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Resumo

CURCIO, Bruna da Rosa. Vitrificagdo de oo6citos imaturos de equinos:
Caracteristicas morfolégicas ultra-estruturais e ma turacdo nuclear in
vitro. 2006. 62f. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-graduacdo em
Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Os objetivos do presente estudo foram: 1) analisar caracteristicas morfoldgicas
ultra-estruturais em odcitos equinos submetidos a vitrificacdo; 2) avaliar a
maturagcdo nuclear in vitro (MIV) de odcitos equinos vitrificados em soluctes
contendo bloqueadores sintéticos da formacao de gelo (SIB); 3) considerar a
influéncia das caracteristicas das células do cumulus-oophorus no momento da
coleta sobre a maturacgdo nuclear in vitro. Foram utilizados complexos cumulus-
o0cito obtidos de ovarios provenientes de éguas de abatedouro. No primeiro
experimento 30 odécitos foram divididos em 3 grupos: Grupo controle (G1,
n=10); Grupo 2 (G2, n=10), vitrificados ap0s exposi¢cdo de 3min em VS-1 e
1min em VS-2; Grupo 3 (G3, n=10), exposicao por 1,5min a VS-1 e 30s a VS-2.
A vitrificacdo foi realizada em palhetas abertas estiradas (OPS). As
caracteristicas ultra-estruturais foram observadas em microscopio eletronico de
transmissao, sendo 0s odcitos classificados em trés categorias: I) O4citos sem
alteracdes; Il) oocitos com alteracbes intermediarias e I1ll) oocitos com
alteracdes severas. No segundo experimento, odcitos cumulus compacto (Ccp;
n=248) e cumulus expandido (Cex; n=264) foram divididos em trés grupos:
Controle, Tratamento-1 (T1 - Etilenoglicol-EG + Dimetilsulfoxido-DMSO + SIB)
e Tratamento-2 (T2 - formamida + EG + DMSO + Polivinilpirrolidona + SIB). O
grupo controle foi MIV imediatamente ap0s a coleta, o restante foi vitrificado
imaturo em OPS e submetido a MIV apds o reaquecimento. O estagio de
maturacdo apods incubacdo foi avaliado em microscépio de fluorescéncia
(Hoechst 33342). Na avaliacédo de ultra-estrutura foram classificados no escore
| 80% odcitos G1, 30% do G2 e 60% do G3; Classificacdo Il: 0% dos odcitos
G1, 20% do G2 e 30% do G3; e Classificacdo Ill: 20% dos G1; 50% do G2 e
10% do G3. Na avaliacdo da maturacdo, o indice de odcitos que atingiram Mill
foi 41% Controle, 38,3% T1 e 33,3% T2 (P>0,05). Nos odcitos do grupo
controle, o indice de MII foi superior em odcitos Cex (53,2%) do que odcitos
Ccp (29,3%; P<0,05). A avaliacdo da influéncia das caracteristicas das células

do cumulus na vitrificacdo ndo detectou diferenca (P>0,05). Contudo odcitos



Cex obtiveram maiores indices de MIl do que oocitos Ccp em T1 (50% vs
27,3%) e T2 (45,7% vs 21,6%). Pode-se concluir que a diminui¢cdo do periodo
de exposicdo as solucdes de vitrificacdo resultou em melhor preservacdo das
caracteristicas ultra-estruturais de odcitos eqiinos submetidos a vitrificagéo.
Odcitos equinos imaturos podem ser MIV apés vitrificacdo/reaquecimento,
obtendo indices satisfatorios de MII. As caracteristicas das células do cumulus,
no momento da coleta, ndo interferem no indice de maturacédo nuclear in vitro
de odcitos equinos apos vitrificacao.

Palavras-chave: Odcitos, eqlinos, vitrificagdo, MIV, ultra estrutura.



Abstract
CURCIO, Bruna da Rosa. Vitrification of immature equine oocytes: ultra
structural morphologic characteristics and nuclear in vitro maturation.
2006. 62f. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-graduacdo em Biotecnologia

Agricola. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The aim of the study was to investigate: 1) the ultrastructural morphologic
characteristics in equine oocytes subjected to different times of exposure to
cryoprotectant solutions and 2) the effect of initial cumulus morphology and
cryoprotectants in the nuclear in vitro maturation (IVM) of the vitrified immature
equine oocytes. The oocytes were obtained from ovaries from a
slaughterhouse. In the first study 30 oocytes where divided in three groups:
Control group (G1, n=10); Group 2 (G2, n=10), the oocytes were vitrified for
exposure to VS-1 for 3min and VS-2 for 1min; Group 3 (G3, n=10), exposure to
VS1 for 1.5min and VS-2 for 30sec. The oocytes were vitrified in open-pulled-
straws (OPS). The ultrastructural characteristics where observed using a
transmission electron microscope. The oocytes were classified as: 1) oocytes
morphologically normal; II) oocytes which presented intermediate damage but
had completed organelles, and Ill) oocytes with severe morphological
abnormalities. In the second study, compact (Ccp; n=248) and expanded (Cex;
n=264) cumulus oocyte complexes were divided in three groups: Control,
Treatment-1 (T1 - Ethylene glycol-EG + Dimetyl sulfoxide-DMSO + SIB) and
Treatment-2 (T2 - Formamide + EG + DMSO + Polyvinylpyrrolidone + SIB).
The control group was immediately matured in vitro, the other immature oocytes
were vitrified in OPS and then matured in vitro. The maturation stage was
observed under a fluorescence microscope (Hoechst 33342). The results of
ultrastructural morphology were rated as Class I: 80% oocytes of G1, 30% of
G2 and 60% of G3; Class Il: 0% oocytes of G1, 20% of G2 and 30% of G3 30%,
and Class lll: 20% oocytes of G1, 50% of G2 and 10% of G3. The maturation
rates (metaphase Il - MIl) were: 41% Control group, 38,3% T1 and 33,3% T2
(P>0,05). In the control group, the MII rates were higher in Cex oocytes (53,2%)
than those Cco oocytes (29,3%; P<0,05). The initial cumulus morphology didn’t

significantly affect MIl rates after vitrification (P>0,05). However, Cex oocytes



had higher MII rates than Ccp oocytes in T1 (50% vs 27,3%) and T2 (45,7% vs
21,6%). It can be concluded that the reduction in time of exposure to
cryoprotectant solutions resulted in better preservation of ultrastructural
characteristics of equine oocytes submitted to vitrification. Immature equine
oocytes can be IVM after vitrification/re-warming, and satisfactory Ml rates can
be obtained. The initial cumulus morphology did not affect nuclear in vitro
maturation of equine oocytes after vitrification.

Keywords: Oocytes, equine, vitrification, IVM, ultra structure.
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Introducéo Geral

O histérico da reproducdo assistida em equinos inicia no século 19,
quando Walter Heape, em 1898, obteve a primeira prenhez a partir de
inseminacao artificial (GALLI et al.,, 2006). O progresso das biotécnicas
reprodutivas na espécie eqiina ocorreram de forma muito irregular, quando
comparado com outras espécies de producdo (FARIN et al., 2006). A utilizagédo
da inseminacao artificial realmente difundiu-se na industria do cavalo
(SQUIRES, 2005), contudo outras tecnologias baseadas na producdo de
embrides in vivo e in vitro emergiram apenas nos ultimos anos (GALLI et al.,
2006). Essa situagdo contrasta com o rapido desenvolvimento e aplicagdo de
tecnologias reprodutivas em outras espécies, como bovinos, ovinos e suinos,
nas quais a aplicacdo dessas é um dos pontos importantes no sucesso na
exploracdo comercial (GALLI et al., 2006).

Uma das causas do atraso nas pesquisas e utilizagdes das biotécnicas
da reproducédo em equinos séo as restricbes administrativas das associacoes
de raca (PIMENTEL et al., 1998; GALLI et al., 2006), as quais durante muitos
anos negavam a disseminagdo da reproducdo assistida. Ainda hoje
associacbes de raca importantes como do Puro-sangue inglés e Crioulo
impdem uma seérie de restricoes.

O escasso numero de abatedouros de eqiinos existentes no mundo
também ¢é outro fator negativo, pois dificulta a obtencdo de material,
principalmente para pesquisas basicas (SQUIRES et al., 2003).

Além desses fatores, o indice de recuperacao oocitaria € muito inferior
quando comparado com outras espécies, sendo necessario o emprego de
técnicas especiais, como o slicing dos ovarios (CHOI et al., 1993) e o scraping
dos foliculos (HINRICHS et al., 1993; CURCIO et al., 2006). Essas técnicas
utilizadas séo delicadas e demoradas em sua execucdo, tornando-se uma
importante limitante nos trabalhos. Uma comparacdo realizada por
pesquisadores italianos exemplifica claramente essa condic¢do; para coletar 100
olcitos eqliinos sao necessarios 4 técnicos trabalhando por 3 a 4 horas,
enquanto para a obtencdo do mesmo numero de od6citos bovinos séo
necessarios apenas 2 técnicos trabalhando durante 30 a 40 minutos (GALLI et
al., 2006).
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Entretanto, métodos de coleta e transferéncia de odcitos (TO) em
equinos estdo sendo desenvolvidos com crescente avango dos resultados
(CARNEVALE, 2004). O que possibilita a evolugdo de novas alternativas
clinicas e de pesquisa na reproducdo assistida em equinos. Programas
comerciais de puncéo folicular e TO no Colorado/EUA descrevem indice de
recuperacgdo oocitaria de 98% por ciclo e 76% por foliculo (CARNEVALE et al.,
2003). Esses resultados estimulam pesquisas principalmente na area de
fertilizagc&o in vitro (FIV), Injec&o intra-citoplasmatica de espermatozoide (ICSI)
e criopreservacao de oocitos para utilizagado comercial.

A criopreservacdo de oocitos tem demonstrado importante valor na
reproducdo assistida em humanos, devido ao fato de ultrapassar barreiras
éticas, morais e religiosas encontradas na conservacao de embrides nessa
espécie (FABBRI et al., 2000). Em equinos pode-se estabelecer um paralelo
com a situagdo em humanos, ndo devido a fatores sociais, mas sim devido a
dificuldade na criopreservagcdo dos embrides. O embrido eqlino € envolto por
uma capsula glicoproteica acelular que impede a penetracéo de crioprotetores,
dificultando o congelamento (ELDRIDGE-PANUSKA et al., 2005).

Odcitos sédo células de dificil criopreservacdo, as alteragbes
provocadas pelo resfriamento reduzem a competéncia meibtica apdés o
reaquecimento. O estagio de maturacdo e a técnica de criopreservacao
utilizada afetam diretamente a qualidade e competéncia no desenvolvimento de
o0citos apds o reaquecimento (HOCHI et al., 1998).

A proporcdo de odcitos equinos criopreservados no estagio de
vesicula germinativa (VG) que atingem a metafase Il, subsequente a
maturagdo in vitro (MIV), é evidentemente reduzida quando comparada com
oocitos ndo congelados (HOCHI et al. 1996; HURTT et al., 2000; MACLELLAN
et al., 2001; THARASANIT et al.,, 2006). Odcitos em VG sao descritos como
mais resistentes a criopreservacao, por estarem com a cromatina protegida no
interior de vesicula delimitada por membrana e ainda n&do ter ocorrido a
formacdo do fuso mitético. O congelamento de o0citos em estagios mais
avancados de maturacdo € mais sensivel, devido a desorganiza¢do do fuso
guando os odcitos estdo em MIl (SATHANANTHAN et al., 1988) e aumento da
poliploidia na fertilizacdo (CARROLL et al., 1989; GLENISTER et al., 1987).
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A vitrificacdo € uma técnica de criopreservacdo que vem sendo
utilizada com sucesso em od6citos e embrides de mamiferos (VATJA, 2002).
Previne a ocorréncia de alteracées provocadas pela formacdo de cristais de
gelo intracelular, comum no congelamento convencional (RALL & FAHY, 1985)
Contudo, os resultados na criopreservacdo de o0d0citos equinos ainda séo
inferiores aos descritos para as outras espécies (SQUIRES 2003;
THARASANIT et al., 2006).

No processo de vitrificacdo podem ocorrer alteracbes em funcdo da
osmolaridade, concentracdo e do tempo de exposicdo dos odcitos e embrides
aos crioprotetores. Portanto, o sucesso da técnica depende, principalmente, da
determinacdo da concentracdo ideal e do tempo de exposi¢do as solugdes de
crioprotetores (RALL & FAHY, 1985). A utilizacdo da velocidade maxima de
resfriamento, associada a concentracdo aceitavel de crioprotetores, minimiza
as alteractes decorrentes do processo (LIEBERMAN et al., 2002).

As macromoléculas dos blogueadores sintéticos da formagéo de gelo
(SIB) protegem as membranas celulares durante o congelamento, prevenindo a
ocorréncia do endurecimento da zona pellcida devido a liberacdo prematura
dos granulos corticais (ASADA et al.,, 2002). E em baixas concentracoes,
reduzem a formacédo de cristais de gelo nas solu¢des aquosas (WOWK et al,
2000). A primeira citacdo de adicdo de SIB, nas solucdes de vitrificacdo de
oocitos equinos, foi de CURCIO et al. (2005), que demonstraram ser viavel a
utilizacdo dessa substancia em odcitos equinos apds maturacao in vitro. A
associacdo de varios polimeros sintéticos foi descrita por FAHY et al. (2004),
para a vitrificacdo de odcitos e embrides de camundongos, demonstrando
excelentes resultados.

Os protocolos de vitrificagéo propostos no presente estudo foram alvos
de estudos preliminares; de onde surgiram adaptagcbes no processo para
utilizacao na criopreservacao de oo6citos para a espécie equina.

Os objetivos do presente estudo foram: 1) analisar caracteristicas
morfologicas ultra-estruturais em odécitos imaturos de equinos submetidos a
diferentes tempos de exposicdo as solucdes de vitrificacdo contendo
blogueador sintético da formacéo de gelo (SIB); 2) avaliar a maturacao nuclear
in vitro de odcitos equinos vitrificados em solu¢des contendo bloqueadores

sintéticos da formacéo de gelo; 3) considerar a influéncia das caracteristicas
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das células do cumulus-oophorus no momento da coleta sobre a maturagéo

nuclear in vitro.
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ARTIGO 1

Caracteristicas morfolégicas ultra-estruturais em o ocitos imaturos de
equinos submetidos a diferentes tempos de exposicéo as solugbes de

vitrificacao

B.R. Curcio**; A.L.N Boff*; S. S. Barros?®; C.E.W. Nogueira®; J.C. Deschamps®

Centro de Biotecnologia®, Faculdade de Veterinaria?, Universidade Federal de
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(Artigo escrito segundo as normas da revista Theriogenology)
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi identificar as caracteristicas morfologicas
ultra-estruturais em odcitos imaturos de equinos submetidos a diferentes
tempos de exposicéo as solucdes de vitrificagcdo contendo bloqueador sintético
da formacédo de gelo (SIB). Complexos cumulus-04cito, obtidos de ovarios de
éguas de abatedouro, foram divididos em 3 grupos. Grupo controle (G1), os
odcitos (n=10) foram fixados em solucdo de Karnovisky imediatamente apds a
coleta. No grupo 2 (G2), os odcitos (n=10) foram vitrificados ap0s exposicao de
3 min na solucdo VS-1 (1,4 M de DMSO + 1,8 M de EG + 1% SIB) e de 1 min
na solucao VS-2 (2,8 M de DMSO + 3,6 M de EG + 0,6M Sacarose + 1% SIB).
No grupo 3 (G3) os odcitos (n=10) foram expostos por 1,5 min nas solu¢des
VS-1 e 30 seg VS-2 antes de serem vitrificados. A vitrificacédo foi realizada em
palhetas abertas estendidas (OPS) e o reaquecimento em solucbes de
sacarose. As caracteristicas ultra-estruturais foram observadas em microscépio
eletrdnico de transmissao, sendo os odcitos classificados em trés categorias: 1)
Odcitos sem alteracdes (G1 80%, G2 30%, G3 60%); Il) o6citos com alteracdes
intermediarias 0s quais apresentavam organelas integras, com reducdo das
microvilosidades e descontinuidade nas jungdes tipo desmossomo. (G1 0%, G2
20%, G3 30%), e lll) odcitos com alteracbes severas nos quais foram
observadas vesiculas coalescentes, membrana plasmatica irregular, extruséo
dos granulos corticais e degeneracdo de organelas. (Gl 20%, G2 50%, G3
10%). Pode-se concluir que a diminui¢cdo do periodo de exposi¢ao as solucdes
de vitrificacdo resultou em melhor preservagdo das caracteristicas ultra-
estruturais de odcitos imaturos de equinos submetidos a vitrificacéo.
Palavras-chave: odcitos, equinos, vitrificacdo, bloqueadores de gelo, ultra-

estrutura.

Abstract

The objective of the following study was to identify possible ultra-structural
injuries in  equine oocytes submitted to different exposure times to
cryoprotectant solutions with synthetic ice blockers (SIB). Oocytes obtained
from ovaries of slaughterhouse mares were divided in 3 groups: In control group
(G1), oocytes (n=10) were immediately fixed after collection in a Karnovisky

solution. In group 2 (G2), the oocytes (n=10) were vitrified after being exposed
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to VS-1 (1.4M DMSO+1.8M EG+1% SIB) for 3min and VS-2 (2.8M
DMSO+3.6M EG+0.6M Sucrose+1% SIB) for 1min. In group 3 (G3), oocytes
(n=10) were exposed to VS for 1.5min and VS-2 for 30sec before vitrification.
The oocytes were vitrified in open-pulled-straws (OPS) and re-warmed in a
sucrose solution. The ultrastructural characteristics were observed under a
transmission electron microscope. The oocytes were classified in: I) Oocytes
morphologically normal (G1 80%, G2 30%, G3 60%); II) Oocytes with
intermediate damage which presented complete organelles, with reduction of
microvilli and discontinuity of junctions of desmossome type. (G1 0%, G2 20%,
G3 30%); and Ill) Oocytes with severe morphological abnormalities (G1 20%,
G2 50%, G3 10%) such as adherent vesicles, irregular plasma membrane,
extrusion of cortical granules and swelling of mitochondria with reduced matrix
density. It can be concluded that the reduction of exposure time to the
cryoprotectant solutions resulted in better preservation of ultrastructural
characteristics of immature equine oocytes submitted to vitrification.

Keywords: oocytes, equine, vitrification, synthetic ice blockers and

ultrastructure.

1. Introducéo

A vitrificacdo é uma técnica utilizada para criopreservar o00citos e
embrides de mamiferos, a qual previne a ocorréncia de alteracdes provocadas
pela formacédo de cristais de gelo intracelular, comum no congelamento
convencional [1]. Alteragcbes também podem ocorrer em funcdo da
osmolaridade, concentracdo e do tempo de exposicdo dos odcitos e embrides
aos crioprotetores, antes do processo de vitrificacdo. Portanto, o sucesso da
vitrificacdo de od6citos depende principalmente, da determinacdo da
concentracéo ideal e do tempo de exposicdo as solugbes de crioprotetores [1].
A utilizacdo da velocidade maxima de resfriamento, associada a concentracao
aceitavel de crioprotetores, minimiza as alteracdes decorrentes do processo de
vitrificacao [2].

Macromoléculas, tais como acucares e soro fetal bovino (SFB),
reduzem a toxicidade das solugbes crioprotetoras [3]. Polimeros sintéticos
podem ser utilizados como substituto do SFB na criopreservacédo [4,5]. Os

bloqueadores sintéticos da formacdo de gelo, utilizados em baixas
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concentracfes, inibem a formacdo de cristais de gelo em solucdes de
congelamento [6]. Os mesmos tém sido utilizados em solugdes de vitrificagéo
de células bacterianas [7], odcitos de camundongos [8], equinos [9] e suinos
[10].

Embora Fabbri et al. [11] ndo tenham observado diferenca no indice de
sobrevivéncia de oocitos congelados com as células do cumulus intactas,
parcialmente removidas ou ausentes, Gook et al. [12] demonstraram que
oocitos com cumulus completo, tiveram uma reducédo significativa na taxa de
sobrevivéncia (48%), comparada com o0citos desnudos antes do
congelamento (69%).

A presenca das células do cumulus pode interferir no rapido influxo e
efluxo de crioprotetor durante os procedimentos de equilibrio e remocdo do
crioprotetor, pré e poés-descongelamento [11]. A utilizacdo de solucbes de
vitrificacdo contendo bloqueador sintético da formacéo de gelo, demonstrou ser
eficiente na criopreservacao de oocitos equinos em metéafase Il, apés remoc¢ao
das células do cumulus [9]. Entretanto, a vitrificacdo de odcitos equinos na
presenca de células do cumulus, deve ser avaliada para definicdo da
viabilidade dos o006citos pdés-descongelamento, quando sdo utilizados
blogueadores sintéticos da formacao de gelo no meio de criopreservacdo. O
efeito do tempo de equilibrio em solugdes crioprotetoras antes do processo de
vitrificacdo, sobre a morfologia ultra-estrutural de odcitos equinos imaturos,
contendo células do cumulus, ainda néo foi descrito.

O objetivo do presente trabalho foi identificar as caracteristicas
morfologicas ultra-estruturais em odcitos imaturos de equinos vitrificados, na
presenca de células do cumulus, submetidos a diferentes tempos de equilibrio
as solucdes de criopreservagdo contendo blogueador sintético da formacao de
gelo.

2. Materiais e Métodos

Os produtos utilizados foram obtidos de Sigma Chemical Company (St.
Louis, MO, USA). Com excecéao dos seguintes itens: Meio de Cultivo de tecidos
(Tissue Culture Medium 199 — TCM 199 / Gibco-Invitrogen — Grand Island, N.Y,
USA); soro fetal bovino-SFB (Cultilab Mat.Cult Cel — Campinas, SP, Brazil);

Solucéo salina fosfatada tamponada — PBS (Nutricel — Campinas, SP, Brazil);
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SuperCool-X1000™- bloqueador formacdo de gelo (21% Century Medicine;

Cucamonga Ranch, California, USA).

2.1. Obtencéo dos odcitos

Os complexos cumulus-odcito foram obtidos de ovarios provenientes
de éguas apos o abate. Os ovarios foram coletados aleatoriamente na linha de
abate, ndo sendo possivel a identificagcdo da idade, fase do ciclo estral e
condicao clinica/nutricional das éguas. As coletas foram realizadas no més de
marco de 2005. Os ovarios foram transportados para o laboratorio em solucéo
salina aquecida a temperatura de 25-30 °C, contendo 1000 Ul/mL de penicilina
e 500 pg/mL de estreptomicina. Realizou-se a dissecacao da tunica albuginea
e de todos os foliculos entre 10-35 mm, os quais foram abertos e tiveram as
paredes raspadas com auxilio de cureta [13]. O conteudo folicular foi
transferido para placas de Petri de 100 mm e examinado em estéreo-
microscopio para identificacdo e classificacdo dos complexos cumulus-o0cito
(Cco). Os Cco recuperados foram classificados segundo o revestimento
celular, em: células do cumulus compacto (Cp), células do cumulus expandido
(Cex) ou degenerado (D; com cumulus parcial ou presenca de corona radiata).
No presente trabalho foram utilizados somente odcitos com no minimo trés
camadas de células do cumulus compacto. O periodo de manipulagdo maximo

foi de 5 horas, desde a coleta dos ovarios até fixacaol/vitrificagcdo dos odcitos.

2.2. Vitrificag&o e reaquecimento

Odcitos Cp, foram divididos em trés grupos homogéneos. Um grupo
de odcitos Cp (n=10) foi fixado imediatamente apds a coleta (G1), o qual foi
utilizado como controle. Os grupos de odcitos Cp 2 (G2; n=10) e 3 (G3; n=10),
foram submetidos ao processo de vitrificagao.

A solucdo de vitrificacdo 1 (VS-1) consistiu de 1,4 M de
dimetilsulféxido (DMSO), 1,8 M de etilenoglicol (EG) e 1% de bloquedor
sintético da formacéo de gelo (20% vinil acetato + 80% vinil alcool — SuperCool
X-1000™®) e a solucado 2 (VS-2) de 2,8 M de DMSO + 3,6 M de EG + 0,6 M de
sacarose + 1% de bloqueador sintético da formacgéo de gelo.
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O procedimento de vitrificacdo consistiu no equilibrio em VS-1 durante
3 min e em VS-2 por 1 min, no grupo G2. Sendo 1,5 min em VS-1 e 30 seg em
VS-2 para oécitos do grupo G3. Em ambos o0s grupos, oécitos imersos em VS-
2 foram envasados por capilaridade em palhetas abertas estiradas (open pulled
straw-OPS), segundo o descrito por Vatja et al. [14]. As palhetas, contendo os
odcitos, foram submetidas ao vapor de nitrogénio por 3 seg e imersas em
nitrogénio liquido.

O reaquecimento foi realizado pela exposicao das palhetas ao ar por 5
seg, e imersao da extremidade que continha os od6citos em solucéo de 0,5 M
de sacarose por 5 min. Na sequéncia, os o6citos passaram por gotas de
solucdes de 0,5 M, 0,25 M, 0,125 M de sacarose e solugéo salina tamponada
(PBS) acrescido de 0,4% de albumina sérica bovina (BSA), permanecendo 5
min em cada uma. Tanto as solucbes de vitrificacdo quanto as de

reaquecimento encontravam-se a 38C no momento de u so.

2.3. Fixacdo e avaliacao ultra-estrutural

ApOs o0 reaquecimento, os oocitos foram mantidos durante 1-2 h em
estufa a temperatura de 38,5 T e 5% CO ,, para estabilizacdo das estruturas.
Subsequente, os odcitos foram fixados em Solucédo de Karnovisky (1 h a 4° C);
sofreram fixacdo 6smica (tetroxido de 6smio 1%) a 4 °C por 2 h; foram lavados
e desidratados em concentragfes crescentes de etanol e acetona e incluidos
em resina. Os blocos foram cortados com espessura de 50 nm, coletados em
grades de cobre de 200 mesh e contrastados por acetato de uranila e citrato de
chumbo. Esses cortes foram observados e fotografados em microscopio
eletrdnico de transmissdo (Zeiss-EM109). Com base nas -caracteristicas
morfoldgicas ultra-estruturais observadas, os odcitos foram classificados em
trés categorias: 1) Odcitos sem alteracGes ultra-estruturais; II) odcitos com
alteracdes intermediarias, apresentando organelas citoplasmaticas integras,
porém com redugdo das microvilosidades da membrana plasmatica oocitaria,
descontinuidade nas juncbes tipo desmossomo e células do cumulus
dispersas; e lll) oocitos com alteracbes severas, sendo observadas vesiculas
coalescentes, membrana plasmatica com perda da integridade, extrusdo dos

granulos corticais e degeneracao de organelas.
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3. Resultados

Foram avaliados 30 odcitos eqliinos com cumulus-oophorus compacto,
sendo 10 em cada grupo experimental. Na Tabela 1, pode-se observar a
distribuicdo dos odcitos dos diferentes grupos experimentais, de acordo com as
categorias de alteracdes ultra-estruturais estabelecidas.

Odcitos com classificacdo | apresentaram a membrana plasméatica
integra com longas microvilosidades, as quais se projetam para o interior da
zona peldcida. As mitocondrias apresentavam-se em formato oval ou alongado,
com as criptas evidentes. Essas estavam distribuidas por todo citoplasma, com
tendéncia a formacéo de grupos (Figura 1a) e associacdo a gotas lipidicas e
reticulo endoplasmatico liso. Os granulos corticais apresentaram-se delimitados
por membrana, com conteudo eletron-denso no seu interior. Foram
identificados de forma dispersa no ooplasma e préximos a membrana (Figura
la). O reticulo endoplasmatico liso foi observado na regido cortical e sub-
cortical do ovoplasma, geralmente associado as mitocondrias (Figura 1a). O
complexo de Golgi apresentou-se bem desenvolvido, formado por varias
cisternas sobrepostas e circundado por vesiculas esféricas recobertas (Figura
1b). As vesiculas recobertas possuem conteudo de eletron-densidade média, e
algumas aparecem fundindo-se a face cis do Golgi. Em alguns casos, foram
observados restos membranosos no interior de vesiculas, associados as
mitocondrias, provavelmente em processo de metabolizacdo. O espaco
perivitelinico apresentou-se estreito e atravessado por microvilosidades (Figura
1c). No interior da zona peldcida, os prolongamentos das células do cumulus
fazem contato com a membrana vitelinica do ovocito ou com seus
prolongamentos (Figura 1c), sendo que em alguns pontos foi observada a
presenca de complexos juncionais entre eles (Figuras 1d). Os complexos
juncionais identificados demonstravam caracteristicas de juncdes tipo
desmossomo (Figura 2a). Foram observadas gotas lipidicas (GL) esféricas,
sem membrana delimitante, medianamente eletron-densas e, algumas vezes,
circundadas por halo eletrolacido.

Os odcitos classificados no escore |l apresentaram a maioria das
organelas integras. Porém, demonstraram algumas mitocondrias intumescidas

e células do cumulus mais dispersas, em relacdo aos od6citos com classificacéo
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I. Pode-se observar reducdo do nimero e da extensao das microvilosidades na
membrana vitelinica e descontinuidade nas jungBes comunicantes. O
citoesqueleto permaneceu integro nesses odcitos (Figura 2b).

Odcitos com classificacdo Il demonstraram lesbes severas. Foram
observadas vesiculas coalescentes, que em alguns o00citos estavam
predominando no ooplasma. A membrana plasmatica apresentou-se irregular,
com auséncia de microvilosidades. As organelas apresentaram-se
degeneradas, com excecao das gotas lipidicas e granulos corticais, presentes
em todos os oo6citos. Em alguns odcitos pode-se observar extrusdo dos
granulos corticais e restos celulares para o espaco perivitelinico (Figura 3a). As
mitocondrias ndo foram identificadas em algumas células. Quando
encontradas, apresentaram perda da densidade da matriz, dilatacdo acentuada

e, em alguns casos, edema da camara externa (Figura 3b).

4. Discusséao

No presente estudo, foram observadas mitocondrias com criptas
evidentes, em associacdo com gotas lipidicas e reticulo endoplasmatico liso, o
que caracteriza a formacao das unidades metabdlicas descritas por Kruip et al.
[15], encontradas em odcitos equinos imaturos [16]. A abundéancia de gotas
lipidicas associadas a essas “unidades metabdlicas” indica que o processo de
maturacdo demanda a metabolizacdo do contetdo destas gotas.

A localizacdo periférica do complexo de Golgi, com evidente
desenvolvimento, também caracteriza imaturidade citoplasmatica dos odcitos
do presente estudo. Complexos de Golgi de olcitos imaturos apresentam-se
mais desenvolvidos, constituidos por inUmeras lamelas dilatadas associadas a
vesiculas membranosas de elétron-densidade variavel, tanto na face cis como
trans. As da face cis sdo vesiculas recobertas e podem ser vesiculas picnéticas
que migram da superficie do odcito em direcdo ao Golgi [16]. Estes achados
estdo de acordo com o observado por Hyttel et al. [17] que observaram
complexos de Golgi menos desenvolvidos em odcitos bovinos maturos, quando
comparado com 0s imaturos.

Os Granulos corticais foram encontrados dispersos no citoplasma e em
reduzida quantidade, sendo também esse achado caracteristico da ultra-

estrutura de odcitos equinos imaturos [16, 18, 19].
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Nos odcitos estudados foi observado um reduzido espaco
perivitelinico, preenchido por microvilosidades e regibes onde as células do
cumulus se encontravam aderidas a membrana do odcito, através de juncdes
comunicantes. Estes achados estdo de acordo com o observado por Hyttel et
al. [17] em odcitos bovinos imaturos.

Odcitos classificados no escore | ndo demonstraram alteragbes
morfolégicas. As caracteristicas ultra-estruturais encontradas permitem definir
que esses se encontravam imaturos no momento da coleta e, portanto, durante
0 processo de vitrificacao.

Na avaliacdo do Grupo controle (odcitos frescos), dois o00citos
apresentaram organelas degeneradas, tumefacdo da matriz mitocondrial
(Figura 3c) e das cisternas do complexo de Golgi. As células do cumulus
estavam dispersas, com nucleo picnotico e sinais de apoptose. Essas
caracteristicas sdo compativeis com a ocorréncia de degeneragdo celular. A
coleta de odcitos degenerados pode ter ocorrido devido a escolha aleatéria dos
ovarios no abatedouro, independente da idade das éguas. Sendo importante
ressaltar que a coleta dos ovarios foi realizada no més de marco, considerado
0 inicio do periodo transicional na Ameérica do Sul para a espécie equina.

Poucos trabalhos avaliam alteracbes ultra-estruturais apds a
vitrificacdo de odcitos equinos [19, 20]. As lesdes encontradas foram similares
as descritas por Hochi et al. [20] na espécie equina e Wu et al. [21] em suinos.

Foram descritas altera¢des ultra-estruturais em 70% dos odcitos
avaliados do Grupo 2 e 40% dos odcitos do Grupo 3, sendo gque esses indice
sao inferiores ao descrito anteriormente na vitrificacdo de odécitos equinos [20].
Esses autores utilizaram uma concentracdo de 40% (v/v) de Etilenoglicol (90%
olcitos com lesdes), enquanto no presente estudo foi utilizado 20% (v/v) de
Etilenoglicol com a adi¢do de bloqueadores sintéticos da formacgéo de gelo nas
solucdes crioprotetoras.

Odcitos suinos possuem alta concentracédo de lipideos [24], de forma
similar aos equinos. Sendo considerado esse o principal motivo da baixa
resisténcia a criopreservacdo dos odcitos suinos [23]. Os lipideos oocitarios
estdo relacionados ao armazenamento de energia, na constituicdo das
organelas citoplasmaticas e membrana citoplasmatica, assim como para a

constituicdo das membranas do futuro embrido [21, 22]. No presente estudo,



27

nado foram identificadas alteragcbes nas gotas lipidicas, independente do
protocolo de vitrificagdo utilizado, esses achados sao semelhantes ao descrito
por Hochi et al. [20] e Wu et al. [21]. A manutencao da integridade dos lipideos
citoplasmaticos € importante para a manutencdo dos complexos metabdlicos
“mitocondria — gotas lipidicas — reticulo endoplasmatico liso” integros para a
sobrevivéncia celular.

Em odcitos imaturos, a zona pelucida e as células do cumulus formam
uma unidade funcional [21]. As células foliculares intermediam a maturacdo
oocitaria induzida por gonadotrofinas, através da passagem de moléculas das
células da granulosa para o od6cito pelas jun¢des comunicantes [24]. A
manutencado da integridade desses complexos juncionais € indispenséavel para
o controle do processo de maturacéo [17, 20], fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario inicial [17]. Frequentemente, o congelamento causa a ruptura da
zona pelucida, separacdo das células do cumulus e interrupcdo das juncdes
comunicantes, o que influencia diretamente no desenvolvimento oocitario
subsequente [11]. Essas alteracfes ultra-estruturais sao atribuidas a severa
desidratacéo resultante da acao dos crioprotetores. Para evitar a formacao de
cristais de gelo no interior das células, durante o processo de vitrificacdo, é
essencial que ocorra uma efetiva desidratacédo [11]. Portanto, o processo de
vitrificacdo n&o exclui a ocorréncia de danos osmoticos as células. A
descontinuidade das juncdes comunicantes, encontrada nos o00citos
classificacdo Ill do presente estudo, reduzem a viabilidade dessas células
frente ao processo de maturagéao.

As lesbes encontradas envolvendo dilatacdo de mitocondrias e
presenca de grandes vesiculas coalescentes sdo compativeis com alteracdes
osmaticas. A ocorréncia de reducdo da densidade da matriz mitocondrial j& foi
descrita apds a vitrificagdo de odcitos imaturos [20, 21]. Contudo, a influéncia
dessa alteracdo no desenvolvimento oocitario € incerta [21].

A ocorréncia da degeneracdo de organelas, observada em odcitos
classificacdo Ill, & provavelmente proveniente do efeito citotoxico dos
crioprotetores utilizados. A toxicidade dos crioprotetores é o principal limitante
para a utilizagdo do processo de vitrificagao [8]. O mecanismo de toxicidade
das solucbes de vitrificacdo ainda ndo esta elucidado [25]. Sendo uma das

razoes a dificuldade em se estabelecer individualmente a toxicidade de cada
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crioprotetor utilizado nessas solucdes [8]. A utilizacdo de bloqueadores da
formacdo de gelo permite a reducdo da concentragdo de crioprotetores
utilizados [8] e, com isso, reducao da toxicidade das solugdes de vitrificagao.

Foi observado aumento no indice de odcitos sem alteracdes pos-
vitrificacdo (Classificacdo I: 30% vs 60%), com a reducdo do tempo de
exposicdo as solugdes crioprotetoras. Isto indica que, mesmo com a presenca
do complexo cumulus-oophorus integro, o periodo reduzido de permanéncia
das estruturas nas solucbes de vitrificacdo, foi suficiente para garantir a
desidratacdo celular e entrada dos crioprotetores. O que reduziu as lesdes
provocadas pela exposi¢cao acentuada aos crioprotetores.

Pode-se concluir que a diminuicdo do periodo de exposicdo as
solucdes crioprotetoras contendo bloqueadores sintéticos da formacao de gelo,
resultou em melhor preservacdo das caracteristicas morfologicas ultra-

estruturais de odcitos imaturos de equinos submetidos a vitrificagao.
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Tabela

Tabela 1 — Classificacdo dos od6citos Grupo 1, 2 e 3 de acordo com as caracteristicas morfoldgicas ultra-estruturais avaliadas.

Classificacéo Descricao Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
n (%) n (%) n (%)
I Sem alteracgoes 8 (80) 3 (30) 6 (60)
I Alteracdes intermediarias 0 (0) 2 (20) 3 (30)
[l Alteracdes severas 2 (20) 5 (50) 1 (10)

Total 10 (100) 10 (100) 10 (100)
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Figuras:

Figura 1 — Caracteristicas ultra-estruturais de odcitos frescos (controle) e
vitrificados classificados no escore |. a. Odcito grupo 1 (controle): Mitocdndrias
(M) de formato oval e alongado, formando grupos. Reticulo endoplasmatico liso
(REL) associado as mitocondrias e granulos corticais (GC), na regido cortical
do odcito. b. Odcito grupo 2: Complexo de Golgi (G) com varias cisternas
sobrepostas, circundado por vesiculas esféricas( — ). c. Odécito grupo 3: Zona
peltcida (ZP) fibrilar contendo prolongamentos celulares (=) das células do
cumulus e ovoplasma (Ov). d. Odcito grupo 1: juncdes comunicantes (— )
entre os prolongamentos das células do cumulus e as microvilosidades (Mv) da
membrana vitelinica



Figura 2 - Caracteristicas morfoldgicas ultra-estruturais em odécitos apos a
vitrificacdo. a. Odbcito grupo 3 (Classificacdo 1) Complexo juncional
caracterizando juncgéo tipo desmossomo (—). b. Odcito grupo 2 (Classificacao
II) descontinuidade nas jung¢Bes comunicantes (—> ), porém apresentando
integridade do citoesqueleto (C).
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Figura 3 — Odcitos classificacao Ill, antes e ap0s a vitrificacdo. a. Odcito grupo
3: Ruptura da membrana plasmatica ( —), presenca de restos celulares (—>)
no espaco perivitelinico (EP). b. Odbcito grupo 2: Mitocondrias (M) com
diminuicdo da densidade da matriz mitocondrial, dilatacdo e edema na camara
externa (=) . c. Odcito grupo 1: presencga de algumas mitocondrias integras
(M), tumefacao da matriz e rompimento de membrana mitocondrial (—> ).
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Resumo

O presente estudo avaliou a maturacdo nuclear in vitro (MIV) de od0citos
equinos vitrificados imaturos em soluc¢des contendo bloqueadores sintéticos da
formacdo de gelo (SIB), de acordo com as caracteristicas das células do
cumulus oophorus. Odcitos cumulus compacto (Ccp; n=248) e cumulus
expandido (Cex; n=264) foram divididos aleatoriamente em 3 grupos: Controle,
Tratamento-1 (T1 - Etilenoglicol-EG + Dimetilsulféxido-DMSO + SIB) e
Tratamento-2 (T2 - formamida + EG + DMSO + Polivinilpirrolidona + SIB). O
grupo controle foi MIV imediatamente ap0s a coleta, o restante foi vitrificado
imaturo em OPS e submetido a MIV apds o reaquecimento. O estagio de
maturacdo apoés incubacdo foi avaliado em microscépio de fluorescéncia
(Hoechst 33342). O indice de odcitos que atingiram metafase Il (Mll) foi 41% no
Controle, 38,3% no T1 e 33,3% no T2 (P>0,05). Nos odcitos do grupo Controle,
o indice de MiII foi superior em odcitos Cex (53,2%) do que odécitos Ccp (29,3%;
P<0,05). A avaliacdo da influéncia das caracteristicas das células do cumulus
na vitrificacdo nao detectou diferenca (P>0,05). Entretanto, odcitos Cex
obtiveram maiores indices de MIl do que odcitos Ccp em T1 (50% vs 27,3%) e
T2 (45,7% vs 21,6%). Pode-se concluir que od6citos imaturos de eqliinos podem
ser MIV apos vitrificagdo/reaquecimento, obtendo indices satisfatorios de Mil.
As caracteristicas das células do cumulus oophorus, no momento da coleta,
nao interferem na maturacao nuclear de odcitos equinos vitrificados imaturos.
Palavras-chave : odcitos, equinos, vitrificacdo, etilenoglicol, formamida,

maturacao in vitro.

Abstract

The study investigated the in vitro maturation (IVM) of equine oocytes vitrified
with syntetic ice blockers (SIB). This study investigated whether the morphology
of the cumulus complex surrounding the equine oocyte affects its
cryopreservability. Compact (Ccp; n=248) and expanded (Cex; n=264) cumulus
oocyte complexes were divided in three groups: Control, Treatment-1 (T1 -
Ethylene glycol-EG + Dimetyl sulfoxide-DMSO + SIB) and Treatment-2 (T2 -
Formamide + EG + DMSO + Polyvinylpyrrolidone + SIB). The control group
was immediately matured in vitro, the other immature oocytes were vitrified in

open-pulled-straws (OPS) and then matured in vitro. The maturation stage was
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observed under a fluorescence microscope (Hoechst 33342). The maturation
rates (metaphase Il - Mll) were 41% for the Control group, 38,3% for treatment
1 T1 and 33,3% for treatment T2 (P>0,05). In the control group, the MIl rates
were higher in Cex oocytes (53,2%) than in the Ccp oocytes (29,3%; P<0,05).
The initial cumulus morphology did not significantly affect MIl rates after
vitrification (P>0,05). However, Cex oocytes had higher MII rates than those of
Ccp oocytes in T1 (50% vs 27,3%) and T2 (45,7% vs 21,6%). It is concluded
that immature equine oocytes can be IVM after vitrification/re-warming, with
satisfactory Ml rates. In addition, the initial cumulus morphology did not affect
vitrification.

Key-Words: oocytes, equine, vitrification, ethylene glycol, formamide, in vitro

maturation.

1. Introducéo

A criopreservacao de odcitos € uma técnica valiosa na preservacao de
gametas femininos para subsequente utilizacdo em reproducédo assistida.
Entretanto, os odcitos séo células de dificil criopreservacao, pois as alteracbes
provocadas pelo resfriamento reduzem a competéncia meibtica apdés o
descongelamento. Essa reducdo pode ser decorrente de uma série de
alteracdes, como: no citoesqueleto e cromossomos [1,2], endurecimento da
zona pelucida [3], lesbes nas mitocondrias [4,5] e destruicdo de enzimas
necesséarias para a progressao da meiose [6]. O estagio de maturacdo e a
técnica de criopreservacdo utilizada afetam diretamente a qualidade e
competéncia no desenvolvimento de od4citos apds o reaquecimento [7].

A proporcdo de odcitos equinos criopreservados no estagio de
vesicula germinativa (VG), que atingem a metafase Il (Mll), subsequiente a
maturacdo in vitro (MIV), é reduzida quando comparada com o0d0citos nao
congelados [4,8,9]. Odcitos em VG séo descritos como mais resistentes a
criopreservacao, por estarem com a cromatina protegida no interior de vesicula
delimitada por membrana e, ainda, por ndo ter ocorrido a formacdo do fuso
mitotico. OA4citos em estagios mais avancados de maturagdo sdo mais sensivel
ao congelamento, devido a desorganizacdo do fuso quando os odcitos estdo
em MIl [10] e aumento da poliploidia na fertilizacdo [11,12]. Em equinos

existem poucos trabalhos sobre criopreservacdo de odcitos [9,13] e avaliando-
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se a vitrificacdo de oocitos equinos imaturos, os indices de maturacao descritos
ainda sado reduzidos em relagéo a odcitos frescos. O melhor resultado descrito
até o presente momento foi de 28% de MiII [9]. Os crioprotetores descritos para
vitrificacdo desses od6citos imaturos estdo limitados a utilizacdo de etilenoglicol,
ficoll, sacarose e trealose [4,8,9,14].

Os blogueadores sintéticos da formacéo de gelo (Syntetic ice blocker -
SIB), em baixas concentracdes, inibem a formacédo de gelo em solugcdes de
congelamento [15]. Além da grande capacidade de inibir a formacé&o de cristais
de gelo, uso de SIB possui a vantagem de excluir a utilizacdo de substancias
de origem animal nas solu¢bes de vitrificacdo [16]. Os resultados obtidos na
vitrificagdo de o0citos utilizando SIB nas solugdes crioprotetoras s&o
promissores. Fahy et al. [17], obtiveram um indice de 80% de formacao de
blastocistos a partir de odcitos vitrificados de camundongo. Além disso,
solugdes crioprotetoras contendo SIB apresentaram resultados promissores na
vitrificacdo de odcitos de equinos [18] e suinos [19].

Outro aspecto relevante, que pode ter influéncia na viabilidade de
odcitos vitrificados, sdo a presenca e as caracteristicas das células do cumulus
oophorus. A viabilidade de odcitos eqliinos com cumulus oophorus expandido
(Cex) no momento da coleta foi descrita inicialmente por Hinrichs & Williams
[20], os quais comprovaram que, odécitos Cex, proveniente de foliculos
atrésicos, possuem cromatina compacta e demonstram maior competéncia
meidtica em relacdo a oocitos com cumulus oophorus compacto (Ccp). Odcitos
Cex sao colhidos em grande proporgéo (45%) de ovarios de éguas abatidas
[21] e sao utlizados rotineiramente em estudos de MIV em equinos
[22,23,24,25,26]. A presenca das células do cumulus oophorus pode interferir
no rapido influxo e efluxo de crioprotetores, durante os procedimentos de pré e
pbés-descongelamento [27].

Métodos de coleta e transferéncia de odécitos (TO) em equinos estao
sendo desenvolvidos com crescente avanco dos resultados [28]. Isto
possibilita a evolugdo de novas alternativas clinicas e de pesquisa na
reproducao assistida em equinos. Programas comerciais de puncdao folicular e
TO no Colorado/EUA descrevem indice de recuperagdo oocitaria de 98% por
ciclo e 76% por foliculo [29]. Esses resultados estimulam pesquisas

principalmente na é&rea de fertilizagcdo in vitro (FIV) e Injecdo intra-
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citoplasmatica de espermatozoide (ICSI) e criopreservacdo de o0citos para
utilizacado comercial.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito das caracteristicas
das células do cumulus oophorus e de crioprotetores sobre a maturagao

nuclear in vitro de odcitos equinos vitrificados imaturos.

2. Material e Métodos

Todos os produtos utilizados foram obtidos do Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, USA); com excecdo do meio de cultivo de tecidos
199 (tissue culture media — TCM 199) (Gibco-Invitrogen, Grand Island, N.Y,
USA); SFB (Cultilab Mat Cult Cel, Campinas,SP, Brasil); Solucdo salina
fosfatada tamponada — PBS (Nutricel, Campinas, SP, Brasil); Placas de 4

OTM

pocos (Nunc,Inter Med, German); SuperCool-X100 (21st Century Medicine,

Rancho Cucamonga, California, USA).

2.1. Obtencéao de odcitos

Odcitos imaturos (n=535), em estagio de vesicula germinativa (VG),
foram obtidos de ovarios (n=214) provenientes de éguas de matadouro. As
coletas foram realizadas no periodo de setembro/2004 a fevereiro/2005. Os
ovarios foram transportados para o laboratorio em solucdo salina aquecida a
temperatura de 25-30°C, contendo 1000 Ul/mL de penicilina e 500 pg/mL de
estreptomicina. Realizou-se a dissecacdo da tunica albuginea e de todos os
foliculos entre 10-35 mm, os quais foram abertos e tiveram as paredes
raspadas com auxilio de cureta. O conteudo folicular foi examinado em
estéreo-microscopio para identificacdo e classificagdo dos complexos cumulus-
oophorus (Cco). Os Cco recuperados foram classificados segundo o
revestimento celular, sendo utilizado no estudo odcitos cumulus compacto
(Ccp; n=248; Figura 1a) e cumulus expandido (Cex; n=264; Figura 1b). Odcitos
degenerados, com cumulus parcial ou corona radiata foram descartados (D;
n=23).

Os od6citos selecionados eram pipetados cuidadosamente para retirada
de células do cumulus, até a permanéncia de 8-10 camadas de células. Em

cada dia de manipulacdo os odécitos eram divididos em 6 grupos: Controle Ccp
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(n=82), Tratamento-1 Ccp (n=77), Tratamento-2 Ccp (n=74), Controle Cex
(n=79), Tratamento-1 Cex (n=72) e Tratamento-2 Cex (n=70).

2.2. Grupo controle :
Um grupo de odcitos Ccp e Cex foi submetido ao processo de

maturacao in vitro imediatamente apds a coleta, servindo como controle.

2.3. Tratamento 1 (T1) :

No tratamento 1 foram utilizadas 2 solucdes: a primeira solugcéao (VS1)
foi composta de 1,4 M de dimetilsulféxido (DMSO), 1,8 M de etilenoglicol (EG),
enquanto a segunda (VS2) foi composta de 2,8 M de DMSO, 3,6 Mde EG e 0,6
M de sacarose. Em ambas as solucbes, foi adicionado 1% de bloqueador
sintético da formacédo de gelo (SIB) — X-1000 (20% vinil acetato e 80% vinil
alcool; SuperCool X-1000, 21st Century Medicine).

Grupos de odcitos, previamente selecionados, foram equilibrados por
1,5 min em VS1 e 30 seg em VS2. A vitrificacéo foi realizada na solugdo VS2,
em open pulled straw — OPS [30]. As palhetas, contendo os odcitos, foram
submetidas ao vapor de nitrogénio por 3 seg e entdo imersas em nitrogénio
liquido.

O reaquecimento foi realizado pela exposicao das palhetas ao ar por 5
seg, e imersao da extremidade que continha os od6citos em solucéo de 0,5 M
de sacarose por 5 min. Na sequéncia, os o6citos passaram por gotas de
solugdes de 0,25 M e 0,125 M de sacarose em PBS acrescido de 0,4% de
BSA, permanecendo 5 min em cada uma. Tanto as solu¢des de congelamento

quanto as de descongelamento encontravam-se a 38T no momento de uso.

2.4. Tratamento 2 (T2) :

Os procedimentos de vitrificacdo e reaquecimento do tratamento 2
foram adaptados a partir do protocolo descrito por Fahy et al., (2004), para
criopreservacao de oocitos de camundongo.

Foi utilizada uma solucdo base com 2,8 M de formamida, 2,7 M de EG,
2,8 M de DMSO, 7% de polivinilpirrolidona e 1% de X-1000. Foram realizadas
trés diluicdes da solucédo base: Solucdo 1 — 9,2% sol base; Solucéo 2 — 26%

sol base e Solucdo 3 — 90% sol base.
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Para a vitrificacdo, os ooécitos foram mantido durante 3 min na Solucao
1 e apos por 1 min na Solugéo 2, ambos a temperatura de 38C. Apds, foram
transferido para Solugdo 3, imediatamente envasados pelo sistema OPS e
mantidos no vapor de nitrogénio durante 3 min, antes da imerséo no nitrogénio
liquido.

O reaquecimento foi realizado pela exposicao das palhetas ao ar por
10 seg e imersdo da extremidade da OPS com os odcitos em solugédo 1 M de
sacarose a 20T por 10 seg. Na seqiéncia, os 00cito s permaneceram durante
5 min em sacarose 1 M e submetidos a 2 lavagem de 10 min em PBS com
0,4% de BSA, a temperatura de 38T.

2.5. Maturagéo in vitro:

A maturacdo foi realizada em frascos de vidro, hermeticamente
fechados e gaseificados, como o descrito por Macedo et al. [19], no meio
TCM199 com adicao de 400 ng/ml de horménio do crescimento equinos (eGH)
+ 200 ng/ml de fator de crescimento semelhante a insulina - | (IGF-I),
suplementado com 0,1% BSA, 100 Ul/ml de penicilina e 50ug/ml de
estreptomicina sob atmosfera contendo 5% CO,, 5% O, e 90% N, (mistura de
gas). Apos a maturacdo de 40h, houve a retirada das células do cumulus por
cuidadosa pipetagem. Os odcitos foram avaliados em microscopio invertido sob
aumento de 400X e corados em Hoechst 33342 (10mg/ml) para avaliacdo em
microscopio de fluorescéncia do estagio de maturacdo nuclear. Os odcitos
foram considerados maturos (MIl), quando foi observada a extrusédo do primeiro

corpusculo polar e formacédo da placa metafasica.

2.4. Andlise estatistica:

A comparacédo dos indices de MIl em odcitos frescos (odcitos Ccp e
Cex) e a comparacao das taxas de MIl entre grupos controles e tratamentos de
vitrificagao foram realizadas pelo Teste de Qui-quadrado. O efeito da interacao
entre as caracteristicas das células do cumulus e os tratamentos de vitrificacao
sobre o indice de MIl foi avaliado pelo método de regressao logistica. O risco
de ocorrer a maturagéo oocitaria (Mll) foi estimado pela razdo de chance (odds
ratio — OR) e intervalo de confianga de 95%.
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A analise de regressao logistica foi realizada utilizando o CATMOD
[31].
Em todos os casos, foi considerada diferenca significativa entre os

grupos quando P<0,05.

3. Resultados

A vitrificag@o de o0citos imaturos de equinos ndo reduziu os indices de
maturacdo em relacdo ao controle apés MIV de 40 horas sob atmosfera de
mistura de gas (Tabela 1). O indice de odécitos que atingiram estagio de MIl
submetidos a T1 (38,3%) e T2 (33,3) ndo diferiu do encontrado no grupo
controle (41%; P>0,05).

Avaliando-se a maturacdo dos odcitos frescos (grupo controle), de
acordo com as caracteristicas das células do cumulus, pode-se verificar que
oocitos Cex (53,2%, Figura 2) obtiveram maior indice de maturacdo do que
odcitos Ccp (29,3%), cultivados em meio contendo IGF-1 e eGH, sob atmosfera
com mistura de gas (P<0,05; Tabela 2).

Na Figura 3 (a, b) pode-se observar as caracteristicas dos o0citos
apos o processo de vitrificacdo/reaquecimento. Na Tabela 3 estdo
demonstrados os indices de maturagdo (Mll) dos odcitos apds MIV, de acordo
com o tratamento de vitrificagdo utilizado e a classificagdo do cumulus (Ccp e
Cex).

A avaliacdo da influéncia das caracteristicas do cumulus na
vitrificacdo, realizada por regressdo logistica, ndo identificou diferenca
estatistica na maturacédo dos odcitos (Tabela 4; Figura 4). Contudo odécitos Cex
obtiveram maiores indices de MIl do que odcitos Ccp em T1 (50% vs 27,3%) e
T2 (45,7% vs 21,6%).

4. Discusséao

Os protocolos de vitrificacdo descritos no presente estudo mostraram-
se eficientes para a vitrificacdo de odcitos equinos imaturos na presenca do
cumulus-oophorus, ja que ndo foi detectada diferenca nos indices de
maturacdo apoOs a vitrificacdo/reaquecimento em relacdo ao grupo controle
(38,3% T1, 33,3% T2 vs 41% controle). Sendo considerados altos indices de
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maturacdo quando comparados com a vitrificacdo de odcitos equinos VG de
estudos anteriores (17%, 30% e 28%) [4, 8, 9].

A vitrificag@o pelo Tratamento-1 foi descrita anteriormente para o6citos
equinos em MIl, e demonstrou resultados promissores [18]. Em odcitos VG os
tempos de exposicdo aos crioprotetores foram reduzidos pela metade, com
base na diminuicdo das lesbes ultra-estruturais encontradas em estudos
anteriores utilizando o protocolo T1 para Cco imaturos (dados nao publicados).
A presenca das células do cumulus néo interferiu no fluxo de crioprotetores
para o interior dos o0citos, permitindo a vitrificacdo e o reaquecimento de Cco
integros em ambos os protocolos de vitrificacao.

A utilizacdo de odcitos Cex na MIV em equinos foi descrita pela
primeira vez por Alm & Hinrichs [32]. Esses sdo recuperados em grandes
proporcdes na espécie equina, geralmente de foliculos atrésicos. Possuem
indices de MIl em MIV [20, 25] e desenvolvimento embrionério apés ICSI [22,
24] iguais ou melhores do que o6citos Ccp. No presente estudo, oécitos Cex
demonstraram indices superiores de MIl, quando maturados sob atmosfera de
mistura de gas, concordando com os resultados descritos em estudos
anteriores [20, 25].

As caracteristicas das células do cumulus, no momento da coleta dos
oocitos, nao interferiram nos indices de MIl apds a vitrificacdo (27,3 e 21,6%
CP vs 50 e 45,7% EX). Contudo, od6citos Cex demonstraram valores superiores
de maturagdo em todos os tratamentos (Controle, T1 e T2). Esses achados
corroboram com o descrito por Tharasanit et al. [33], porém o0citos Cex
sofreram maior indice de lesdo do fuso mitdtico do que odcitos Ccp [33],
provavelmente por encontrar-se em estagio mais avancado de maturacao
citoplasmatica do que odécitos Ccp [32]. E possivel que odcitos Cex ja tenham
sintetizado um maior nimero de proteinas necesséarias para a formacdo do
fuso mitotico e definicdo da meiose (Proteina ativadora da meiose — MAP),
quando comparados com oocitos Ccp, estando mais susceptiveis as lesdes
promovidas pela criopreservacao [33].

Além dos fatores ja descritos, como estagio de maturagdo oocitéria e
protocolo de criopreservacgao utilizado, é importante considerar que o protocolo
de maturacao utilizado também influencia na sobrevivéncia e no potencial de

desenvolvimento dos odcitos apos a criopreservacao [34]. O protocolo de MIV
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utilizado no presente estudo, com adicdo de IGF-I e eGH, ja foi descrito na
maturacdo de odcitos equinos [18]. A utilizacdo de IGF-I incrementa os indices
de maturagdo nuclear e citoplasmética [35,36] e a capacidade do GH em
acelerar a quebra da vesicula germinal (QVG) na retomada da meiose [37],
fundamentam a associacao de IGF-1 e GH no cultivo de odcitos equinos.

Na espécie eglina, o sistema de MIV utilizado torna-se ainda mais
relevante quando se avaliam os indices de ativagdo, clivagem e fertilizacédo
apos ICSI, os quais ainda sdo muito baixos na espécie [13]. Em o0citos
criopreservados os indices de ativacéo (26%) e clivagem (8%) sao ainda mais
reduzidos [9]. Deve-se ressaltar que o0 Unico sucesso no hascimento de potros
a termo, a partir de odcitos vitrificados, ocorreu a partir de oécitos maturados in
vivo. Esses foram vitrificados no estagio de MIl e fertilizados in vivo, apés
transferéncia para o oviduto de receptoras previamente inseminadas [38].
Esses fatos demonstram as deficiéncias que ainda existem em todo 0 processo
de producéo in vitro de embrides na espécie equina.

Pode-se concluir que odocitos equinos em estagio de VG podem ser
maturados in vitro apods vitrificacdo/reaquecimento, obtendo indices
satisfatorios de MIl. Sendo que as caracteristicas das células do cumulus
oophorus, no momento da coleta, ndo interferem na maturacdo nuclear de

o0citos equinos vitrificados imaturos.
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Tabelas

Tabela 1 - Comparacdo dos indices de maturacdo de odcitos frescos e
vitrificados (tratamentos 1 e 2), cultivados sob atmosfera de mistura de gas

Imaturos MilI Total

n (%) n (%) n (%)
Controle 95% (59,0%) 66° (41,0%) 161 (100%)
Tratamento 1 92% (61,7%) 57% (38,3%) 149 (100%)
Tratamento 2 96° (66,7%) 48° (33,3%) 144 (100%)
Total 283 (62,3%) 171 (37,7%) 454 (100%)

% Letras iguais na mesma coluna indicam auséncia de diferenca significativa pelo teste de Qui-
quadrado (P>0,05)
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Tabela 2 - Comparacao dos indices de maturacdo de odcitos equinos frescos,
cultivados sob atmosfera de mistura de gas.

Imaturos Ml Total
n (%) n (%) n (%)
Odcitos Ccp 58% (70,7%) 24% (29,3%) 82 (100%)
Odcitos Cex 37" (46,8%) 42° (53,2%) 79 (100%)
Total 95 (59,0%) 66 (41,0%) 161 (100%)
Ccp: Cumulus compacto; Cex: Cumulus expandido; *°

Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (P<0,05)
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Tabela 3 — Descricdo dos indices de maturacdo de odcitos equinos submetidos a vitrificagdo (Tratamento 1 e Tratamento 2), de

acordo com as caracteristicas das células do cumulus oophorus

Odcitos Ccp Odcitos Cex Total de odcitos (Ccp+Cex)
Maturacao Maturacao Maturacao
Imaturos Mil Imaturos Mil Imaturos Mill
n % n % n % n % n % n %
Controle 58 70,7 24 29,3 37 46,8 42 53,2 95 59,0 66 41,0
Tratamentol 56 72,7 21 27,3 36 50,0 36 50,0 92 61,7 57 38,3
Tratamento2 58 784 16 21,6 38 54,3 32 457 96 66,7 48 33,3

Ccp: Cumulus compacto; Cex: Cumulus expandido
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Tabela 4 — Modelo de regressao logistica para comparacéo dos indices de maturacdo dos o0citos, avaliando a interacdo entre 0s
tratamentos de vitrificacdo e as caracteristicas das células do cumulus

Odbcitos Ccp @ Oécitos Cex” Odcitos (Ccp+Cex) ©
OR IC (95%) P OR IC (95%) P OR IC (95%) P

Controle - - - - - - - - -
Tratamento 1 0,91 045;1,81 0,7800 0,88 0,46;1,67 06976 0,89 057, 1,41 0,6224

Tratamento 2 0,67 0,32;1,38 0,2758 0,74 0,39;1,41 03644 0,72 045 1,15 0,1679

& Constante:-0,88; Desvio:266,65; Graus de liberdade:230; P=0,048.

® Constante: 0,13; Desvio:305,54; Graus de liberdade:218; P=0,570.

¢ Constante:-0,36; Desvio:599,52; Graus de liberdade:451; P=0,023.
Ccp: Cumulus compacto; Cex: Cumulus expandido
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Figura 1 — Odcitos equinos imediatamente ap0s a coleta. a.

compacto. b. o6cito cumulus expandido.
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oocitos cumulus
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Figura 2 — Odcitos frescos (grupo controle - Cex) em metéfase I, apds incubacao de
40h.
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Figura 3 — Odcitos imaturos ap0s vitrificagdo/reaquecimento. a. od6citos cumulus
compacto apés vitrificagcdo pelo tratamento 2. b. odcitos cumulus compacto apos
vitrificacao pelo tratamento 1.
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Figura 4 — Odcitos vitificados/reaquecidos em estagio de Metéfase I, apés 40h de
incubacao. a. Odcitos Cex tratamento 2. b. Odcito Cex tratamento 1.
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Conclusodes Gerais

A utilizacdo de bloqueadores sintéticos da formacgédo de gelo mostrou-se
viavel para a vitrificagcdo de complexos cumulus-oophorus imaturos de equinos.

A reducéo do periodo de equilibrios nas soluc¢des crioprotetoras resultou em
melhor preservacdo das caracteristicas morfologicas ultra-estruturais de complexos
cumulus-oophorus equinos, submetidos a vitrificacdo. Demonstrando que a
presenca de células do cumulus néo interferiu no influxo/efluxo de crioprotetores

Avaliando-se a maturacdo dos odcitos frescos, de acordo com as
caracteristicas das células do cumulus, pode-se verificar que o06citos cumulus
expandido obtiveram maior indice de maturacdo nuclear do que oocitos cumulus
compacto, em meio contendo IGF-1 e eGH sob atmosfera com mistura de gas.

Odcitos eqliinos em estagio de VG podem ser maturados in vitro apos
vitrificacdo/reaquecimento, obtendo indices satisfatorios de MIl. Sendo que as
caracteristicas das células do cumulus-oophorus, no momento da coleta, néo

interferem na maturacéo nuclear de odcitos equinos vitrificados imaturos.
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Sugestdes e trabalhos futuros

Mais estudos sdo necessarios para a confirmacgéo da viabilidade dos odécitos
equinos vitrificados com o0s protocolos descritos. A realizagdo de ICSI para
acompanhamento da capacidade de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario
inicial deve ser realizada para essa confirmacdo. Na sequéncia, testes in vivo
poderao responder sobre a capacidade de manutencdo de prenhez e nascimento de
potro a termo a partir de odcitos equinos vitrificados pelos métodos descritos.

Algumas adaptacbes, do sistema de vitrificagcdo, também podem ser
realizadas. Alternativas na utilizagdo dos containers mais adequados no envase sao
o foco de pesquisas atuais sobre criopreservacdo de odcitos e embrides nas
espécies de producdo. Como na espeécie eqlina o desenvolvimento dessas
tecnologias é mais atrasado, ainda ndo foram descritos outros sistemas de
vitrificacao, diferente do OPS. A utilizacdo dos meios descritos no presente estudo,
em outros sistemas de vitrificacdo demonstram serem trabalhos promissores para o

futuro.
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