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RESUMO

Esta dissertacéo teve como objetivo testar o protocolo de vitrificacdo de fragmentos
ovarianos de camundongos de linhagem hibrida, pertencentes ao Instituto de
Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB)/Fiocruz. Para tanto, se estabeleceu o
protocolo de coleta e maturacdo in vitro dos odécitos provenientes de ovarios a
fresco e vitrificados e avaliaram-se as estruturas apos fertilizag&o in vitro, com 24,
48, 72 e 96 horas de cultivo embrionario. Fémeas da linhagem B6D2F1 foram
eutanasiadas para remocdo dos ovarios (n=60) e foram divididas em 3 grupos:
Grupo 1- (n=30 animais) O4cito provenientes de ovarios vitrificados, maturados e
fertilizados in vitro de ovarios fragmentados (metade) (n=120). Grupo 2 (n=15
animais) (controle 1)- Od6cito provenientes de ovarios coletados a fresco, maturados
e fertilizados in vitro. Grupo 3 (n=15)(controle 2) — OAQcitos maturados in vivo
coletados no oviduto pés—ovulagcédo e fertilizados in vitro. A viabilidade da técnica
foi verificada pela desvitrificacdo dos ovarios, coleta e selecdo dos odcitos,
maturacao in vitro oocitaria e fecundacéo in vitro. O resultado do desenvolvimento
embrionério in vitro de cada grupo foi avaliado pelo teste de Qui-quadrado (BioStat
5.0). Recuperou-se 123, 224 e 328 odcitos nos G1, G2 e G3, respectivamente.
Foram observadas diferencas significativas nas taxas de clivagem as 24 horas
(embrides com 2 células ou mais) entre G1 (8%) e G2 (32%) (p<0.1) e G1 e G3
(49%) (p<0.05), mas nao entre G2 e G3 (p>0.05). Para as taxas de blastocistos, as
96 horas, os grupos G1, G2 e G3 apresentaram respectivamente 6%, 11% e 46%,
diferindo significativamente entre eles (p<0.05). Concluiu-se que os protocolos de
vitrificacdo e maturacédo oocitaria in vitro, com posterior fertilizac&o in vitro utilizados
sdo alternativas para a producao de embriées de camundongos in vitro.

Palavras-chave: Vitrificacdo de ovario, murino, maturacdo in vitro e fertilizacédo in
vitro, embrido.



ABSTRACT

This work aimed test a protocol for ovarian fragments vitrification of a hybrid strain
mouse, provided from Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB)/Fiocruz. For this goal, a protocol for the collection and in vitro maturation of
oocytes from fresh and vitrified ovaries was established and embryonic structures were
evaluated after fertilization, at 24, 48, 72 and 96 hours of culture. Females of B6D2F1
strain were euthanized for ovarian removal (n = 60) and divided into 3 groups: Group
1 (n = 30) — ovaries were fragmented (half) (n = 120), vitrified, matured and fertilized;
Group 2 (control 1/n = 15) - in vitro fertilization of oocytes matured in vitro from fresh
ovaries and Group 3 (control 2/n=15) - oocytes collected from the ampulla region and
in vitro fertilization of oocytes matured in vivo. The viability of the technique was verified
by ovarian thawing, oocyte collection and selection, oocyte in vitro maturation and in
vitro fertilization. In vitro embryo development of each group was evaluated by the Chi-
square test (BioStat 5.0). A hundred twenty three, 224 and 328 oocytes were recovered
from G1, G2 and G3, respectively. Significantly differences were observed in the rates
of cleavage at 24 hours (embryos with 2 cells or more) between G1 (8%) and G2 (32%)
(p <0.1) and G1 and G3 (49%) (p <0.05) but not between G2 and G3 (p>0.05).
Blastocysts were observed at 96 hours and presented 6%, 11% and 46%, respectively
for G1, G2 and G3, differing significantly (p <0.05). It was concluded that the protocols
of vitrification, in vitro maturation or oocyte maturation with subsequent in vitro
fertilization used were available for the production of mouse in vitro embryos.

Key words: Ovary vitrification, mouse, in vitro maturation and in vitro fertilization,
embryo.
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1. INTRODUCAO

O Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos - ICTB, unidade técnico
cientifica da Fundacéo Oswaldo Cruz, produziu em 2017 cerca de 70 mil animais para
atender a demanda interna, bem como a de outras instituicbes governamentais. Entre
0s modelos animais, os roedores sdo 0s mais utilizados em pesquisas biomédicas,

sendo o camundongo (Mus musculus) o de maior demanda.

O surgimento de novas tecnologias em genética molecular tem
possibilitado o desenvolvimento de novos modelos animais geneticamente
modificados, favorecendo estudos béasicos e aplicados (ONOS et al., 2016).
Atualmente, mais de 15 mil linhagens de camundongos estdo disponiveis para
pesquisa (FRAJBLAT; AMARAL, 2017). Contudo, a manutencao das caracteristicas
destas linhagens é um ponto crucial dentro dos biotérios de criacéo e experimentacao,
haja vista que mutacdes podem ocorrer espontaneamente a cada geracdo. Associam-
se a este risco, a possibilidade de acidentes, tais como: invasdes por grupos ativistas,

incéndios e contaminagdo genética e sanitaria.

Neste contexto, bancos de germoplasma assumem um carater estratégico
nos biotérios, principalmente nos biotérios de criacéo, pois, permitem salvaguardar o
patrimdnio genético e manter padrées genéticos e sanitarios adequados. Uma outra
vantagem é a diminuicdo do custo de criagdo e manutencdo de um elevado nimero
de linhagens estocadas, somado a otimizagdo do fornecimento de animais aos
usuarios solicitantes, facilitando, inclusive a importacdo/exportacdo. A formacéo
desses bancos baseia-se inicialmente na criopreservacdo, que consiste na
conservacao de células, tecidos ou 6rgaos por meio da diminuicdo da temperatura, de
forma a cessar as reacdes metabolicas nas células, permitindo a estocagem por
tempo indeterminado (MULLEN; CRITSER, 2007; AMORIM et al., 2011a).

Sendo assim, a utilizacdo de protocolos de criopreservacao adequados a
cada tipo celular ou tecido é de fundamental importancia na implantacdo de bancos
de germoplasma nos biotérios (BYERS et al., 2006; DINNYES et al., 1995). Espera-
se que o processo de criopreservacdo ndo comprometa a viabilidade da célula ou

tecido. Contudo, a diminuicdo e subsequente aumento na temperatura durante o
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resfriamento e reaquecimento podem resultar em crioinjurias e afetar a viabilidade
(MULLEN; CRITSER, 2007; AMORIM et al., 2011b).

Estruturas em estado diploide sdo as mais preconizadas para o
estabelecimento de bancos de germoplasma, assim sendo, os embrides sdo a
primeira escolha, porém, as linhagens respondem de forma especifica aos métodos
de criopreservacdo, evidenciando que o gendtipo influencia significativamente a
sobrevivéncia in vitro dos embrides submetidos ao congelamento (DINNYES et al.,
1995; BYERS et al., 2006).

Entre outros tipos celulares e teciduais, também utilizados, tém-se os
espermatozoides e 0s ovarios que preservam 0s gametas no estado haploide, e
podem ser uma alternativa para superar a variabilidade nos resultados obtidos no
congelamento embrionéario de algumas linhagens. Além de ser, muitas vezes, a Unica
possibilidade para recuperar linhagens de animais idosos com problemas reprodutivos
(SZTEIN et al., 2010).

Variagdes nos resultados obtidos a partir do cultivo in vitro de embrides
criopreservados também foram observadas em linhagens geneticamente modificadas
do ICTB (comunicacdo pessoal). Logo, para a conservacao do seu material genético
torna-se necessaria a criopreservacao de gametas masculinos e tecido ovariano.
Desta forma, acredita-se que o estabelecimento de um protocolo de criopreservacgao
adequado para o tecido ovariano serd uma alternativa para salvaguardar o material

genético destes animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Modelo animal
2.1.1 Histérico

Arelacgéo interespecifica harmoénica e desarmdnica entre homens e animais
ocorre desde os primérdios da humanidade. O homem utiliza os animais em diversas
atividades ao longo da sua existéncia, tais como na agropecuaria, na locomocéo, nos
esportes e na ciéncia (FAGUNDES; TAHA, 2004).

Na ciéncia, as primeiras regras para o uso de animais como modelo
experimental para estudos de doencas humanas foram publicadas por Claude
Bernard, em 1856 em “Introducdo ao Estudo da Medicina Experimental” (apud
FAGUNDES; TAHA, 2004).

Com o avango das pesquisas, a utilizagcdo de modelos animais tem sido
bastante descrita em areas como: biomedicina, desenvolvimento de novos farmacos
para tratamento de diversas doencas, estabelecimento de técnicas de transplante de
orgéaos, biotecnologia, entre outros (FAGUNDES; TAHA, 2004; ANDRADE, 2006). A
importancia do uso de animais nas pesquisas aumenta a medida que eles
proporcionam a compreensao dos fenbmenos estudados, permitindo um ambiente
favoravel aos objetivos. Diversas espécies sdo utilizadas na pesquisa biomédica,
entretanto, o camundongo vem se destacando como a espécie mais usada, devido ao
seu pequeno porte, facil manejo, prolificidade e curto periodo de gestacdo (CHORILLI
et al., 2007; GUENET et al., 2015).

2.1.2 Fatores que contribuiram para o camundongo se tornar o
organismo de escolha na pesquisa cientifica

O animal tem sido utilizado em pesquisas cientifica desde o século V, antes
de Cristo A.C. (RAYMUNDO; GOLDIM, 2009). Os aspectos biolégicos, anatémicos e
fisiologicos sdo levados em consideracdo para escolha dos diversos modelos
especificos similares aos seres humanos (DAMY et al., 2010). Para a escolha do
modelo animal também € levado em consideracdo a definicdo e os objetivos do
projeto, escolhendo a espécie adequada ou a variabilidade genética (linhagem) animal

que corresponde a investigacdo do sistema bioldgico no estudo, podendo influenciar
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diretamente na quantidade de animais a serem utilizados devidos aos resultados

serem precisos ou ndo (BRASIL, 2016).

Em geral, o camundongo é o modelo mais utilizado no meio cientifico e
mais bem conhecido atualmente, apresentando varias caracteristicas favoraveis e
destacando-se dos demais animais. Entre as principais vantagens estdo: a sua
capacidade de proliferacéo, o curto tempo de maturidade sexual (56 dias), o tamanho
pequeno, o facil manejo, o alto poder de perpetuacédo (multiparo), os curtos ciclos
reprodutivos e ainda permite cruzamentos endogamicos entre irmaos durante varias
geracoes, favorecendo um grau elevado de homozigose para todos o0s locus génicos,
definindo-se como isogénicos (ANDRADE et al., 2006; GODARD, 2018). Em adicéao,
os camundongos apresentam uma oferta de variedades de linhagens isogénicas e
heterogénicas, que ainda podem ser modificados gerando animais mais sofisticados
como 0s mutantes e os animais transgénicos (FERREIRA et al., 2005).

Outro fator que contribuiu para o camundongo ser o modelo mais utilizado
€ a equivaléncia de 99% dos genes humanos, favorecendo assim os estudos dos
mecanismos moleculares de diversas patologias e malformac¢des (WEIDNER et al.,
2016). Como podemos observar, diversas sdo as linhagens e suas utilidades na
pesquisa cientifica: transplante de tecidos, biologia molecular, imunologia,
embriologia, estudos sobre cancer, virologia, e controle de qualidade de produtos
biologicos e farmacéuticos. Muitos deles, pela sua especificidade agregam um grande
valor econdmico e genético. A conservacao deste material genético € primordial aos
centros de criacdo de animais de laboratorio, sendo importante criopreservar seus
embrides e gametas (LLOYD et al., 2015).

2.1.3 Classificacdo do camundongo quanto ao Status Genético

Os camundongos sao classificados geneticamente em dois grandes
grupos: animais consanguineos (inbred ou isogénicos) e ndo consanguineos (outbred
ou heterogénicos) (DOS SANTOS, 2006). Os isogénicos sdo originados através de
acasalamentos consecutivos de 20 geragdes entre irmaos, ou pais e filhos obtendo
indice de homozigose de 99% de genes alelos, ex: C57BL/6. Os animais nao
consanguineos ou outbred se caracterizam pela variabilidade genética, apresentando
alto indice de genes alelos em heterozigose (99%). Sua obtencdo é através de

acasalamentos entre grupos, seguindo sistemas rotacionais.
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Outras variedades obtidas de acasalamentos sdo os animais hibridos, que
sao originados pelos cruzamentos de duas linhagens isogénicas formando uma prole
F1 com mais vigor hibrido e prolificidade, sendo utilizados em testes de controle de

qualidade e pesquisa de transplantes (REPOLEZ et al., 2017).

Em relacdo a formacdo das linhagens por alteracbes genéticas nas
colbnias, existem aquelas obtidas por mutacdo espontanea, como o NUDE (HFH11 w)
que possui um timo rudimentar ou ausente e sua aplicabilidade se d& na é&rea de
imunologia. E aquelas obtidas por manipulagdo em laboratério, que tem como base 0
background isogénico, originando animais transgénicos, knockouts e mutantes
induzidos (FEIJO et al., 2010). Suas aplicabilidades sdo diversas e relacionadas a
varias patologias ligadas aos seres humanos, devido a sua similaridade para com o
qual foi criado. Temos como exemplos: CCg-Tg (DO11.10) 10Dlo/J (transgénico para
estudo de linfocitosT) (THE JACKSON LABORATORY, 2018), B6.129S2-Cd28
tmiMak/J uysado em imunologia, inflamacdo e autoimunidade (THE JACKSON
LABORATORY, 2018).

2.2. Estrutura morfolégica do ovario e ciclo estral

O ovario mamifero € um érgado enddcrino complexo, que possui entre
outras funcdes, a producédo de esteroides. Os hormonios esteroides favorecem o
desenvolvimento do individuo na fase adulta, preparando para reproducdo e
auxiliando na gestacao, formacéao e liberacdo das células germinativas responsaveis

pelas préximas geracfes das espécies (EDSON et al., 2009).

Estes sdo formados por uma regido medular e uma cortical. A porcao
medular é constituida por tecido fibroelastico, distribuido de forma irregular, algumas
células musculares lisas, feixes nervosos, vasos linfaticos e sanguineos que adentram
0 cortex ovariano e que sdo responsaveis pela nutricdo, sustentacdo e inervacdo do
ovario (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Ja o cértex ovariano é composto por diferentes tipos
foliculares, sendo os foliculos primarios em maior nimero e os foliculos antrais ou preé-
ovulatorios em menor namero. Na regiao do cortex, encontram-se ainda, 0S corpos
liteos e albicans, distribuidos na periferia do ovario (MAGOFFIN et al., 2005) (Figura
1).
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Figura 1. Estrutura morfolégica do ovario regido medular e regido cortical,
(http://lwww.uff.br/webvideoquest/MN/LM18.htm)

2.3 Fisiologia dos foliculos ovarianos e oogénese

Nos camundongos o numero total de foliculos por ovario é de
aproximadamente 1.500 (SHAW et al., 2000). A foliculogénese inicia-se com
desenvolvimento das células germinativas femininas em oogonias, por meio de
divises mitéticas (PINCTON et al.,1998). As células germinativas primordiais chegam
as cristas gonadais, em torno do 10° dia de desenvolvimento embrionario e sofrem
divisbes até aproximadamente 13° dia (CARMO, 2013).

Durante a foliculogénese h& a formacao, crescimento e maturacéao folicular,
comecando pelo foliculo primordial e culminando com o estagio de foliculo pré-
ovulatério (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). O foliculo corresponde a unidade
morfolégica e funcional do ovéario e € constituido basicamente por um odcito
circundado por células foliculares denominadas células da granulosa e demarcado por
uma membrana basal. Eles podem ser divididos em foliculos pré-antrais e antrais

(Figura 2) (ADONA et al., 2015).

O foliculo pré-antral ndo possui cavidade antral, sendo classificado em:
primordial, transicdo, primario e secundéario, de acordo com o0 estagio de
desenvolvimento. Estes foliculos sdo ativados por efeitos dos hormdnios endécrinos
e paracrinos e por fatores de crescimento (MCGEE, 2000; HSUEH, 2000). Os foliculos
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primordiais sdo constituidos por um odcito primario estacionado na fase de profase |
da meiose I, circundados por uma camada simples de células da granulosa achatadas
ou escamosas e uma lamina basal (DUTTA et al., 2016). Eles representam a grande
maioria (95%) da populacdo folicular presente no ovario, constituindo o pool de

reserva de foliculos quiescentes (Figuras 2 e 3) (LIU et al., 2001).

Jé os foliculos primarios sdo caracterizados pela presenca de células da
granulosa cuboidais arranjadas em uma camada Unica ao redor do odécito, sendo 0s
principais eventos do desenvolvimento desta fase, a expresséo de receptores de FSH
e o crescimento do oocito. Com a continuidade da foliculogénese pré-antral, as
mudancas na estrutura do foliculo vao se intensificando. H4 um aumento no nimero
de células da granulosa que vao formar multiplas camadas ao redor do odcito, e as
células do estroma se diferenciam em células da teca (LIMA et al., 2016). Durante a
puberdade, os odcitos primarios retomam a meiose | e se diferenciam em od6citos

secundarios com formacao do 1° corpusculo polar (Figura 3) (CARLSON, 2014).

Entéo, os foliculos secundarios continuam seu crescimento, e ocorre a
formacao da zona pellcida através da sintese de trés glicoproteinas pelo oécito, ZP-
1, ZP-2 e ZP-3 (ADONA et al., 2015). Essas glicoproteinas inibem a meiose, que fica
estacionada em metafase Il até a ovulacdo. Quando os foliculos possuem de duas a
trés camadas de células da granulosa, os precursores das células da teca séo
recrutados do estroma ovariano (MELLO et al., 2015). Com a intensa proliferacéo das
células da granulosa, uma area preenchida por fluido folicular é identificada entre
essas células, a partir de entéo, os foliculos passam a ser classificados como antrais
(Figura 2). Este fluido folicular € produto da secrecdo do odcito e das células da
granulosa. Apesar da grande variagcdo no tamanho, a constituicdo e a organizagcao
dos foliculos antrais permanecem as mesmas. Ja os foliculos dominantes ou de Graaf
sado suficientemente grandes para ovular (PEDERSEN; PETERS, 1968;
WASSARMAN; JOSEFOWICZ, 1978; LIMA et al., 2016). Estes foliculos perdem sua
responsividade ao FSH e passam a ter receptores ativos ao LH (ADONA et al., 2015).
Ja os foliculos que ndo atingem a dominancia entram em processo de atresia e
morrem (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Somente os o0citos que passam pelo
processo de fertilizacdo, entdo denominados zigotos, ira liberacdo do 2° corpusculo
polar (HYTTEL et al., 2012).
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Figura 2. Estadgios do desenvolvimento folicular nas fases pré-antral e antral
(http://Iwww.mcqguido.com.br/foliculogenese.htm)

O processo de formacdo dos odcitos tem seu inicio com as células
germinativas primordiais precursoras (CGPs) que estdo localizadas fora das gbnadas
e migram do saco vitelinico para a crista gonadal no inicio do desenvolvimento
embrionario (BESSA; DODE, 2013). Ao chegarem, iniciam o processo de rapida
multiplicacdo, através da divisdo celular mitética (Figura 3). Essa divisdo da origem a
duas células geneticamente iguais diploides, alcangcando um numero de milhares de
células germinativas. Esse processo ocorre intensamente durante a fase do ovario
embrionario, interagindo com as células somaticas que as circundam e sendo
dependente de varios fatores como fator transformador de crescimento § (TGFR),
como a proteina morfogenética 6ssea 4 (BMP-4), a BMP-8b e a BMP-2; sendo
importantes para a formacéo das CGPs e regulacédo da expressao de genes (YING et
al., 2001; SANCHEZ; SMITZ, 2012).

Em camundongos, na fase embrionaria, as CGPs dividem-se mitoticamente
até 13,5 dias pos-coito (dpc) nas gbnadas fetais (MOROHAKU et al., 2016) e iniciam
o0 processo de diferenciacdo para o0citos primarios (2n), em seguida cessam 0
processo de divisdo mitética e dao inicio ao processo meidtico com a duplicacdo do
DNA; passando por varios estagios: leptéteno, zigoteno, paquiteno e parando no
dipléteno da préfase | (PINCTON et al., 1998). Nesta fase ocorre a descondensacao
dos cromossomos que sao circundados por uma membrana nuclear, fase da vesicula
germinativa. O estagio da divisédo celular é interrompido antes de completar a préfase

| que caracterizam o processo (JUNIOR et al.,, 2009). O odécito permanece neste
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estagio da divisdo celular até o inicio da maturacdo oocitaria que ocorre no periodo
da maturidade sexual, quando os foliculos maduros sofrem um pico de horménio
luteinizante (LH) completando a meiose e tornando-se uma célula haploide ou
sofrendo atresia (Figura 3) (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005; SANCHEZ; SMITZ, 2012).

Células germinativas (2n)
Periodo on | Ovogonias (2n)
germinativo ) Mitose
(12n { 2ns. Ovogénias (2n)

Crescimento
sem divisdao [ 20 Qvécito I (2n)

celular i Meiose |
v

Periodo de
crescimento

Ovécito IT (n £ - Primeiro corpusculo polar
R N \y « o (ncromossomos duplicados)
duplicados) l \ l\' Meiose II (so se completa se ocorre fecundagao)

Ovulo (n) . n ) ‘\'L/ (g’]{icorpﬁsculos polares (n)

Sao formados
eventualmente

Periodo de
maturagao

Figura 3. Fases da oogénese.
Fonte: oficinadebiologiadocmb.blogspot.com.br/2017/09/gametogénese

Durante muito tempo, acreditou-se que a embriogénese era a Unica fonte
de formacao dos 04citos, e que estes s6 se desenvolviam até a fase embrionario-fetal,
sendo seu estoque finito e ndo renovavel na vida da fémea (SOTO-SUAZO; ZORN,
2005). Contudo, com o desenvolvimento da ciéncia, pesquisadores demonstraram
gue fémeas adultas nédo perdem a capacidade de renovacao dos gametas (DENTILLO
et al., 2013). Esta renovacédo ocorre por diferenciacdo das células tronco, e é
denominada neofoliculogénese. Ainda ndo se sabe a forma e as condi¢fes de sua
ocorréncia (TILLY; JOHNSON, 2007), sendo questionada por alguns pesquisadores

(SENEDA; SILVA, 2009).

2.4 Maturacao oocitéaria
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A maturacao oocitaria € uma etapa desafiadora em que 0s odcitos tém que
superar e progredir a primeira e a segunda etapa de bloqueios meidticos, adquirindo
capacidade para sustentar os estagios de desenvolvimento. Através da maturacao
nuclear e citoplasmética que essas células adquirem a competéncia necessaria para
as etapas da fertilizacdo e desenvolvimento embrionario (GOTTARDI; MINGOTI,
2009a). O sucesso desta etapa depende de um processo complexo que envolve uma
série de eventos moleculares e se sustentara até culminar na ovulacéo, fertilizacédo
para subsequentes divisdes embrionarias, formando blastocistos e permitindo
desenvolvimento no utero materno (FERREIRA et al., 2009; SOMFAI et al., 2011).

Antes do processo de ovulacdo, o odécito se encontra em bloqueio
meidtico, na profase I, por intermédio de hormdnios inibidores paracrinos oriundos das
células do cumulus (NORRIS et al., 2009) e das adenosinas monofosfatos ciclicas
(AMPc) que estao em altissimo nivel no interior dos oécito. (GOTTARDI; MINGOTI,
2009b)

Os fatores necessarios para tornar o oocito competente para a fecundacao
e desenvolvimento envolvem uma complexa cascata de sinalizacdo ativada em
resposta a uma onda ovulatéria de LH (FAIR, 2009).

A elevacdo dos niveis de LH provoca uma subita queda dos niveis de
AMPc (KAWAMURA et al., 2004), mediada pelo fator de crescimento epidermal
(EGF), secretado pelas células que formam as camadas mais exteriores dos foliculos,
denominadas células murais da granulosa. Consequentemente, o declinio do AMPc
provoca uma complexa cascata de fosforilacdo/desfosforilagcdo e ativacado do fator
promotor da maturacdo/meiose (MPF), quebra da vesicula germinativa e
condensacdo dos cromossomos (JONES, 2004). Em seguida, ocorre a divisdo dos
cromossomos homologos (2n), sendo que metade dos cromossomos permanece no
oocito de tamanho normal, denominado odcito secundario (células haploides) e a
outra metade fica na outra célula de tamanho inferior, chamada de primeiro corpusculo
polar (SIRARD, 2001). Esses eventos caracterizam o estagio de metafase Il (Mll) e a
partir dai ha uma interrupcéo da meiose, denominado segundo bloqueio mei6tico. O
retorno a meiose pode ocorrer, caso haja fecundacéo pelo espermatozoide (PEREIRA
et al., 2016).

Ja a maturacao citoplasmatica € um procedimento onde o odcito torna-se

competente em ser fecundado e se desenvolver em embrido. Estas mudancas
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envolvem varias alteracbes simultdneas que incluem a sintese de proteinas
intracelulares  (EDWARDS; HANSEN, 1997), aumento da glutationa
intracitoplasmatica, redistribuicdo dos granulos corticais (PAYTON et al., 2003),
reorganizacao dos microtubulos (KIM, 2000), estocagem de mRNA, sintese de fatores
de transcricdo, migragdo de mitocOndrias perinuclear e desenvolvimento de
mecanismos regulatérios do calcio, entre outros (ANGUITA et al., 2008; FERREIRA
et al., 2009; FU et al., 2016). Todos esses eventos ocorrem para garantir o bloqueio
da poliespermia, a descondensacédo do ndcleo do espermatozoide masculino, com
posterior formacao de pronucleo masculino e garantia de estoques nutricionais para o
desenvolvimento embrionario até o estagio de oito /dezesseis células em bovino
(PICNTON et al., 1998). A partir dai 0 genoma embrionario é ativado, e a sintese de
novas proteinas passa a ser oriunda dos transcritos embrionarios, ao invés dos
transcritos maternos, denominado de transicdo materno- zigotica (TMZ) (STITZEL;
SEYDOUX, 2007). Portanto, a garantia do sucesso do desenvolvimento embrionério
depende que todos os eventos da maturacdo citoplasmatica sejam realizados. Um
o0cito que ndo completou ainda sua maturacao citoplasmatica possui baixa qualidade
e é incapaz de se desenvolver normalmente (KRISHER, 2004).

No processo de maturacgao in vitro, embora a maturacao nuclear do oécito
seja completa, a maturacao citoplasmatica ndo € assegurada (PEREIRA et al., 2016).
Odcitos maturados in vivo possuem um padréo de qualidade melhor em relacdo aos
maturados in vitro (SANFINS et al., 2003; SANFINS et al.,2004). Visualmente, os
primeiros apresentam-se com citoplasma claro e homogéneo e com granulos bem
distribuidos. Ja os segundos, apresentam citoplasma mais escuro, ndcleo picnético e
granulos agrupados. Muitas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de melhorar
a taxa de maturacao in vitro. Hasegawa et al. (2006), em seu trabalho, desenvolveram
oocitos de foliculos pré-antrais vitrificados e aquecidos obtendo percentual de
desenvolvimento embrionario apos FIV de até 57,3% de embrides de 2 células. Ja
Wang et al. (2012) maturaram foliculos pré-antrais de tecidos ovarianos e obtiveram
24,2% de blastocistos. Salehnia et al. (2013), através do seu experimento de
vitrificacdo dos odcitos, compararam o0 processo de vitrificagdo com o grupo
experimental ndo vitrificado e obtiveram 40,9% de blastocistos no grupo a fresco e

11,36% do grupo vitrificado. Resultados comparativos na6 (Figura 4).
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Sendo assim, estabelecer o protocolo de coleta e maturacdo in vitro dos od0citos
provenientes de ovarios vitrificados € extremamente necessério para recuperacao de

linhagens.

2.5 Fertilizagéo in vitro

A utilizacdo de tecnologia de reproducdo assistida € um recurso que
possibilita a reproducéo das espécies, favorecendo sua genética, através de técnicas
como: inseminacgao artificial, transferéncia embrionaria, assim como a producéo in
vitro de embrides (PIV) (BALDASSARRE; KARATZAS, 2004). A fertilizacdo in vitro
(FIV) € uma técnica que consiste em unir o gameta masculino (espermatozoide) e o
gameta feminino (ovécito) em ambiente artificial, controlado e com objetivo de
producdo de embrides. Ela ndo necessita de protocolos elaborados, sendo utilizada
uma unica dose de sémen para fecundar varios oo6citos de varias fémeas doadoras
(LIMA; DOS SANTOS, 2010). Em animais de laboratério os trabalhos in vitro tém
demostrado resultados satisfatérios. Eppig; O’ Brien (1996) obtiveram o nascimento
de um camundongo a partir de foliculos primordiais selecionados, maturados e
fecundados in vitro. Sztein et al. (2000), em seu trabalho sobre a fertilizacao in vitro
de espermatozoides criopreservados demonstraram que camundongos hibridos e
isogénicos diferem pelas suas caracteristicas de desenvolvimento embrionario ap6s
criopreservacao de espermatozoides. Camundongos hibridos séo bastante utilizados
em fertilizag&o in vitro (FIV) por causa da alta taxa de fertilidade, supostamente devido
ao seu vigor hibrido enquanto que as cepas isogénicas apresentam espermatozoides
com variagOes nas taxas de fertilizacdo devido a diferentes morfologias e capacidade
de sobrevivéncia a criopreservacao. A escolha da linhagem a ser experimentada é um
fator determinante para o sucesso da técnica devido a esses diferentes resultados

encontrados.
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Adentes 3 Principais resultados
A A9 Método ~ oy
Especie Estrutura crioprotetores Maturag&o oocitaria N°(%) 2 | N°(%) Referéncia
Tratamento células Bl
pés/FIV | pos/FIV
Meio essencial a-a suplementado com
. P 47/80 27/80
Camundonao piruvato de sédio 0,23 mM, 1 ug / mL Fresco
9 15;?GDN2|§$ 2155% de fetuin, 10 U de penicilina, 10 ug de (58.8) (33.8) Hasegawa
16 dias Ovario | N 0 I estreptomicina (Invitrogen), 3 mg / mL et al., 2006
inteiro (suplemento suelo) + | \suificacso | de albumina de soro bovino (fraccéo
F1C57BL/6 0,5M SACAROSE V, Sigma), 10 ng / mL de factor de Vitrificado 67/117 | 34/117
DBA2 crescimento epitelial do rato e 75 mU / (57.3) (29.10)
mL de FSH (Fertinorm; Serono,
Genebra, Suica)
Ovulacéo foi induzida pela adicdo de 5
0
17% (v/v) /3 M EG, ng / ml de fator de crescimento Fresco 89 (63,3) 42
. 17% (v /v) / DMSO A . (42,2)
Camundongo Hemi- 23 M e sacarose epidérmico humano recombinante Wang et al
F1 C57BL x metade de ' : Vitrificacéo (Invitrogen) e 1,5 Ul / ml hCG 9 ’
- 0,75 M durante 3 min 2012
CBA ovario . (Chorulon, Intervet Canada Corp.,
a temperatura . . : o 16
. Kirkland, Quebec, Canada) no foliculo Vitrificado 66 (61,7)
ambiente . | ' (24,2)
pré-antral goticulas de cultura '
40% de EG (v / V), Fresco 163 75
30% de Ficoll 70 TCM199 foi suplementado com 50 u g (89) (40,9)
Camundongo (w/v) e 1 M de / mL de penicilina, 75 pg/ mL de
FVB Ovério sacarose +glbum|na Vitrificacio estreptomicina, piruvato dg sadio 0,23 Vitrificado 28 5 Salehnia et
de soro bovino (BSA) mM, 10% de soro fetal bovino, 75 mUl (63,6) (11,36) al., 2013
6-8 semanas /5 minutos a / mL rFSH e 10 Ul / mL hCG (Serono,
temperatura do Suica)
ambiente

Figura 4. Protocolos de vitrificagdo de ovarios, coletade foliculos pré-antrais e antrais, submetidos a maturacéo oocitaria e taxas de desenvolvimento

embrionario.
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2.6 Desenvolvimento embrionario no ambiente in vivo e in vitro

No processo de producéo in vitro de embrides, € extremamente importante
que as etapas da técnica mimetizem o ambiente folicular e tubarico, ou seja, as etapas
da técnica devem permitir que 0s o00citos tornem-se competentes para
desempenharem processos de crescimento e serem fertilizados assumindo estagios
mais avangados no desenvolvimento embrionario (PAIM, 2015).

O periodo de vida livre dos embriGes é caracterizado pelo intervalo entre a
fertilizac@o e a implantacdo do embrido. In vivo, esse periodo ocorre durante o trajeto
do odcito do oviduto ao Utero. Nele, os embribes se encontram entre o estagio inicial
de zigoto até o estagio final de blastocisto, diferindo morfologicamente pela sua
compactagcao e desenvolvimento da blastocele. Ocorrem, ainda, outros eventos
fisiolégicos e bioquimicos que resultam na ativacdo do genoma embrionario,
promovendo mudanca de predilecdo nutricional, o que contribui para o
desenvolvimento e devem ser mantidos in vitro (MIYAUCHI, 2012).

O desenvolvimento dos estagios embrionarios, desde o ciclo inicial de
zigoto até a fase final de blastocisto, tem sido utilizado como ferramenta de avaliacédo
da viabilidade in vitro dos embrides (POPOVA et al., 2011).

Apesar da similaridade no tamanho e no desenvolvimento embrionério
entre as espécies de mamiferos, ocorrem algumas diferencas, que se refletem, por
exemplo, na necessidade metabdlica, determinando as condi¢gbes de cultivo
especificas e, o tempo de divisdo celular de cada espécie (PAIM, 2015). As avaliacbes
morfologicas das fases embrionarias levam em consideracao algumas caracteristicas,
como: visualizacdo do pré-nucleo, numero de blastdmeros, grau de fragmentacao,
simetria dos blastbmeros, estado de compactacdo e aparéncia do citoplasma
(PRADOS et al., 2012).

A avaliacdo dos embrides em clivagem inicia-se no periodo de 24 horas
apos a fertilizacdo. Se a divisdo dos blastomeros for exatamente sincronica, apenas
os embrides de 2, 4 ou 8 células serdo observados. Entretanto, podemos observar
embrides de 3, 5, 6, 7 ou 9 células, que é uma indicacdo de desenvolvimento irregular,
assincrono e essas caracteristica € encontrado em algumas espécies, como 0S
bovinos (SERAPIAQ, 2007), no entanto, sendo normal ou regular em camundongos
(HOGAN, 1994). A divisdo mitGtica deve produzir blastdbmeros de tamanhos iguais, e

guando isso ndo acontece, denominamos de divisdo assimétrica, o que leva a defeitos
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embrionarios (LEMMEN et al., 2008; WONG et al., 2010; MESEGUER et al., 2011,
KIRKEGAARD et al., 2012). Em condic¢des favoraveis de cultivo, os embrides tém a
capacidade de evoluirem até a fase de pré-implantacdo ou blastocisto eclodido. E
extremamente necessaria a identificacdo dos embrides aptos a se desenvolverem até
0 estagio de blastocistos viaveis, que efetivardo a implantacdo (periodo de
gastrulacéo), a organogénese (periodo de formagédo da placa neural) e o periodo fetal
(histogénese, maturacao funcional e crescimento fetal) (CAMARGO et al., 2017).

O uso de um ambiente adequado para o desenvolvimento embrionario €
extremamente necessario para mimetizacdo das condi¢cdes in vivo em ambiente in
vitro, diminuindo a interferéncia de fatores como composicdo dos meios, pH,
temperatura, concentragdo de COg, recipiente adequado para cultivo, entre outros, na
avaliacdo dos resultados (GARDNER; LANE, 2013).

Miyoshi (2016), em seu trabalho, desenvolveu um meio de cultivo para
embrides de 1 célula de rato, denominado mR1ECM, suplementado com fosfato,
glicose, aminoacidos e albumina sérica bovina. Mantendo a osmolaridade 6tima de
244-246 mOsm obteve até 90% de taxa de blastocistos oriundos de embrides de 1
célula de fertilizac&o in vitro ou in vivo. Popova et al. (2011), ao comparar oS meios
MR1ECM e M16 obtiveram taxa de clivagem de 83,6% para ambos os meios. No
entanto, ao comparar o desenvolvimento embrionario, o0 M16 ndo apresentou
resultados satisfatorios com relacdo a formacdo de mérulas e blastocistos, ambos
apresentaram 0%. Ja o mMR1ECM obteve uma taxa de mérula de 41% e de blastocistos
de 19,4%, sendo superior aos observados no cultivo com M16.

O uso de suplementacdo ou aditivos celulares (co-cultivo de células) nos
meios utilizados para o cultivo in vitro, pode ser uma alternativa para melhorar o
processo de desenvolvimento embrionario, uma vez que pode propiciar um ambiente
mais favoravel ao embrido, devido aos fatores de crescimento produzidos, ou até
mesmo por fornecer as células as fontes de energia na sua forma mais simples, como
€ 0 caso do piruvato (MELLO et al., 2016).

2.7 Criopreservacao de ovarios

O ovério é constituido por um grande numero de foliculos ovarianos pré-
antrais (90%), que no decorrer da vida ndo se desenvolvem e morrem. A perda de um
grande namero desses o6citos, mesmo com pré-estimulacdo hormonal, tém sido uma

das problematicas que os pesquisadores buscam resolver. A manipulacéo de oocitos
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inclusos em foliculos ovarianos e a criopreservacao de ovarios sao técnicas que
auxiliam na formag&o de bancos de germoplasma, assim como no tratamento da
infertilidade de espécies (HORWATH et al.,, 2007; LIMA et al., 2016). Para os
camundongos € uma das técnicas que pode ser usada para salvaguardar o patriménio
genético de linhagens que ndo respondem aos principais métodos de criopreservagcao
de embrides (CARVALHO et al., 2012).

A criopreservagéao do tecido ovariano tem sido amplamente estudada em
véarias espécies, incluindo o ser humano (GOOK et al., 2005), suinos (IMHOF et al.,
2004), bovinos (LUCCI et al., 2004) e camundongos (NEWTON; ILLENGWORTH,
2001). Atualmente, o método de criopreservacao por congelamento lento tem sido a
principal técnica utilizada para o armazenamento do tecido ovariano, com Varios casos
de sucesso relatados (AMORIM et al., 2003). Entretanto, a vitrificacdo de ovario vem
sendo utilizada para seres humanos e outros animais (KAGAWA et al., 2009; JEE et
al., 2010; CHANG et al., 2011).

O congelamento lento apresenta algumas desvantagens, entre elas, a
formacao de cristais de gelo nas células o que leva a destruicdo das interacdes
celulares e consequente morte celular. Ja na vitrificacdo, isso ndo ocorre, pois, a
solucéo usada € muito viscosa e a curva de congelamento € ultrarrapida, transforma
0 meio em estado vitreo. Entretanto, a alta concentracdo do agente crioprotetor
associado ao tempo de exposicdo da célula pode causar estresse osmotico e danos
celulares fatais (ZHANG et al., 2009).

2.7.1 Agentes crioprotetores

A funcdo dos agentes crioprotetores € proteger as células durante o
processo de criopreservacdo, baixando o ponto de solidificacdo da solucdo de
congelacao, desidratando a célula e, assim, evitando ou reduzindo a quantidade de

cristais de gelo formados dentro da célula (SILVA et al., 2017).
2.7.1.1 Agentes crioprotetores intra-celulares

Os agentes crioprotetores intracelulares ou permedveis sao substancias
organicas que possuem baixo peso molecular e desta maneira tem capacidade de

atravessar as membranas celulares com relativa facilidade. Contudo, podem ter
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diferentes taxas de permeabilidade de acordo com o tempo a sua exposicao (LEIBO,
2008).

Os agentes crioprotetores no processo de criopreservacdo reduzem a
formacdao de cristais de gelo, evitam o choque osmatico e protegem a célula do efeito
solucéo (CARVALHO et al., 2012).

Os tipos de agentes crioprotetores intra-celulares mais utilizados no
congelamento sao: o dimetilsulfoxido (DMSO) (PM = 78,2), propanodiol (PM = 76,09)
e etilenoglicol (PM = 62,1), mas nesta categoria estdo também o glicerol (PM = 92,1)
e o metanol (PM = 32) (NIEMANN, 1991). Sua eficiéncia varia de acordo com a
estrutura a ser criopreservada (célula / tecido), concentracdo e tempo de exposicao
(CASTRO et al., 2011). Estes solutos ndo sdo elementos quimicos encontrados em
organismos vivos em alta concentracdo, e, desta forma, podem ser toxicos (PEGG,
2005; AMORIM et al., 2011c).

2.7.1.2 Agentes crioprotetores extra-celulares

Os crioprotetores extracelulares sdo macromoléculas que auxiliam na
protecdo das células através da reducdo da formacdo de cristais gelo, pela
desidratacdo das células, e também atuam na protecdo da membrana celular.
Possuem alto peso molecular, com isso ndo atravessam a membrana (NIEMANN,
1991).

A sacarose, juntamente com o soro fetal bovino (SFB) sao os crioprotetores
extra-celulares mais utilizados em protocolos de criopreservacdo de diversas
estruturas e espécies. A sacarose é um carboidrato que atua como tampao osmaotico,
protegendo a célula de fatores de estresse durante o congelamento e auxiliando na
remocado dos crioprotetores intracelulares no processo de descongelamento
(CASTRO et al., 2011). Tambéem bastante utilizada para preservar o6citos caprinos
(SHARMA et al., 2006), humanos (COTICCHIO et al., 2006), além de tecido ovariano
de caprinos (SANTOS et al., 2006), ovinos (CECCONI et al., 2004, ONIONS et al.,
2008), bovinos (LUCCI et al., 2004) e humanos (KEROS et al., 2009).

Ja o soro fetal bovino (SFB) € bastante utilizado na criopreservacdo de
tecido ovariano caprino (LUZ et al., 2009) e murino (CHOI et al., 2008), apresentando

a funcdo de proteger as celulas, prevenindo-as contra o efeito toxico dos
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crioprotetores e efeitos de endurecimento da zona pellcida dos odcitos (PYLES,
2017).

2.7.2 Vitrificagéo

A vitrificagdo é um procedimento baseado na desidrata¢do, onde ocorre a
solidificagdo de uma solugdo semelhante a vidro, devido a exposicdo a alta
concentracdo de solucao crioprotetora, associada a uma velocidade de resfriamento
extremamente rapida, pela imersdo direta ao nitrogénio liquido. Devido a essas
condi¢cbes de concentracdo e velocidade, o sistema se solidifica sem que ocorra a
cristalizacdo. Por ser uma técnica, simples e barata, a vitrificacdo tem sido muito
utilizada para criopreservacao de espermatozoides (ENDO et al., 2012), odcitos (CAI
et al., 2005) e embribes (MOMOZAWA et al., 2017). Para o tecido ovariano, a
vitrificacdo vem sendo considerada um método promissor para a preservacdo dos
gametas (ISACHENKO et al 2003; HASEGAWA et al., 2004). No entanto, necessita
de profissional com grande experiéncia para sua execucao (VAJTA, 2000; DINNYES,
et al., 2006).

Vérios sdo os métodos de vitrificacdo: vitrificacdo convencional, open pulled
straw (OPS), cryoloop, cryotop, espatula, entre outras (VAJTA; NAGY, 2006).

Na vitrificacdo convencional utilizam-se palhetas francesas de polipropileno
(0,25 mL), preenchidas com a solucéo de vitrificacdo e o material a ser criopreservado.
As palhetas sdo seladas e imediatamente imersas em nitrogénio (N2) liquido (ALI,
SHELTON, 1993, DELA PENA et al., 2002).

A técnica de OPS utiliza palhetas francesas de polipropileno com diametro
reduzido pela metade, para que através do processo de capilaridade, os meios e as
células sejam envasadas. A taxa de resfriamento é de 2000°C/min (Figura 5) (VAJTA
et al., 1998).
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Figura 5: Foto representativa da palheta de OPS (http://www.open-pulled-
straw.com/?lightbox=i2yee)

Na técnica de Cryoloop utiliza-se um lago de nylon (0,5 a 0,7mm de
diametro e 20um de largura), ligado a uma haste de aco inoxidavel que deve ser

imerso no Nitrogénio liquido (Figura 6) (LANE et al., 1999).

Figura 6: Foto representativa da haste de cryoloop (SAKI; DEZFULY, 2005)

A vitrificacdo em espatula consiste em uma espatula preparada
artesanalmente, de maneira que uma extremidade tenha uma forma plana, onde é
colocado uma pequena gota com o material a ser vitrificado (Figura 7). Com o
contato direto com o N2 liquido, a gota solidifica-se e se torna aderida a superficie
da espatula (TSANG; CHOW, 2009).



35

Figura 7: Foto representativa da espatula de vitrificacdo (TSANG; CHOW, 2009)

O dispositivo Cryotop € o que apresenta uma maior assepsia para a técnica

de vitrificacdo. E uma técnica bastante utilizada na area de reproducdo assistida

humana. Usa-se uma palheta de polipropileno conjugada a uma haste plastica. Esta

haste € utilizada para a manipulacao, evitando o contato direto da mao do manipulador
com a palheta (Figura 8) (CHIAN et al.,, 2004; KUWAYAMA et al., 2005;
MONIRUZZAMAN et al., 2009).

t

Plugue de
Canudo pléstico de 0,25mL algoddo
;‘#g l d K+I
isti Haste plastica
Plugue plastico p Bola de aco
inoxidavel

\/

Corte transversal

Figura 8: Foto da palheta do cryotop (https://www.researchgate.net/figure/A-new-device-for-the-

MVAC-vitrification-method-The-device-is-made-with-a-19-G-needle-and figl 255975672)



https://www.researchgate.net/figure/A-new-device-for-the-MVAC-vitrification-method-The-device-is-made-with-a-19-G-needle-and_fig1_255975672
https://www.researchgate.net/figure/A-new-device-for-the-MVAC-vitrification-method-The-device-is-made-with-a-19-G-needle-and_fig1_255975672

36

Abaixo seguem as tabelas (1, 2 e 3) com resultados encontrados na
literatura, de acordo com métodos, estruturas e espécies.

Tabela 1: Principais resultados obtidos com a vitrificacdo de embrides de
camundongos e humanos.

Técnica de Espécie/Animal Resultados Referéncia
Vitrificacao
Vitrificagao Camundongos Sobrevivéncia de embrides  Ali; Shelton,
convencional vitrificados no estagio de 4 1993
células similar a de embrides
frescos
Cryoloop Camundongos e Alta taxa de sobrevivéncia Huang et
Humanos embrionéria apds cultivo in al., 2005
vitro (77%)
Vitrificagdo em Camundongos 67,8% de nascimentos Tsang;
espatula Chow, 2009

Tabela 2: Resultados mais relevantes obtidos com a vitrificacdo de odcitos de
camundongos.

Técnica de Espécie/Animal Resultados Referéncia
Vitrificacao
Vitrificagcdo CPS Camundongos 2 células: 29/48(60%) e Chen et al.,
(Closed Pulled Blastocistos:11/29(38%) 2001
Straw ou Palhetas
fechadas)
Grades de Camundongos 56,7% de fertilizagéo Kim et al.,
microscopia 2006

eletrénica
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Tabela 3. Principais resultados obtidos com a vitrificacdo de tecido ovariano

Técnica de Vitrificacdo  Espécie/Animal Resultados Referéncia

Vitrificacdo convencional Camundongos  Nascimento de crias Dela Pefa
saudaveis apos et al., 2002
transplante de tecido
ovariano vitrificado

Vitrificagdo convencional Camundongos Nascimento apos Chen et al.,
e DCV (Direct cover transplante ovariano 2006
vitrification ou no grupo de DCV (4,3
Vitrificagdo por cobertura + 2,4) controle (4,4 +
direta) 2,2)

Assim como a criopreservacdo de embribes melhorou com o
desenvolvimento de protocolos de vitrificacdo, a criopreservacdo de ovario € uma
alternativa biotecnoldgica que se encontra em desenvolvimento, com potencial para
auxiliar na manutencao, preservacao e melhoramento genético das espécies (MATOS
et al., 2011).

2.7.3 Crioinjarias do tecido ovariano

Durante o resfriamento-aquecimento do ovario podem ocorrer crioinjurias
gue causam perda de foliculos e destruicao do estroma ovariano (KEROS et al., 2009;
KIM et al., 2011). A crioinjuria de foliculos pode ainda levar ao retardo do crescimento
folicular e da maturacéo oocitaria, enquanto deformidades da zona peltcida podem
bloquear a penetracdo do od6cito maduro pelo espermatozoide (KIM et al., 2011). A
protecdo do ovario é crucial para preservar os foliculos e proteger a viabilidade
ovariana. Varias tentativas foram relatadas para proteger os ovarios, entre elas, o uso
de diferentes dispositivos de criopreservacédo (DITTRICH; MALTARIS, 2006; ARAV;,
NATAN, 2012), a modificacdo dos agentes crioprotetores (YOUM et al., 2014), o
tempo de exposicdo a diferentes temperaturas (BOS-MIKICH et al.,, 2012), a
suplementac¢do com aditivos, como as proteinas anti-congelamento (LEE et al., 2015)
e a manipulacao genética das espécies (BAGIS et al., 2006).

Keros et al. (2009) demonstraram que 0 estroma ovariano apresentou uma
significativa melhora morfoldgica de integridade apds a vitrificagdo quando comparado
ao congelamento lento. Um ponto a ser considerado no sucesso da vitrificacdo é o

tamanho do fragmento do tecido ovariano. Fragmentos grandes requererem maior
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tempo de equilibrio para permitir a penetracdo da solugcéo de vitrificacdo na porgéo
interna do tecido, favorecendo o resfriamento. Ja o uso de pequenos fragmentos
permite taxas de resfriamento mais rapidas que sdo necessarias para diminuir a

chance de injuria na temperatura critica entre 15 a -5°C (AMORIM et al., 2011c).
2.7.4 Avaliacéao de foliculos e o6citos apds criopreservacao

Alguns parametros de eficiéncia sado adotados para observacdo da
retomada do desenvolvimento folicular de tecidos ovarianos apés desvitrificacéo,
entre eles estq a avaliacdo da preservacao da estrutura morfoldégica dos odcitos
(KEROS et al., 2009). A viabilidade folicular e a apoptose podem ser avaliadas por
técnica de microscopia eletrénica de transmissdo, por coloragdo de Trypan blue
(MATOS et al., 2007), e pela utilizagcdo de marcadores fluorescentes (CASTRO et al.,
2011).

No entanto, utilizar somente parametros morfolégicos através de
microscopia 6tica para avaliar o6citos de camundongos, pode ser insuficiente (MATOS
et al., 2007). Logo, o parametro morfologico de avaliagdo pds-descongelamento
unicamente, ndo garante a competéncia da retomada do desenvolvimento folicular
(SANTOS et al., 2007).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Criopreservar tecido ovariano de camundongos de linhagem hibrida

(B6D2F1) por meio da vitrificacdo, a fim de recuperar oocitos viaveis.
3.2 Objetivos especificos

e Testar o protocolo de vitrificagdo (BEHBAHANIAN et al., 2013)
de ovario de camundongo de linhagem hibrida (B6D2F1)
presente no ICTB.

« Estabelecer o protocolo de coleta e maturacéo in vitro dos od6citos
provenientes de ovarios a fresco e vitrificados.

o Avaliar as estruturas apos a fertilizacdo com 24, 48, 72 e 96 horas

de cultivo embrionéario.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais experimentais, licenca e local do experimento

Os animais utilizados nesse experimento foram oriundos da colbnia de
producéo do Biotério do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos/Fiocruz e
ficaram alojados no biotério do Servico de Biotecnologia e Desenvolvimento Animal
do mesmo Instituto. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e
Didaticos - DBCA (CONCEA 2016) e receberam aprovacéo da Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Fiocruz, registrada no CONCEA sobre o nimero LW-28/17
(aprovada em 25/09/2017). (Anexo 1)

Os animais foram mantidos nos micro-isoladores em salas climatizadas
com temperatura de 22°C +/-2, umidade relativa 55% +/-10%, pressao positiva com

15 a 20 trocas de ar/hora e foto-periodo de 12/12 h (ciclo claro e escuro).

4.1.1 Determinacao dos grupos experimentais

Fémeas da linhagem hibrida B6D2F1(n=60), com 7 a 8 semanas de idade,
foram divididas em trés grupos: G1 (n=30) - Fecundacé&o in vitro de odcitos maturados
in vitro, proveniente de fragmentos de ovarios submetidos a vitrificacado, G2 (n=15) -
Fecundacéo in vitro de od6citos maturados in vitro, provenientes de ovarios coletados
a fresco e G3 (n=15) - Fecundacéo in vitro de odcitos maturados in vivo. Machos
hibridos B6D2F1 (n=3), com 7 a 8 semanas de idade, foram utilizados como doadores
de sémen para fertilizagdo in vitro, e machos vasectomizados (n=5) para
acasalamento natural com objetivo de induzir a ovulacdo e a maturacéo odcitaria nas
fémeas do G3 (Figura 9). As fémeas foram agrupadas em micro-isoladores (gaiolas)
em numero de 05 animais por grupo até o momento da sua utilizagdo e os machos

individualmente. Foram realizadas 3 repeti¢cdes por grupo.
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Figura 9: Imagem representativa do esquema da determinagao dos grupos experimentais
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4.1.2 Estimulacao ovariana das fémeas dos grupos G1, G2 e G3

As fémeas foram submetidas a estimulagao para crescimento folicular por
meio da administracdo de 7.5 Ul de gonadotropina corionica equina (eCG)
(NOVORMON ® 5000UlI) intraperitoneal. As doses foram administradas no quadrante
abdominal direito inferior, com auxilio da seringa de insulina 6,0 x 0,25mm (30 G).

Nas fémeas do G1, o protocolo de estimulacdo ovariana foi realizado 46
horas antes da retirados dos ovarios para vitrificacdo. No G2 o protocolo foi realizado
dois dias antes da desvitrificacdo dos ovarios do G1, para a sincronizagdo dos grupos
e realizagdo da maturacao in vitro.

Ja as fémeas do G3, receberam uma dose de 7.5 Ul de gonadotropina
coribnica equina (eCG) (NOVORMON ® 5000UI), conforme descritos aos grupos G1
e G2, sendo no mesmo periodo do G2 e uma segunda dose com 7.5 Ul de
gonadotropina coribnica humana (hCG) (CHORULON ®5000Ul), por via intra-
peritoneal, 46 horas apdés a primeira dose de eCG, e em seguida acasaladas

individualmente com machos vasectomizados.

4.1.3 Coleta e vitrificacdo dos ovarios

Fémeas do G1 foram eutanasiadas, por meio de deslocamento cervical.
Apos a assepsia do abddémen com solucdo de 70% de alcool etilico, foi realizada a
retirada dos ovarios por meio de uma incisdo abdominal. Os ovérios foram retirados,
acondicionados em uma placa de Petri estéril e seccionados ao meio (n=120 hemi-
metades). Posteriormente, os fragmentos ovarianos foram depositados em gotas de
100pL de meio M2 (®Sigma-Aldrich), previamente aquecidas e identificadas (Figura
10). As placas foram dispostas em mesa aquecedora a 37°C, até o momento da

vitrificacao.
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Figura 10: Imagem representativa das placas contendo gotas de meio M2 com hemi-ovarios numerados
sequencialmente, conforme realizado.

Em seguida, as hemi-metades foram transferidas, com auxilio de uma
pinca, para gotas de 100uL de solucédo pré-vitrificacdo, constituida de 7,5% de
dimetilsulféxido (DMSO), 7,5% de etilenoglicol, 20% de Soro Fetal Bovino (SFB) em
meio M2 (®Sigma-Aldrich), onde permaneceram por 10 minutos. Passado o tempo,
os fragmentos foram transferidos para gotas de 100uL de solucao de vitrificacdo (15%
de DMSO, 15% de etilenoglicol, 0,5M de sucrose, 20% de SFB em meio M2), onde
permaneceram por 30 minutos, ambas em temperatura ambiente. Todas as etapas

foram feitas em placas de Petri 100 x 20mm (Figura 11).
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Apds a passagem pelo meio de vitrificacdo, as hemi-metades ovarianas
foram colocadas em espatulas previamente preparadas conforme Behbahanian et al.
(2013). As amostras, com o minimo de solucéo crioprotetora, foram imediatamente
mergulhadas em nitrogénio liquido e envasadas em palheta de 0,5mL previamente
identificadas. Posteriormente, essas palhetas foram colocadas em racks plasticas
identificadas de acordo com a bateria realizada (1, 2 ou 3) e mantidas em botijao de
nitrogénio liquido até o momento da desvitrificacdo. A coleta do ovario do G2 ocorreu

conforme descrito no G1.

4.1.4 Descongelamento (desvitrificacdo ou reaquecimento) do tecido ovariano
vitrificado do G1

Para o descongelamento, as racks foram retiradas do botijdo de Nitrogénio,
conforme as datas das baterias realizadas. Foram desvitrificados um total de 60 hemi-
metades, onde 20 por repeticdes (3 repeticdes). As espatulas foram retiradas de
dentro das palhetas e encostadas em gotas de 100 pL de solugdo de preé-
desvitrificagdo, contendo 1M de sacarose em meio M2 (®Sigma-Aldrich),
suplementado com 20% de SFB, por 10 minutos. Posteriormente, com auxilio de uma
pinca, as estruturas foram transferidas para gotas de 100 pL de solucdo de
desvitrificacdo, contendo meio M2 (®Sigma-Aldrich), acrescido de 10% de SFB e
mantidos por 30 minutos. Todas as etapas foram realizadas sob mesa aquecedora, a
temperatura de 37°C, em placa de Petri 100x20mm. Apo6s a desvitrificacdo, as
estruturas foram transferidas e mantidas em gotas (100 pL) de meio M2 (®Sigma-
Aldrich), a uma temperatura de 37°C, até o momento da retirada dos odcitos para

maturacao in vitro (Figura 12).
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Figura 12: A: Palhetas imersas no nitrogénio liquido, B: Placas de Petri identificadas contendo hemi-
metades de ovérios e C: Placa de Petri com 100 UL de meio de desvitrificagéo.

4.2 Coleta dos oo6citos
Apoés a desvitrificacdo dos ovarios do G1 e eutanasia das fémeas com

coleta dos ovarios do G2, os fragmentos ovarianos foram colocados em placa NUNC
de 4 pocos, contendo 500 pL de meio M2 (®Sigma-Aldrich), previamente aquecido a
37°C, em placa aquecedora. Em seguida, os foliculos foram perfurados com auxilio
de agulha 24 G % e pinca anatdomica de dissec¢cao ponta fina para liberacdo dos
o0citos inclusos. Sob microscopio estereoscopio com aumento de 80x, 0S 00citos
foram recolhidos e transferidos, com auxilio de pipeta automatica de 10uL, para placa
NUNC de 4 pogos contendo 1000 pL de meio M2 (®Sigma-Aldrich).

4.2.1 Maturagéo in vitro
ApoOs serem coletados dos ovarios do G1 e G2, os oocitos foram lavados 2

vezes em 1000 pL de meio M2 (®Sigma-Aldrich) e por altimo em 1000 pL da solugéo
de maturacdo (M16 (®Sigma-Aldrich) suplementada com 0,25mg de Piruvato de
Sadio, 10% de SFB, 75 mUI/mL FSH e 10 Ul/mL hCG) previamente estabilizado em
estufa com 5% de CO2 e 37°C. A seguir, os odcitos foram transferidos para gotas de
50uL de meio de maturacao, cobertos por 3mL de Ovoil~- Culture Oil (®Vitrolife) em
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placa de Petri (35 x 10 mm), e incubados por 16 horas em estufa, com temperatura
de 37°C e 5% de CO.. Foram colocados até 25 od6citos por gota.

4.2.2 Coleta dos o6citos maturados in vivo
No G3, as fémeas que apresentaram tampao vaginal apds acasalamento

com machos vasectomizados, (+/- 12h pés-acasalamento) foram eutanasiadas, por
meio de deslocamento cervical, e a seguir, foi realizada a coleta dos ovidutos. Os
orgaos internos foram expostos por meio de uma incisdo abdominal, e os ovidutos
foram retirados pela secc¢éo do tecido conectivo adjacente (ligamentos ovarianos). Os
ovidutos foram entéo colocados em placa NUNC contendo gota de 1000 puL de meio
M2 (®Sigma-Aldrich), previamente aquecidos a 37-C, e rompidos, com auxilio de
pincas relojoeiro, na regido da ampola e liberando os complexos cumulus-oécitos
(Figura 13).

Odcitos

Figura 13: Imagem da frac&o do Utero e oviduto com oécitos maduros na porgao anatémica da ampola.

Em seguida, com o auxilio de uma pipeta automatica de 100 pL, os
complexos cumulus-oophorus foram coletados e lavados 2 vezes em pogos de 1000
puL em meio M2 (®Sigma-Aldrich) a 37°Ce por ultimo em 1000 pL de solucédo de
Fertilizacdo (meio M16 suplementado com 3% de Albumina Sérica Bovina (BSA),
previamente estabilizado em estufa com 5% de CO. e 37°C.

4.2.3 Coleta, capacitacao espermatica e swim up
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Apds a eutanasia por deslocamento cervical, machos (n=3) em idade
reprodutiva tiveram as caudas dos epididimos e ductos deferentes retiradas via
incisdo abdominal, realizada apos a assepsia do abdémen com solucdo de 70% de
alcool etilico, e com auxilio de instrumentos cirirgicos (tesoura romba 12 cm, pinca
dente de rato 12 cm, pin¢ca anatdomica de disseccao ponta fina 12 cm, tesoura Vannas
e pinca relojoeiro). A cauda e o ducto foram colocados em placa de Petri (30x10mm)
ligeiramente inclinada, contendo 120uL de meio M2 (®Sigma-Aldrich), em uma placa
aguecida a 37°C. Foram feitos cortes com tesouras ponta fina para liberacdo dos
espermatozoides no meio. Depois de decorridos 3 minutos, retirou-se 20uL do meio
contendo os espermatozoides para avaliacdo da motilidade e vigor (microscopio 6tico
com aumento de 400x). Apenas machos com com motilidade =60% e vigor =3 foram
usados. Entdo, em tubo eppendorf de 1,5mL, contendo 500uL de meio de capacitacao
(meio M16 (®Sigma-Aldrich) suplementado com 3% de Albumina Sérica Bovina- BSA
(®Sigma-Aldrich) depositou-se no fundo, lentamente, 100 uL de sémen, formando um
pellet. Em seguida, o tubo de eppendorf foi colocado em estufa a temperatura de 37°C
e 5% de CO.por 1 hora. Neste periodo, realizou-se concomitantemente a capacitacédo
e a selecdo dos espermatozoides. Posteriormente, o tubo foi retirado da estufa, o
sobrenadante foi coletado, depositado em um tubo eppendorf de 1,5mL e centrifugado
a 4375,89 G por 3min. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet
foi ressuspenso com 400 pL de meio de FIV. Novamente, retirou-se uma fragao para
avaliacdo da motilidade e vigor espermaticos, conforme descrito anteriormente, e

foram considerados viaveis aqueles com motilidade = 60% e vigor = 3.

4.3 Fertilizacao In vitro (FIV)
Os odcitos dos 3 grupos (G1, G2 e G3) foram transferidos para gotas de

200pL de meio de FIV (meio M16 (®Sigma-Aldrich) suplementado com 3% de
Albumina Sérica Bovina (-BSA) (®Sigma-Aldrich)) cobertas com 3 mL de OvoilTM-
Culture OIl (®Vitrolife), previamente equilibradas overnight em estufa de CO2a 5% om
37°C. Foram colocados, no maximo, 25 odcitos por gota. Posteriormente, cada gota
foi acrescida de 50 pL de sémen previamente capacitado, e incubadas em estufa a
37°C, 5% de CO,, por 4 horas para que houvesse a fertilizacao.

4.4 Cultivo embrionério
Passado o periodo de 4h de FIV, os odcitos foram lavados por duas vezes

em 1000uL de meio M2 (®Sigma-Aldrich) na placa NUNC, previamente aquecido a
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37°C, para retirada dos espermatozoides. Com pipeta automatica de 100uL, os
possiveis zigotos foram agitados no meio para separa-los 0 maximo possivel dos
residuos (Up and down). As estruturas foram avaliadas de acordo com sua morfologia
(forma, tamanho, numero de células, fragmentacdo e coloracdo), com auxilio do
microscépio estereoscopio Leica S8BAPO (aumento de 80x). Neste momento, aqueles
considerados degenerados foram retirados.

Em seguida, os possiveis zigotos foram lavados em 1000uL de meio M16
(®Sigma-Aldrich) suplementado com 0,4% de Albumina Sérica Bovina- BSA (®Sigma-
Aldrich) previamente aquecido a 37°C e transferidos para gotas de 50 pL do meio de
cultivo (o mesmo usado na lavagem), cobertas com OvoilTM- Culture Oil (®Vitrolife)
em placas de Petri 30x10mm. O cultivo embrionario foi realizado em estufa, a 37°C,

com 5% de CO, durante 96 horas.

4.5 Avaliacdo do Desenvolvimento Embrionario
A avaliacdo dos odcitos oriundos do tecido ovariano foi realizada pela

observacéo do desenvolvimento embrionario no cultivo in vitro. A observacédo da
presenca de estruturas embrionarias (embrides de 2 células até blastocistos) foi
realizada 24, 48, 72 e 96h ap0s a fertilizagdo, em todos 0s grupos.

As estruturas esperadas pelo tempo de cultivo foram (Figura 14):

« Oh: zigoto (Apo6s fecundagéo in vitro/4h) - Inicio do cultivo
o 24h: =2 células
o 48h: =4 células
o 72h: =8 células

e 96h: = modrulas
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Ovulacdo e
fertilizacdo
por volta do
ciclo escuro

0-5 dias pos
coito

2 células 1.5
dias pos coito

34 células

B 5.8 células (2,5 dias)
pas coito

Jungdo da
tuba uterina
com utero

COMPActacao

(3-5 dias) . .
blastocistos
-
4-5 dias -

pos coito

Utero (Gtero muito estreito
no momento da
implantacao

Desenvolvimento embrionario

Figura 14- Desenvolvimento embrionéario.
Fonte:https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=588&tbm=isch&sa=1&ei=0o0WnWsiDHMHDwWATCpJaY

Bg&g=embryonic+genetic+manipulation+hogan&og=embryonic+genetic+manipulation+hogan&gs |=psy-

ab.3...7292.8752.0.9355.6.6.0.0.0.0.92.531.6.6.0....0...1¢c.1.64.psy-
ab..0.0.0....0.9g07Yo5twTlI#imgrc=9aPTG7XIFh6EQM: (traduzido por: Cristiano Sobrinho)



https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=588&tbm=isch&sa=1&ei=0oWnWsiDHMHDwATCpJaYBg&q=embryonic+genetic+manipulation+hogan&oq=embryonic+genetic+manipulation+hogan&gs_l=psy-ab.3...7292.8752.0.9355.6.6.0.0.0.0.92.531.6.6.0....0...1c.1.64.psy-ab..0.0.0....0.g07Yo5twTlI#imgrc=9aPTG7XlFh6EQM
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=588&tbm=isch&sa=1&ei=0oWnWsiDHMHDwATCpJaYBg&q=embryonic+genetic+manipulation+hogan&oq=embryonic+genetic+manipulation+hogan&gs_l=psy-ab.3...7292.8752.0.9355.6.6.0.0.0.0.92.531.6.6.0....0...1c.1.64.psy-ab..0.0.0....0.g07Yo5twTlI#imgrc=9aPTG7XlFh6EQM
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=588&tbm=isch&sa=1&ei=0oWnWsiDHMHDwATCpJaYBg&q=embryonic+genetic+manipulation+hogan&oq=embryonic+genetic+manipulation+hogan&gs_l=psy-ab.3...7292.8752.0.9355.6.6.0.0.0.0.92.531.6.6.0....0...1c.1.64.psy-ab..0.0.0....0.g07Yo5twTlI#imgrc=9aPTG7XlFh6EQM
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=588&tbm=isch&sa=1&ei=0oWnWsiDHMHDwATCpJaYBg&q=embryonic+genetic+manipulation+hogan&oq=embryonic+genetic+manipulation+hogan&gs_l=psy-ab.3...7292.8752.0.9355.6.6.0.0.0.0.92.531.6.6.0....0...1c.1.64.psy-ab..0.0.0....0.g07Yo5twTlI#imgrc=9aPTG7XlFh6EQM
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4.6 Andlise estatistica

Os dados de taxa de clivagem (24 horas) e taxa de blastocistos (96 horas)
entre os diferentes tratamentos foram analisados utilizando-se a andlise estatistica
pelo teste Qui-Quadrado sendo testados os niveis de significancia 1 e 5%. Para

realizacdo do teste foi utilizado o programa Biostat 5.0.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo morfologica do desenvolvimento embrionério

Foram coletados 123, 224 e 328 odcitos nos G1, G2 e G3, respectivamente.

Alguns odcitos provenientes dos ovarios vitrificados apresentavam morfologia
com reducdo das células cumulus oophorus se distinguindo dos odécitos dos G2 e G3,
cuja presenca dessas células era abundante, contribuindo para as melhores taxas de
fertilizacdo, e consequentemente, um maior nimero de estruturas desenvolvidas em
embrides. As taxas de desenvolvimento embrionéario foram observadas com 24, 48,
72 e 96 horas ap6s o inicio do cultivo in vitro. Para cada tempo, foram consideradas
as estruturas embrionarias esperadas no respectivo periodo de desenvolvimento
(Tabela 4 e Figura 15).

Tabela 4.: Namero (n) e percentual (%) de estruturas embrionarias observadas durante as
96h de cultivo in vitro do G1, G2 e G3

G1 (n/%) G2(n/%) G3(n/%)
0 horas (Possiveis Zigoto) 123 (100%) 224 (100%) 328 (100%)
24 horas (2 2 células) 10 (8%) 71 (32%) 168 (49%)
48 horas (2 4 células) 6 (5%) 42 (18%) 152 (46%)
72 horas (2 8 células) 8 (6%) 38 (16%) 147 (44%)

96 horas (2 mérula). 7 (6%) 25 (11%) 154 (46%)
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06cito desnudo

Figura 15.;: O4citos, espermatozoides e desenvolvimento embrionario: (A) Odcitos, (B) Meio de
capacitacdo com espermatozoide, (C) Embrides 2 a 4 células , (D) Embri6es em morula a
blastocistos, (E) Blastocistos e Blastocistos expandidos e (F) Blastocistos eclodido
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5.2. Avaliacédo das Estruturas embrionarias observadas durante as
96h de cultivo in vitro dos G1, G2 e G3.

No G1 foram observados um total de 123 zigotos apés a fecundacgéo (Oh).
Em 24 horas encontrou-se 10 (8%) embribes de 2 células, ja as 48 horas, foram
encontrados 12 embrides desenvolvidos. As 72 horas, encontrou-se 6 (5%) embrides
de 8 células e 2 (2%) morulas. Na ultima avaliacdo, as 96 horas, houve um aumento
das estruturas que se desenvolveram a blastocistos, 1 (0,8%) 8 células, 1(0,8%)
morula, 6 (5%) blastocistos iniciais (Tabela 5).

Segundo Salehnia et al. (2013), tecidos de ovarios vitrificados tem seu
odcito amadurecido mais lentamente do que comparado ao tecido a fresco. Este fato
se deve as crioinjurias, que ocorrem durante a criopreservacao causando perda de
membrana celular e alteracdo no citoesqueleto dos odcitos, o que afeta a maturagéao

citoplasmatica, e o desenvolvimento embrionario.

No entanto, nossos resultados diferiram destes mesmos autores, que
obtiveram em seu trabalho taxa de clivagem em embrides de 2 células (89%/63,6%),
8 células (54,6%/27,2%), morula (46,9%/15,9%) e blastocisto (40,9%/ 11,36%),
correspondentes aos grupos controle e vitrificados, respectivamente. Tal fato se deve,
provavelmente, aos meios utilizados na vitrificagdo, no cultivo e mesmo a linhagem

dos camundongos usada, que diferiu do presente estudo.

No G2, com 24 horas obteve-se 62 (27%) embrides com 2 células e 9 (4%)
embrides com 4 células. Em 48 horas, encontramos 49 (21%) de 2 células, 38 (16%)
de 4 células, 2 (0,8%) de 8 células e 2 (0,8%) morula. Em relacdo as 72 horas, 0s
resultados de desenvolvimento embrionario foram representados por 8 embrides (4%)
de 8 células, 25 (11%) moérulas, 5 (2,2%) blastocistos iniciais. Os numeros e
percentuais de embribes em estagio mais avancado com 96 horas foram: 3 (1%)
morulas, 8 (4%) blastocistos iniciais, 9 (4%) blastocistos, 5 (2%) blastocistos
expandidos (Tabela 5). Neste grupo, apesar do desenvolvimento inicial ter sido
favoravel, o desenvolvimento embrionario final in vitro obteve taxas menores ao
esperado, comparado com Behbahanian et al. (2013) que obtiveram taxas de 40% e
33,3%, correspondentes a morula e blastocistos do ovario contra-lateral com oécito
fresco maturado in vitro. Podemos sugerir que este fato se deveu aos embrides nao
conseguirem transpassar a fase materno-zigotica (TMZ) descrita inicialmente
(STITZEL; SEYDOUX, 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Behbahanian%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24520452
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Em G3, as 24 horas, a taxa de clivagem para embrides de 2 ou mais células,
foi 161 (49%). A taxa de embrides de 4 células em 48 horas foi superior em
comparacdo aos demais grupos, 152 (46%). Os dados referentes a 72 horas
demonstraram, 123 (37,5%) moérulas, 14 (4,3%) blastocistos iniciais, 1 (0,3%)
blastocisto, 1 (0,3%) blastocisto expandido. As 96 horas, encontrou-se taxas de 15
(4,6%) morulas, 10 (3%) blastocistos iniciais, 34 (10,4%) blastocistos, 41 (12,5%)

blastocistos expandidos, 54 (16,5%) blastocistos eclodidos (Tabela 5).

Este resultado demonstra que o G3 apresentou as melhores taxas de
desenvolvimento in vitro. Isso é algo que j& se esperava, uma vez que a maturacao in
vivo fornece melhores subsidios para os o6citos continuarem o seu desenvolvimento
embrionéario (CHEN et al., 2001).



Tabela 5. Estruturas embrionarias observadas durante as 96 horas de cultivo in vitro

Tempo Zigoto 2 células 4 células 8 células Mérula Bi

(h)

Gl G2 G3 Gl G2 G3 G1 G2 G3 Gl G2 G3 G1 G2 G3 Gl G2 G3
0 123 224 328 0 0 O O O 0O 0 0O 0O 0O 0O O O
24 102 152 154 10 62 161 O 9 4 4 0 0O 0 0O O O
48 76 104 127 6 49 7 5 38 123 0 2 28 1 2 1 0O 0 O
72 48 61 118 11 29 8 2 21 8 4 2 25 127 0 5 14
96 26 44 65 9 20 4 5 18 3 3 1 3 15 6 8 10

Bi= Blastocisto inicial; Bl=Blastocisto , Bx= Blastocisto expandido, Be= Blastocisto eclodido

Bx Deg
Gl G2 G3 G1 G2 G3 G1 G2 G3
0O 0 O 0 O 0 O
0 0 O 0 11 1 0
0O 0 O 0 35 29 O
0 0 O 0 54 75 0
0 5 4 54 75 114 98
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5.3. Comparacdo entre as taxas de clivagem e producdo de
blastocistos

5.3.1. Andlise estatistica da taxa de clivagem as 24 horas

Para as taxas de clivagem com 24 horas, o G1 (8%) diferiu
significativamente dos G2 (32%) (p<0.1) e G3 (49%) (p<0.05). No entanto, ndo houve
diferenca significativa entre G2 e G3 (p> 0.05) (Figura 16).

Observou-se que no G1 houve um atraso no desenvolvimento no periodo
avaliado. Contudo, como n&o houve diferenca entre G2 e G3, podemos considerar
gue a maturacao in vitro apresentou a mesma qualidade encontrada na maturagao in

vivo quando se observa o desenvolvimento embrionario inicial (Figura 16).

Esse atraso e as menores taxas de desenvolvimento embrionario
observados no G1 podem ser consequéncia da auséncia de células do cumulus.
Entende-se que os odcitos provenientes de ovarios vitrificados podem sofrer acdes
que prejudicam o seu desenvolvimento celular, por lesdes nas comunicagdes com as
células do cumulus (LUCIANO et al., 2009; ZHOU et al., 2010).

Nagai et al. (2006) demonstraram uma disfuncdo mitocondrial e
fragmentacdo em odcitos de camundongos apoés vitrificacdo e aquecimento. Eles
concluiram que uma distribuicdo mitocondrial anormal nos odécitos seria uma das
causas do atraso no desenvolvimento embrionario, o que foi comprovado também na
espécie suina (SHY et al., 2007). Lowther et al. (2009), relataram que a ruptura do
reticulo endoplasmatico durante a vitrificacdo de odcitos de ratos e deficiéncias em
fatores envolvidos na reorganizacdo do mesmo durante a maturacdo de odcitos

poderia contribuir para o baixo potencial de desenvolvimento in vitro.
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Taxa de clivagem as 24 horas
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Figura 16. Comparacao entre os diferentes grupos das taxas de clivagem (%) em 24h

Analise estatistica: G1 x G2 (p=0.0909); G1 x G3 (p=0.05); G2 x G3(p=0.4345). 2 Letras diferentes -
Diferencas significativas entre os tratamentos G1 e G2 (p<0.1) G1 e G3 (p<0.05). *° Letras iguais
- Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos(p>0.05).

5.3.2. Andlise estatistica da taxa de blastocistos as 96 horas

J& para as taxas de desenvolvimento em blastocistos com 96 horas, todos
os tratamentos diferiram significativamente (p<0.05). Demonstrado que em ordem
crescente os melhores resultados de blastocistos apds maturacdo oocitaria e
fertilizag&o in vitro foram G3 (46%), G2 (11%) e G1 (6%) (Figura 17).

Foi observado que o G1 apresentou maior numero de o0citos com
alteracdes morfologicas, caracterizadas pela reducdo das células do cumulus-

oophorus. Tal fato pode ter favorecido para a maior taxa de degeneracao observada.

Paim (2015) em seu trabalho sobre efeitos de diferentes concentragdes de
crioprotetores na vitrificacdo dos o0citos imaturos e desenvolvimento embrionario por
partenogénese de ratos Wistar, utilizou-se de meios de maturagéo similares aos que
foram utilizados no presente estudo, obtendo resultados para taxa de mérula de 1,8%.
Em nossos estudos, foram observados para os grupos G1 e G2, taxas de 6% e 11%

de blastocistos, respectivamente.

Wang (2012), apo6s descongelar tecido ovariano e cultivar foliculos pre-

antrais (secundérios) com maturacdo dos o0citos, obteve maiores taxas de
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blastocistos (24,2%) quando comparadas ao G1 (6%) do nosso estudo. Entretanto,
seus resultados para a producao de blastocistos obtidos a partir de oocitos a fresco,

foram semelhantes aos nossos G3(46%).

Taxa de blastocistos as 96 horas
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Figura 17.: Comparacéao entre os diferentes grupos das taxas de blastocistos em (%) em 96h

Analise estatistica: G1 x G2 (p=0.001); G1 x G3 (p=0.0009); G2 x G3(p=0.0428). 2*° - |_etras diferentes
- Diferencas significativas entre os tratamentos (p<0.05).
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6. CONCLUSOES

A técnica de vitrificacao de ovarios de camundongos € uma alternativa para
salvaguardar o patriménio genético de linhagens que ndo respondem a nenhum
protocolo de criopreservacdo, jA que obtivemos resultados de maturagéo in vitro,

fertilizacdo in vitro e desenvolvimento embrionario inicial.

A maturacao in vitro demonstrou ser uma alternativa para a producéo de

embrides de camundongos.

Estudos neste campo devem ser continuados para melhorias das

condicBes de criopreservacao, maturacao in vitro e cultivo in vitro.



60

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este projeto tera continuidade com ajustes dos protocolos descritos acima
e com realizacdo de técnicas de transplante do ovario in vivo. Esperamos melhorias

adicionais aos nossos resultados e geracédo de novos conhecimentos.
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ANEXO 2

ANALISES ESTATISTICAS

RESULTADOS COM 24 HORAS




a. Comparacgéo entre G2 e G3
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b. Comparacéao entre G1 e G2

Qui-Quadrado = 4.795; Graus de liberdade = 2; (p) =0.0909 (SIGNIFICATIVO A 10%)
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c. Comparacéao entre G1 e G3

Qui-Quadrado = 5.819; Graus de liberdade = 2; (p) = 0.05 (SIGNIFICATIVO A 5%)
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RESULTADOS 96 HORAS

a. Comparacéao entre G2 e G3

Qui-Quadrado = 6.305; Graus de liberdade = 2; (p) = 0.0428 (SIGNIFICATIVO A 5%)
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b. Comparacéo entre G1 e G2

Qui-Quadrado = 13.499; Graus de liberdade = 2; (p) =0.001 (SIGNIFICATIVO A 1%)
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c. Comparacao entre G1 e G3

77
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