode-se verificar que a DF
aparentemente causou efeitos deletérios aos ovocitos pois mesmo no grupo de
ovoécitos maturos apenas expostos (2G22hexp=62,5%) as taxas de clivagem
foram significativamente inferiores as taxas do grupo controle (GC=79,4%).
Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos de ovdcitos
expostos aos crioprotetores as 6, 12 e 22 horas de maturagao in vitro (2G6hexp
52,5% = 2G12hexp 61,5% = 2G22hexp 62,5%), porém, estes resultados foram
inferiores aos obtidos no grupo controle (GC=79,4%) e superiores aos do grupo
2G0hexp (33%), demonstrando efeito benéfico da realizacdo da maturacéo in
vitro antes da exposicdo dos ovécitos aos crioprotetores, pois 0s ovocitos
imaturos (2G0hexp) produziram taxas de clivagem inferiores ap6s a exposi¢ao
aos agentes crioprotetores.

As taxas de producao de blastocistos dos grupos de ovdcitos expostos
aos crioprotetores foram semelhantes (2G0hexp 9,4% = 2G6hexp 10,5% =
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2G12hexp 12,8% = 2G22hexp 18,8%), porém inferiores ao grupo controle
(GC=39,5%) e superiores aos grupos de ovécitos submetidos a vitrificacdo
(2G0Oh = 2G6h = 2G12h = 2G22h = 0%). Estes resultados comprovam o que
Albarracin et al. (2005) informaram ao citar que a vitrificacdo de ovécitos
bovinos em estagio de MIl pelo método de OPS produz mudancas biolégicas
nos ovocitos apds o aquecimento, refletido na subsequiente fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario; alteracbes estas mais pronunciadas no
Experimento 2 do que no Experimento 1, devido aos agentes crioprotetores
utilizados. A combinacao dos agentes crioprotetores DF+EG e DF+DMSO, nas
condicbes utilizadas com relagdo a concentracao e periodo de exposicao nao
promoveram criopreservacao adequada aos ovocitos em nenhum estagio de
maturagao.

A exposicao dos ovocitos a associacao dos crioprotetores DF+DMSO no
Experimento 3 resultou em taxas de clivagem semelhantes entre os grupos
controle e expostos as 22 horas de maturagéo in vitro (GC 79,4% = 3G22hexp
68,6%), porém as taxas foram inferiores quando os ovdcitos foram expostos
em momentos de menor periodo de maturacao in vitro (3G12hexp 58,8% =
3G6hexp 49,8% = 3G0hexp 36,2%), 0 que indica que houve uma depreciacao
na qualidade dos ovOcitos expostos aos agentes crioprotetores, principalmente
quando imaturos.

Nos grupos de ovdcitos vitrificados no Experimento 3, a mistura ndo se
mostrou capaz de proteger os mesmos contra os danos causados pela
vitrificacdo, pois nao ocorreu clivagem em nenhum grupo (3GOh = 3G6h =
3G12h = 3G22h = 0%). Fuku et al. (1995b) também vitrificaram ovdcitos
bovinos em estagio de GV e apds maturacdo in vitro testando DMSO +
acetamida + propanodiol como agentes crioprotetores. Os resultados obtidos
por eles também foram severos, pois somente 3% dos ovécitos maturados
desenvolveram até o estagio de 8 células, mas nenhum formou blastocisto;
nenhum dos ovocitos vitrificados em GV clivou, enquanto 66,7% (78/117) do
controle desenvolveu em estagio de 2 células e 19,2% (15/78) atingiu o estagio
de blastocisto. Estes autores concluiram que a vitrificagdo induziu profundas
modificagdes ultra-estruturais em microvilos, mitocéndria, formagao da vesicula
e 0 ooplasma dos ovécitos em GV, enquanto essas estruturas foram

geralmente um pouco melhor preservadas em ovécitos maturados in vitro.
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Alteracdes da zona pelicida dos ovocitos maturados in vitro decorrentes da
vitrificacao foram associadas com menor quantidade de granulos corticais no
ooplasma, resultante de uma liberacao prematura dos mesmos.

Ainda no Experimento 3, aqueles ovocitos pertencentes aos grupos
submetidos a apenas exposicdo aos agentes crioprotetores também tiveram
sua qualidade afetada negativamente, pois resultaram em taxas de producao
de blastocistos significativamente inferiores as dos ovécitos controle em todos
0s momentos de exposicao, mesmo as 22 horas de maturagéo in vitro, onde as
taxas de clivagem nao haviam diferido do grupo controle (3GOhexp 8,7% <
3G6hexp 11,4% = 3G12hexp 14,2% = 3G22hexp 20,9% < GC 39,5%). Embora
nao exista diferenca estatistica significativa entre os momentos de exposicao
aos crioprotetores, as taxas de producao de blastocistos obtidas no grupo de
ovocitos expostos imediatamente apds a colheita (3GOhexp=8,7%) foram
numericamente inferiores e semelhantes aquelas obtidas nos grupos de
ovocitos vitrificados (3G0Oh = 3G6h = 3G12h = 3G22h = 0%).

Quando comparadas as taxas de clivagem entre os grupos de ovocitos
expostos aos crioprotetores nos momentos 12 e 22 horas de maturagao in vitro
nos Experimentos 1, 2 e 3, nota-se que nao houve diferenca significativa entre
0os grupos (1G12hexp 59,1% = 2G12hexp 61,5% = 3G12hexp 58,8% =
1G22hexp 71,1% = 2G22hexp 62,5% = 3G22hexp 68,6%). No entanto, apds a
vitrificagdo somente os ovocitos do Experimento 1 clivaram, tanto os
pertencentes ao grupo vitrificado as 12 horas como as 22 horas de maturacao
in vitro (1G12h 7,3% = 1G22h 4,2%), 0 que pode demonstrar que a mistura
EG+DMSO proporcionou maior eficiéncia na protecao dos ovécitos contra as
crioinjurias causadas pela vitrificacdo do que as demais associacbes de
crioprotetores testadas.

Nos ovécitos expostos aos agentes crioprotetores as 6 horas de
maturagdo in vitro ndo houve diferenca entre os resultados nas taxas de
clivagem de todos os grupos nos Experimentos 1, 2 e 3 (1G6hexp 51,1% =
2G6hexp 52,5% = 3G6hexp 49,8%). Da mesma forma, nos ovécitos imaturos
(0 hora) ndo houve diferengca no efeito deletério causado pelos agentes
crioprotetores (1GOhexp 37,1% = 2G0hexp 33% = 3G0hexp 32,2%). Contudo,
somente o grupo imaturo exposto ao EG+DMSO apresentou resultado
semelhante aquele obtido nos ovdécitos expostos a mesma associagdo de
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crioprotetores ap6s 6 horas de maturacao in vitro (1GOhexp 37,1% = 1G6hexp
51,1%).

Por outro lado, comparando-se as taxas de produgéo de blastocistos dos
grupos de ovécitos expostos aos crioprotetores a 0 e 6 horas de maturacao in
vitro, nao observou-se diferenca entre eles (1G0Ohexp 10,9% = 2G0hexp 9,4% =
3G0hexp 8,7% = 1G6hexp 9,8% = 2G6hexp 10,5% = 3G6hexp 11,4%), sendo
que essas taxas foram numericamente semelhantes aquelas obtidas nos
momentos 12 e 22 horas de maturacéao in vitro (1G12hexp 14,7% = 2G12hexp
12,8% = 3G12hexp 14,2% = 1G22hexp 19,1% = 2G22h 18,8% = 3G22h
20,9%).

De acordo com Fahy (1986), nenhuma técnica de criopreservacao
garante 100% de sobrevivéncia celular apés o aquecimento. Durante a
criopreservacao os ovécitos sdo submetidos a severas condi¢cdes contrarias as
fisioldgicas e isto resulta em varias injurias citolégicas. De fato, no presente
estudo nota-se que nao houve sucesso apds a vitrificacgdo em nenhum
experimento, com a utilizacdo das diferentes associacbes de agentes
crioprotetores na tentativa de criopreservacdo de ovocitos em todos os
momentos estudados. Todos os grupos de ovocitos submetidos a vitrificacao
nos Experimentos 1, 2 e 3 nao foram capazes de se desenvolverem até
blastocistos (0% em todos os grupos). Embora a exposicdo aos crioprotetores
por si s6 tenha levado a um efeito deletério sobre os ovdcitos, este foi agravado
pelo processo de vitrificagdo. Lim et al. (1992) concluiram que apds a
criopreservacao, os ovocitos apresentam competéncia de desenvolvimento
comprometido. Isto pode ser primeiramente explicado pelo dano nuclear,
incluindo desorganizacao do fuso e perda de parte dos microtibulos, como
também outras altera¢des ultra-estruturais vistas em ovacitos vitrificados.

Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de se verificar as
alteragdes provocadas pelos agentes crioprotetores e pela vitrificacdo aos
ovocitos. Através do conhecimento de tais alteragcdes podem ser cada vez mais
compreendidas as razbes pelas quais a vitrificacdo ainda nao alcangou
resultados tdo bem sucedidos. De acordo com Men et al. (2002) a taxa de
clivagem significativamente inferior apds inseminacdo in vitro em ovdcitos
criopreservados pode ser devido a falha na fertilizagdo e consequentemente
competéncia de desenvolvimento dos ovocitos. Ainda segundo esses autores a
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criopreservacao pode causar liberacdo prematura dos granulos corticais e a
zona pelucida é modificada, podendo bloquear a entrada do espermatozéide
para o interior dos ovécitos. No presente trabalho, a diminuicdo da marcacgao
dos granulos corticais observada em ovdcitos criopreservados indica uma
possivel liberacdo prematura destas organelas, o que poderia, pelo menos em
parte, ser responsavel pela menor taxa de clivagem observada em todos os
grupos, em relacao ao controle.

No trabalho de Albarracin et al. (2005) as taxas de clivagem e de
blastocistos também foram significativamente inferiores nos ovécitos vitrificados
que no grupo controle. Os autores verificaram alteragcdes nos microtubulos e
cromossomo nos ovocitos vitrificados observando configuragdes normais de
fuso e cromossomo em 51,3% dos ovdcitos expostos aos crioprotetores € 40%
dos ovacitos vitirificados, diferenciando significativamente dos 87,8% dos
ovocitos controle. Tanto a exposicdo como a vitrificagdo aumentam as
porcentagens de ovocitos com fusos anormais. Estes resultados nao foram
confirmados no presente estudo, pois quando ovécitos maduros submetidos a
vitrificacdo foram aquecidos para exame da configuracdo nuclear, nao foi
observada diferenca entre aquela observada em grupos de ovdcitos frescos
submetidos a MIV. Albarracin et al. (2005) também descreveram alteragdes
nos filamentos de actina dos ovécitos vitrificados, pois na maioria dos ovocitos
nao tratados (90,9% a 96,5% dos ovdcitos), a actina mostrou-se compacta e
homogénea, permanecendo na periferia do oolema. A exposicdo aos
crioprotetores ou a vitrificacdo aumentou as porcentagens de ovécitos com
actina anormal. Esta alteracdo dos filamentos pode ser a responsavel pelas
modificacdes na distribuicdo das mitocondrias observada no presente trabalho,
em todos os grupos estudados.

Outro aspecto a ser considerado como um dos possiveis criodanos
provocados pela vitrificacdo seria a destruicdo das juncoes tipo GAP entre as
células do cumulus e o ovécito que usualmente ocorre quando ovécitos sao
criopreservados. No presente estudo foi observado que apds a vitrificacédo e
aquecimento dos ovécitos em todos os grupos, as células do cumulus se
desprendiam com muita facilidade e grande parte dos ovocitos se encontrava
desnuda apos esse procedimento.
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No experimento de Cetin e Bastan (2006), foi testata a acgéo
crioprotetora do EG, do DMSO e da associacao EG+DMSO. Foi observado que
durante a diluicdo do crioprotetor e apods a diluicdo, no aquecimento, ocorreu
desprendimento das células do cumulus dos ovécitos do grupo do DMSO, fato
que nao ocorreu no grupo do EG e nem no grupo do EG+DMSO. Contudo, no
Experimento 1 deste trabalho este fato foi observado nos ovdcitos apds o
aquecimento dos mesmos. Nos Experimentos 2 e 3 esse desprendimento foi
ainda mais significativo.

Miyake et al. (1993) mostraram que ovocitos vitrificados precisam estar
envoltos pelas células do cumulus. Porém, Vajta (1999) mostrou que as
camadas de células do cumulus e glicoproteinas acumuladas podem reduzir a
velocidade de penetracdo dos crioprotetores no equilibrio. A remocao parcial
das células do cumulus é muito dificil de ser realizada uniformemente e as
diferencas podem causar penetracdo desigual de crioprotetor. Dhali et al.
(2000) reportaram que a presenca de massa do cumulus compacta pode
reduzir as taxas de passagem de EG ou DMSO para o interior dos ovécitos.

Hurt et al. (2000) reportaram que a vitrificacdo com EG levaria a
expansao das células do cumulus provavelmente por danificar as juncdes tipo
GAP entre o cumulus e os ovécitos e também, distribuigao irregular de granulos
corticais foi noticiada em ovocitos expostos a crioprotetores. Nesse trabalho, os
autores concluiram que ovocitos bovinos imaturos podem ser congelados pela
técnica de vitrificacdo em palhetas. Porém, o crioprotetor utilizado pode alterar
0 sucesso da maturagdo e quando analisaram as taxas de maturagdo o
crioprotetor que se mostrou mais vantajoso foi o EG.

De acordo com os resultados obtidos por Siqueira-Pyles (2002) em um
estudo prévio, foi possivel afirmar que a vitrificagcao atua negativamente sobre a
viabilidade, taxas de clivagem e producdo de blastocistos originados de
ovocitos submetidos ao processo, tanto nos ovdcitos vitrificados imaturos como
naqueles submetidos a maturagéo in vitro antes da realiza¢cdo do procedimento
da vitrificacdo. Através da analise dos resultados do presente estudo, pode-se
afirmar que este efeito negativo da vitrificacdo sobre os ovécitos se repetiu, 0
que indica que as associag¢des e/ou concentracdes de agentes crioprotetores
testadas nao foram eficientes em proteger os ovécitos contra os criodanos

provocados pela vitrificacao.
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Através do procedimento de vitrificagao realizado no presente trabalho,
sugere-se que ovécitos maturados estejam no estdgio apropriado para o
progresso na pesquisa em vitrificacdo de ovécitos. Este trabalho contribuiu
para identificar fatores envolvidos na degeneracdo do ovocito apdés a
vitrificacdo como degeneragcdo de organelas citoplasmaticas, falta de
comunicacao entre as células do cumulus e o ovdcito ou alteracées no padrao
de migracao dos granulos corticais.

O armazenamento e transporte em nitrogénio liquido de embrides
produzidos tanto in vivo como in vitro tem se tornado essencial para a
maximizacao do seu uso em larga escala (DINNYES et al., 2006).

O citoesqueleto, uma complexa rede de microfilamentos de actina e
microtiubulos formados pela polimerizacao de tubulina, tem um importante
papel na fisiologia das células embrionarias, através da manutencdo da sua
estrutura, formato, forca mecéanica e da regulacdo da divisdo celular e
movimentos. No entanto, a criopreservacao tem um efeito deletério para o
citoesqueleto e, por conseguinte, na sobrevivéncia dos embrides. Enquanto os
crioprotetores tendem a despolimerizar os microtubulos e microfilamentos, o
resfriamento pode causar a ruptura total do citoesqueleto (DINNYES et al.,
2006). Portanto, existe a necessidade de estabilizacdo do citoesqueleto antes
da criopreservacao. Send assim, nos Experimentos 4, 5 e 6 deste trabalho, a
Citocalasina B foi testada como um agente despolimerizador de
microfilamentos, antes do procedimento de vitrificagdo. As citocalasinas inibem
a polimerizacao de microfilamentos, o que torna a membrana celular elastica e,
dessa forma, acredita-se que ela mantenha a integridade estrutural das
membranas e das organelas citoplasmaticas. Apés a descongelacédo e a re-
hidratacao os embrides sdo mantidos em um meio livre de citocalasina, dessa
forma os microfilamentos se repolimerizam e um citoesqueleto estavel se
regenera (DINNYES et al., 2006).

Quando analisados os resultados dos Experimentos 4, 5 e 6, nos quais
embrides bovinos foram criopreservados, ndo observou-se efeito da adicdo da
Citocalasina B na viabilidade celular de embrides nao vitrificados (GC c/CitB
98,4% = GC s/CitB 97,8%). No entanto, em todos os grupos de embrides
vitrificados houve um decréscimo significativo da viabilidade celular ap6s a

vitrificacao.
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As taxas de re-expansao dos grupos G4 s/CitB (0%), G4 c/CitB (0%), G5
c/CitB (0%), G6 s/CitB (7,4%) e G6 c/CitB (0%) nao diferiram estatisticamente
entre si e foram estatisticamente inferiores as dos grupos GC s/CitB (54,3%) e
GC ¢/CitB (29,8%). As taxas de re-expansao dos embrides do grupo G5 s/CitB
(10,5%) embora diferentes as dos grupos GC s/CitB e GC c/CitB foram
positivas, o que pode demonstrar que a associacdo destes agentes
crioprotetores (DF+EG) causou efeito benéfico ao embrido no processo de
vitrificacao. Estes resultados do grupo G5 s/CitB mostram que a exposicao dos
embrides bovinos a Citocalasina B aparentemente diminuiu as taxas de re-
expansao quando comparado aos embrides vitrificados com a mesma solugéo
de vitrificagdo, porém nao expostos a essa substancia.

De acordo com Donnay et al. (1998), a producao in vitro de embrides
bovinos difere daqueles produzidos in vivo em muitos aspectos: por exemplo,
capacidade de desenvolvimento in vitro, morfologia, resisténcia a congelagao e
sobrevivéncia apos a transferéncia. O aprimoramento da criopreservacado dos
embrides produzidos in vitro € um importante objetivo e dados recentes indicam
que a congelagao rapida, ao contrario da lenta, pode ser benéfica para sua
sobrevivéncia.

Dinnyes et al. (2006) relataram que a sobrevivéncia de embrides apos a
criopreservacdo € fortemente influenciada pela idade, estagio de
desenvolvimento e qualidade dos embrides, sendo esta ultima normalmente
avaliada pelas caracteristicas morfolégicas dos mesmos.

Ao se criopreservar embrides bovinos, Seidel Jr (2006) afirmou que
ocorrem variagdes com relacao a criotolerancia associadas ao individuo, raga,
espécie, tipo celular e fatores como nutricdo e estacdo do ano. O autor relata
que a maioria dos componentes da membrana celular sdo fosfolipideos,
colesterol, outros lipideos e proteinas e que, com excecao das proteinas, esses
componentes podem ser manipulados favoravelmente com uma variedade de
passos incluindo nutricdo e manipulagao da dieta das doadoras e composicéao
do meio de cultura, os quais podem alterar a congelabilidade das células. No
presente trabalho tais aspectos ndao puderam ser verificados por se tratar de
embrides provenientes de ovécitos de vacas de abatedouro, onde essas

informacgdes eram desconhecidas.
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Men et al. (2005) afirmaram que o soro fetal bovino contém fatores do
crescimento, vitaminas, peptideos e muitas outras moléculas desconhecidas. A
suplementacdo do meio de cultivo com soro num determinado estagio
embrionario (geralmente no estagio de desenvolvimento embrionario tardio)
parece estimular a divisdo celular embrionaria e acelerar o desenvolvimento.
Os autores citam ainda que a presenca de soro durante o cultivo de embrides
bovinos tem mostrado ser deletério na habilidade do embrido sobreviver a
criopreservacao. Embrides produzidos com suplementacdo de soro tém um
acumulo intracelular de lipideos anormal comparado com aqueles produzidos in
vivo ou em sistema livre de soro. Os embrides produzidos em sistema livre de
soro tém menos acumulo de lipideos intracelulares e melhor sobrevivéncia
quando eles sdo submetidos a criopreservacao. Segundo Seidel Jr. (2006),
diferentes condi¢des de cultura podem resultar em embrides com diferentes
propriedades. A cultura na auséncia de soro resulta em menor acumulo de
lipideos nos embrides. O sucesso na criopreservacao de embrides parece estar
altamente relacionado com o conteudo lipidico, mas o mecanismo especifico é
desconhecido e pode estar indiretamente relacionado aos lipideos
citoplasmaticos. Os embrides com menos lipideos, produzidos sem soro no
meio, sdo criopreservados com mais sucesso do que aqueles produzidos na
presencga de soro. Nesse trabalho, o meio de cultura foi acrescido de soro fetal
bovino a partir do D3, e, talvez essa seja uma das razdes para o0 baixo sucesso
obtido nas taxas de re-expanséo apds o aquecimento dos embrides vitrificados.

Ha na literatura outras citacées de que embrides produzidos in vitro sédo
diferentes na sua morfologia quando comparados com embriées produzidos in
vivo; por exemplo, eles tendem a conter mais vacuolos e tem complexos
juncionais mais curtos e em menor quantidade (SHAMSUDDIN et al, 1992), a
compactacdo é menos pronunciada em embrides produzidos in vitro (VAN
SOOM et al., 1992), e o disco embrionario € geralmente menor (IWASAKI et
al.,, 1990). Embrides gerados em diferentes sistemas de cultivo podem
responder de modos diversos a diferentes métodos de criopreservagdo. Um
estudo recente sugere que a presenca de soro € prejudicial para a ecloséo de
embrides bovinos apos a descongelacdo (MUCCI et al., 2006).

A presenca de soro no meio pode afetar a velocidade de

desenvolvimento do embrido e reduzir a tolerdncia a congelacdo de
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blastocistos (RIZOS et al., 2003). Porém, Men et al. (2005) ao vitrificarem em
OPS embrides de porca produzidos in vitro compararam aqueles cultivados em
sistema com ou livre de soro. Os resultados obtidos foram contrarios a
literatura, pois apdés o0 aquecimento os blastocistos produzidos na presenca de
soro tiveram habilidade aumentada em sobreviver a criopreservagao e também
apresentaram um maior numero de células viaveis quando comparados com 0s
blastocistos produzidos em sistema livre de soro. Isso sugere que
particularidades inter-especificas na composicdo das estruturas embrionarias
levam a respostas diferentes nos processos de criopreservacao.

Nagashima et al. (1994) relataram a técnica de remocéao de lipideos dos
embrides, a qual envolve a polarizacdo dos lipideos embrionarios por
centrifugacé@o e a remocao dos lipideos polarizados com uma pipeta de sucgéao.
Foi relatado que mais de 60% dos embrides em estagios iniciais (uma célula ou
2-4 células) que sofreram a remocao de lipideos sobreviveram ao resfriamento
a 4°C, enquanto sem a remocao nenhum dos embrides sobreviveu. Além disso,
o desenvolvimento de embrides congelados que sofreram a remocdo de
lipideos até o estagio de blastocisto foi semelhante ao desenvolvimento de
zigotos controle que ndo sofreram congelagdo. Em outro estudo, nenhum dos
embrides controle sobreviveu ao método de congelagdao convencional, todavia,
apos a remocao de lipideos 55,6-90,6% de embrides suinos no estagio de 2-4
ou 4-8 células sobreviveu a congelacéo, e 30,6-64,1% deles se desenvolveu
até blastocisto. Estes resultados provaram claramente que a sensibilidade de
embrides suinos a congelacao esta relacionada a concentracdo de lipideos
intracelulares, e que os embrides suinos podem ser criopreservados, com a
remocao de lipideos citoplasmaticos, mesmo por um método tradicional de
congelacao lenta.

Sabendo-se que os embrides passam por eventos criticos durante o seu
desenvolvimento como fertilizagcéo, clivagem, ativagcdo do genoma embrionario,
compactacao e formacado do blastocisto sob condi¢cdes de cultivo in vitro ha
necessidade de que ocorram progressos nos sistemas de cultivo que permitam
facilitar a mitose dos embrides cultivados in vitro viabilizando a producao de
embrides de melhor qualidade.

Sommerfeld e Niemann (1999) afirmaram que embrides produzidos in

vitro em diferentes estagios de desenvolvimento e de diferentes qualidades
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morfolégicas exibem varidveis taxas de sobrevivéncia poés-vitrificacdo. Os
pesquisadores reportam ainda que ha controvérsias sobre o estagio
embrionario ideal para que se realize a vitrificacdo, restando a davida entre
mérulas compactas ou blastocistos em D7 e D8 com relagdo as maiores taxas
de sobrevivéncia celular apdés o aquecimento do embrido. Em seu estudo foi
demonstrado que os blastocistos em D7 sdao o melhor estagio de
desenvolvimento para congelagdo controlada. No presente trabalho, ndo foi
comparado o estagio de desenvolvimento, sendo que todos os embrides
vitrificados se encontravam no D7 em estagio de blastocisto ou blastocisto
expandido. Pugh et al. (1998) também afirmaram que a sobrevivéncia a
criopreservacao é significativamente afetada pelo estagio embrionario, porém
seus resultados demonstraram maior sobrevivéncia de blastocistos eclodidos
que de blastocistos ou de moérulas compactas. Alguns pesquisadores relataram
que embrides no dia 7 toleram os tratamentos de criopreservacdo melhor do
que embrides nos dias 6 ou 8 (HASLER et al., 1997; MARKKULA et al., 2001),
enquanto outros relataram que a idade do embriao a vitrificacdo nao tem efeito
na sobrevivéncia do mesmo (MARTINEZ et al., 1998).

Embora os embrides vitrificados com a associacdo dos crioprotetores
DF+EG no Experimento 5, sem exposicao prévia a solucado de citocalasina B
tenham apresentado taxas de re-expansdo diferentes dos grupos controle,
expostos ou nado a citocalasina B, 10,5% dos embrides sobreviveram a
vitrificagédo e se re-expandiram em cultura. Da mesma forma, no Experimento
6, onde os embrides foram vitrificados em DF+DMSO e nao expostos a
citocalasina B, observou-se um decréscimo na taxa de re-expansdao em
comparagao ao controle e ao G5 s/CitB, mas ainda observou-se re-expansao
de 7,4% dos embrides. Estes resultados indicam que, ao contrario do
observado para ovdcitos, o crioprotetor DF apresenta um efeito benéfico na
criopreservacao de embrides, devendo ser melhor explorado. Baudot e Boutron
(1998) compararam a eficiéncia em promover uma vitrificagdo completa
utilizando-se solugdes crioprotetoras de dietilformamida e dimetilformamida em
associacdo com outros crioprotetores e verificaram que estes compostos séao
comparaveis ao DMSO, mais eficientes do que o glicerol e etilenoglicol e
menos eficientes do que o 1,2 propanodiol. Os autores sugerem ainda que

estes componentes possam ser novos crioprotetores efetivos.
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Todos os dados de re-expansao dos grupos de embrides submetidos a
vitrificagdo dos Experimentos 4, 5 e 6 foram inferiores aos publicados por
Donnay et al. (1998), onde as taxas de sobrevivéncia in vitro dos blastocistos
bovinos produzidos in vitro ap6s vitrificacao reportadas foram de 67% de re-
expansao e 53% de eclosdo, por Kuwayama et al. (1992) com 87% de re-
expansao, por Dinnyes et al. (1995) com 81%, Mahmoudzadeh et al. (1995)
com 69 a 89% e Vajta et al. (1995) com 84%, onde todos utilizaram diferentes
métodos para a producao dos embrides e para a vitrificacao, todos estes sem
adicdo de soro. Os embrides produzidos em sistemas contendo soro fetal
bovino possuem uma alta concentracado de lipideos, o que pode influenciar
negativamente a resisténcia destes aos processos de criopreservacao. Mais
uma vez ressaltamos que o uso de soro no sistema de producéo utilizado no
presente trabalho pode ter exercido um efeito deletério sobre os resultados
obtids.

Experimentos com transferéncia sdo necessarios para acessar a
sobrevivéncia embrionaria, especialmente para embrides bovinos produzidos in

vitro.
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CONCLUSOES

O estagio de maturacdo nuclear e citoplasmatica dos ovocitos no
momento da vitrificacdo exerce influéncia na tolerdncia ovocitaria a
criopreservacao, sendo que os ovocitos maturados (vitrificados apés 12 e 22
horas de MIV) tém maior capacidade de suportar tal procedimento do que
aqueles imaturos (vitrificados com 0 ou 6 horas de MIV), em todos os grupos
estudados.

A exposicao dos ovocitos as diferentes associacoes de crioprotetores
testadas, as 12 e 22 horas de MIV é deletéria. O efeito negativo é ainda mais
notavel nos ovécitos expostos a 0 e 6 horas de MIV.

Apesar dos efeitos deletérios da acao dos crioprotetores e da vitrificacao
sobre os ovécitos, nas condicoes deste experimento a associacdo de
EG+DMSO é a mais eficiente para vitrificagcao de ovécitos.

A Citocalasina B ndo demonstra efeito deletério sobre a viabilidade
celular dos embrides. Porém, com relacdo as taxas de re-expansao, a sua
adicao é deletéria aos embrides de todos os grupos estudados, inclusive aos

dos grupos controle.

Embora as associacées de crioprotetores utilizadas ndo tenham sido
eficientes em proteger os embrides dos danos causados pela vitrificacdo, nas
condigcdes do presente estudo as associacbes contendo DF foram as que
apresentaram melhor resultado na vitrificacdo de embrides bovinos produzidos

in vitro.
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ANEXOS

ANEXO A — HM — Meio de manutengéo.

MEIO DE MANUTENCAO (HM) 10ml
H-TCM 199 8,0ml
SFB 2,0ml

ANEXO B — SM — Solugao de sacarose a 0,5M.
Sacarose dissolvida em TCM199 e suplementada com 20% SFB.

Nosso procedimento na rotina: 17,1159 de sacarose, 40ml TCM199, aquecido
a 40-45°C e misturado com barra magnética em um agitador, completar para 50ml

com TCM199. Desprezar 10ml e adicionar 10ml de SFB e filtrar.

ANEXO C - HM + 0,25M sacarose.

SOLUCAO HM + 0,25M SACAROSE 1200yl
HM 800yl
SM 400ul

ANEXO D - HM + 0,15M sacarose.

SOLUCAO HM + 0,15M SACAROSE 1000
HM 800l
SM 200l




ANEXO E — Meio de maturagao in vitro (MIV).
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MEIO DE MATURACAO (MIV) 10ml
TCM 199 Bicarbonato 9,0ml
SFB 1,0m|
Piruvato Stock (0,110g piruvato/10ml salina) 20yl
FSH (1 frasco FoIItropin®500UI/31mI TCM 199) 10ul
LH (0,005g Profasi® 5000Ul/ml TCM 199) 100ul
Filtragem
Estradiol (0,010g estradiol/1ml etanol) 1ul/ml
Gentamicina (0,150g gentamicina/10ml H2O) 50ul
ANEXO F — “Swim up”
“SWIM UP” 10ml
HTF 10m|
BSA livre de 4cidos graxos 0,059
Cafeina 0,005¢g
Filtragem
Gentamicina (0,150g gentamicina/10ml H,O) 50ul
ANEXO G — Meio de fertilizagao in vitro (FIV).
MEIO FIV 10ml
HTF 10m|
BSA livre de 4cidos graxos 0,059
Cafeina 0,005¢g
Heparina Stock (1mg heparina/1ml HTF) 100yl
PHE 440ul
Gentamicina (0,150g gentamicina/10ml H.O) 50ul

Solugéo a: 0,003g Penicilamina (2uM)/10ml salina

Solucao b: 0,0011g Hipotaurina (1uM)/10ml salina
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Solugéo c: 0,0018g Epinefrina (0,25uM)/40ml solugao d

Solucao d: 0,165g Na Lactato 60%/0,050g Metabissulfeto Na/50ml H,O

PHE: Solucéao a 2,5ml
Solucéo b 2,5ml
Solugéo ¢ 2,0ml

Salina 0,9% 4,0ml

ANEXO H — Meio de cultivo in vitro (CIV).

MEIO DE CULTIVO (CIV) 10ml
HTF 9,0ml|
SFB 1,0ml
Myo Inositol 0,010g
Filtragem
Gentamicina (0,150g gentamicina/10ml H,O) 50ul

ANEXO | — Solucao de Bloqueio.

SOLUCAO DE BLOQUEIO 100ul
PBS 100l
BSA (1mg/mL) 0,19
Glicina (100mM) 0,7507g
Azida de sédio (0,2%) 0,29
SFB (20%) 20m|




Anexo J: Taxas de clivagem de todos os grupos estudados nos Experimentos 1, 2 e 3, em 5 repeticdes.

GRUPO REPETICOES (%)
1 2 3 4 5 TOTAL
GC 36/50 (72) 48/60 (80) 52/60 (86,7) 48/62 (77,4) 51/63 (81) 235/295 (79,7)
1GOh 0/24 (0) 0/24 (0) 0/24 (0) 0/24 (0) 0/25 (0) 0/121 (0)
2G0h 0/28 (0) 0/27 (0) 0/28 (0) 0/27 (0) 0/28 (0) 0/138 (0)
3G0h 0/28 (0) 0/28 (0) 0/28 (0) 0/27 (0) 0/27 (0) 0/138 (0)
1G6h 0/27 (0) 0/30 (0) 0/27 (0) 0/27 (0) 0/26 (0) 0/137 (0)
2G6h 0/28 (0) 0/29 (0) 0/27 (0) 0/29 (0) 0/28 (0) 0/141 (0)
3G6h 0/28 (0) 0/28 (0) 0/29 (0) 0/29 (0) 0/28 (0) 0/142 (0)
1G12h 2/30 (6,7) 3/28 (10,7) 2/26 (7,7) 2/27 (7,4) 1/26 (3,8) 10/137 (7,3)
2G12h 0/28 (0) 0/26 (0) 0/28 (0) 0/26 (0) 0/28 (0) 0/136 (0)
3G12h 0/25 (0) 0/25 (0) 0/25 (0) 0/26 (0) 0/26 (0) 0/127 (0)
1G22h 2/30 (6,7) 1/30 (3,3) 0/26 (0) 1/23 (4,3) 2/29 (6,9) 6/138 (4,3)
2G22h 0/26 (0) 0/26 (0) 0/28 (0) 0/25 (0) 0/25 (0) 0/130 (0)
3G22h 0/24 (0) 0/24 (0) 0/28 (0) 0/28 (0) 0/26 (0) 0/130 (0)
1GOhexp 11/30 (36,7) 10/30 (33,3) 12/30 (40) 10/28 (35,7) 12/30 (40) 55/148 (37,2)
2GOhexp 8/30 (26,7) 9/30 (30) 12/29 (41,4) 9/30 (30) 11/30 (36,7) 49/149 (32,9)
3GOhexp 11/30 (36,7) 10/29 (34,5) 11/30 (36,7) 10/30 (33,3) 12/30 (40) 86/149 (57.,7)
1G6hexp 10/19 (52,6) 15/30 (50) 13/30 (43,3) 16/30 (53,3) 15/30 (50) 69/139 (49,7)
2G6hexp 10/20 (50) 15/28 (53,6) 15/29 (51,7) 16/30 (53,3) 14/30 (46,7) 70/137 (51,1)
3G6hexp 10/19 (52,6) 17/30 (56,7) 14/30 (46,7) 17/30 (56,7) 14/28 (50) 72/137 (52,6)
1G12hexp 19/30 (63,3) 18/30 (60) 16/30 (53,3) 19/29 (65,5) 16/30 (53,3) 88/149 (51,1)
2G12hexp 20/30 (66,7) 17/28 (60,7) 18/30 (60) 19/30 (63,3) 17/30 (56,7) 91/148 (61,5)
3G12hexp 19/29 (65,5) 15/30 (50) 18/30 (60) 16/29 (55,2) 19/30 (63,3) 87/148 (58,8)
1G22hexp 14/19 (73,7) 22/30 (73,3) 20/28 (71,4) 21/32 (65,6) 25/35 (71,4) 102/144 (70,8)
2G22hexp 10/20 (50) 20/30 (66,7) 22/30 (73,3) 20/32 (62,5) 21/35 (60) 93/147 (63,3)
3G22hexp 16/21 (76,2) 18/30 (60) 20/29 (69) 23/32 (71,9) 23/35 (65,7) 100/147 (68)




Anexo K: Taxas de producédo de blastocistos de todos os grupos estudados nos Experimentos 1, 2 e 3, em 5 repeticoes.

GRUPO REPETICOES (%)
1 2 3 4 5 TOTAL
GC 21/50 (42) 27/60 (45) 25/60 (41,7) 25/62 (40,3) 25/63 (39,7) 123/295 (42,1)
1GOh 0/24 (0) 0/24 (0) 0/24 (0) 0/24 (0) 0/25 (0) 0/121 (0)
2GOh 0/28 (0) 0/27 (0) 0/28 (0) 0/27 (0) 0/28 (0) 0/138 (0)
3G0h 0/28 (0) 0/28 (0) 0/28 (0) 0/27 (0) 0/27 (0) 0/138 (0)
1G6h 0/27 (0) 0/30 (0) 0/27 (0) 0/27 (0) 0/26 (0) 0/137 (0)
2G6h 0/28 (0) 0/29 (0) 0/27 (0) 0/29 (0) 0/28 (0) 0/141 (0)
3G6h 0/28 (0) 0/28 (0) 0/29 (0) 0/29 (0) 0/28 (0) 0/142 (0)
1G12h 0/30 (0) 0/28 (0) 0/26 (0) 0/27 (0) 0/26 (0) 0/137 (0)
2G12h 0/28 (0) 0/26 (0) 0/28 (0) 0/26 (0) 0/28 (0) 0/136 (0)
3G12h 0/25 (0) 0/25 (0) 0/25 (0) 0/26 (0) 0/26 (0) 0/127 (0)
1G22h 0/30 (0) 0/30 (0) 0/26 (0) 0/23 (0) 0/29 (0) 0/138 (0)
2G22h 0/26 (0) 0/26 (0) 0/28 (0) 0/25 (0) 0/25 (0) 0/130 (0)
3G22h 0/24 (0) 0/24 (0) 0/28 (0) 0/28 (0) 0/26 (0) 0/130 (0)
1GOhexp 4/30 (13,3) 5/30 (16,7) 2/30 (6,7) 4/28 (14,3) 1/30 (3,3) 16/148 (10,8)
2G0Ohexp 3/30 (10) 2/30 (6,7) 2/29 (6,7) 5/30 (16,7) 2/30 (6,7) 14/149 (9,4)
3GOhexp 0/30 (0) 4/29 (13,8) 4/30 (13,3) 4/30 (13,3) 1/30 (3,3) 13/149 (8,7)
1G6hexp 2/19 (10,5) 6/30 (20) 2/30 (6,7) 4/30 (13,3) 2/30 (6,7) 16/139 (11,5)
2G6hexp 1/20 (5) 2/28 (7,1) 2/29 (6,9) 4/30 (13,3) 5/30 (16,7) 14/137 (10,2)
3G6hexp 1/19 (5,3) 5/30 (16,7) 3/30 (10) 3/30 (10) 3/28 (10,7) 15/137 (10,9)
1G12hexp 5/30 (16,7) 2/30 (6,7) 7/30 (23,3) 2/29 (6,9) 6/30 (20) 22/149 (14,8)
2G12hexp 2/30 (6,7) 3/28 (10,7) 5/30 (16,7) 4/30 (13,3) 5/30 (16,7) 19/148 (12,8)
3G12hexp 2/29 (6,9) 5/30 (16,7) 5/30 (20) 5/29 (17,2) 3/30 (10) 21/148 (14,2)
1G22hexp 4/19 (21,1) 5/30 (16,7) 6/28 (21,4) 7/32 (21,9) 5/35 (14,3) 27/144 (18,8)
2G22hexp 3/20 (15) 7/30 (23,3) 6/30 (20) 5/32 (15,6) 7/35 (20) 28/147 (19)
3G22hexp 4/21 (19) 7/30 (23,3) 6/29 (20,7) 6/32 (18,8) 8/35 (22,9) 31/147 (21,1)
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FIGURA 2: Delineamento dos Experimentos 1, 2 e 3 (utilizando-se ovdcitos)

Experimento 1
(EG+DMSO)

Experimento 2
(DF+EQG)

Experimento 3
(DF+DMSO)

somente expostos

aos crioprotetores

vitrificados

somente expostos

aos crioprotetores

vitrificados

somente expostos

aos crioprotetores

vitrificados

(" 0 hora MIV

6 horas MIV
12 horas MIV
_ 22 horas MIV
¢ 0 hora MIV

6 horas MIV
12 horas MIV
\_ 22 horas MIV

(" 0 hora MIV

6 horas MIV
12 horas MIV
_ 22 horas MIV
0 hora MIV

6 horas MIV
12 horas MIV
\_ 22 horas MIV

(" 0 hora MIV

6 horas MIV
12 horas MIV
_ 22 horas MIV
0 hora MIV

6 horas MIV
12 horas MIV
\_ 22 horas MIV

1GOhexp
1G6hexp
1G12hexp
1G22hexp
1GOh
1G6h
1G12h
1G22h

2G0hexp
2G6hexp
2G12hexp
2G22hexp
2G0h
2G6h
2G12h
2G22h

3G0hexp
3G6hexp
3G12hexp
3G22hexp
3G0h
3G6h
3G12h
3G22h



FIGURA 3: Delineamento dos Experimentos 4, 5 e 6 (utilizando-se embrides).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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