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RESUMO

A criopreservacao de odcitos € uma importante ferramenta de auxilio para a preservacdo do
material genético reprodutivo em animais e/ou humanos. Durante o processo de vitrificacdo pode
ocorrer danos estruturais e no material genético dessas estruturas. No intuito de evitar esses possiveis
inconvenientes, pesquisadores relataram o beneficio da adicdo de macromoléculas que confiram
protecdo aos oocitos durante a vitrificacdo e aquecimento. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar o status da cromatina e a integridade das projecfes transzonais (TZPs) apos vitrificacao
utilizando dois bloqueadores de gelo seguida de maturacdo in vitro de CCOs bovinos. Para isso, CCOs
bovinos foram aspirados de foliculos antrais (3-6 mm) e selecionados para vitrificacdo utilizando
polimeros sintéticos (PS) ou proteinas anticongelantes (PAC I11). Ap6s vitrificacdo e aquecimento,
0s CCOs foram destinados a MIV por 24h. Nossos dados mostraram que a vitrificacdo utilizando PS
apresentou maior porcentagem de o6citos em metafase Il (MIl) em relacdo ao protocolo de
vitrificacdo utilizando PAC I11l. Além disso, vale destacar que o protocolo PXZ aparentemente
manteve melhor a integridade das TZPs em relacdo ao protocolo PAC Ill. Mediante ao exposto, o
protocolo utilizando polimeros sintéticos (PXZ) parece ser mais eficaz para progressdo da meiose,
bem como, manter a integridade das TPZs em CCOs bovinos vitrificados.

PALAVRAS-CHAVES: Criopreservacdo; CCOs bovinos; Crioprotetores
1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a vitrificagdo surgiu como um método promissor para a criopreservagédo de
oocitos, desempenhando um papel crucial nas tecnologias de reproducéo assistida, tanto em mulheres
quanto em especies pecuarias (THARASANIT e THUWANUT, 2021). No entanto, as taxas de

sucesso em termos de desenvolvimento, sobrevivéncia e competéncia oocitaria tém sido geralmente



baixas, devido, em parte, aos danos causados pela vitrificagdo, incluindo a perturbacéo das jungdes
comunicantes célula-célula ou projecdes transzonais (TZP) entre o odcito e as células do cumulus
(TRAPPHOFF et al., 2010). Esses danos podem ser atribuidos a diversos fatores, como as altas taxas
de resfriamento e a escolha do tipo e concentracdo de agentes crioprotetores (AMORIM et al., 2011).
Assim, uma ampla gama de metodologias tem sido explorada para atenuar esses danos. A
incorporacdo de proteinas anticongelantes (PACs) na solucdo de vitrificagdo surgiu como uma
estratégia notavel para proteger a integridade morfoldgica dos odcitos, devido a sua capacidade de
inibir a formacdo de gelo e estabilizar a membrana plasmatica, destacando-se especialmente a PAC
Tipo I (CHAVES et al., 2016). Outra classe de macromoléculas sdo os polimeros sintéticos, como
a polivinilpirrolidona (PVP K-12), Supercool X-1000 e o Supercool Z-1000, que apresentam origem
analogas as PACs. Tais polimeros desempenham um papel crucial na reducdo da concentracdo
necessaria de crioprotetor penetrante para a vitrificacdo, ao mesmo tempo em que melhoram a
estabilidade do estado amorfo das solucdes de vitrificagdo, com baixa toxicidade associada (WOWK
et al., 2000). Dessa forma, a utilizacdo de bloqueadores de gelo como os polimeros sintéticos e as
proteinas anticongelantes durante a vitrificagdo de oécitos torna-se fundamental para observar os
possiveis efeitos dessas substancias a fim de evitar danos celulares e estabelecer protocolos de

vitrificacdo adequados para essas estruturas.

2. OBJETIVO
Avaliar a configuracdo da cromatina e a integridade das TZPs em odcitos bovinos imaturos

apos vitrificacdo utilizando dois blogueadores de gelo (PXZ e PAC III).

3. MATERIAIS E METODOS

Complexos Cdmulos-Odcitos (CCOs) foram puncionados, selecionados e distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: frescos e vitrificados. Uma parte dos CCOs foram imediatamente
destinados a MIV por 24h (controle fresco), enquanto os CCOs destinados a vitrificacdo, foram
submetidos a dois protocolos: (1) utilizando polimeros sintéticos (PS) ou (2) proteinas
anticongelantes (PAC I11). No protocolo de PS, os CCOs foram expostos a trés diferentes solucdes
de equilibrio (SE) que tem como meio de base (MB) o MEM-HEPES suplementado com 15% de soro
fetal bovino (SFB) e 100 pM de ALA, sendo diferenciada pela adigdo de 5% de dimetilsulfoxido
(DMSO) na SE 1; 15% de DMSO e etilenoglicol (EG) na SE 2; e 30% de ambos os ACPs na SE 3,
onde os CCOs permaneceram por 5, 3 e 2 minutos respectivamente, em temperatura ambiente (TA).
Em seguida, os CCOs foram transferidos para a solucdo de vitrificagdo (SV) composta por 50% da
SE adicionada de 10% de PS (5% de Polivinilpirrolidona — PVP, 2.5% de Supercool X-1000 e 2.5%
de Supercoool Z-1000) por 10 segundos. No protocolo utilizando PAC 111, os CCOs foram expostos
a SE composta por MEM-HEPES suplementado com 20% (v/v) de SFB, 7,5% de DMSO e 7,5% de



EG por 5 min. Em seguida, os CCOs foram expostos a SV composta por MEM-HEPES suplementado
com 20% de SFB, 16% de DMSO, 16 % de EG, 100 uM de ALA e 1M de sacarose por 20 segundos.
Foram adicionadas em ambas as solugdes (SE e SV) 1000 ng/mL de PAC I11. Em ambos os protocolos
para a vitrificacdo propriamente dita, grupos de 5-10 CCOs foram transferidos para palhetas de 0,25
mL (MINITUBE BRASIL) e envasadas com SV e seladas com PVA. Em seguida, as palhetas foram
expostas ao vapor de nitrogénio liquido (NL2) por 2 minutos e entdo mergulhadas diretamente no NL.
sendo crioestocadas por uma semana.

Apds esse periodo, os CCOs foram aquecidos e maturados em Tissue Culture Medium (TCM-
199) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), piruvato de sédio 0,2 mM, L-glutamina 2
mM, gentamicina 50 mg/ml, 10 Ul/ml, gonadotrofina corinica equina (eCG) e 10 Ul/mL de
gonadotrofina coridnica humana (hCG) por 24 horas. Ao final da M1V, a configuragéo da cromatina

e a integridade das projec¢es tranzonais (TZPs) foram avaliados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para observar os impactos da vitrificacdo sobre a maturagdo oocitéria, o status da cromatina
foi avaliado quanto ao estagio de vesicula germinativa (VG), rompimento da vesicula germinativa
(RVG), metafase | (MI), metafase (1) e degenerado (DEG). Apds a M1V, todos os CCOs frescos ou
vitrificados retomaram a meiose. Odcitos vitrificados utilizando proteinas anticongelantes (PAC 111)
apresentaram taxa de MI maior (34%) em relacdo a odcitos vitrificados utilizando polimeros
sintéticos (PXZ) (22%) e o controle fresco (13%). A taxa de MII em odcitos vitrificados com o
protocolo PXZ apresentaram maiores taxas de MII (38%) em relacdo ao protocolo PAC 111 (10%).
Em relacdo a taxa de degeneracdo, odcitos vitrificados utilizando o protocolo PAC 11 apresentaram
uma taxa maior (55%) em relacdo ao PXZ (40%) e controle fresco (5%). Nossos dados parecem
promissores no que diz respeito ao uso dos polimeros sintéticos durante a vitrificacdo de odcitos
bovinos imaturos, uma vez que houve maiores taxas de MIl e menores taxas de degeneracdo. Por
outro lado, a utilizacdo de proteinas anticongelantes apresentou menores taxas de odcitos em Ml e
maiores taxas de degeneracdo em relagdo aos demais tratamentos. Neste contexto, nossos resultados
estdo em consonancia com o de CHAVES et al., 2016, que demonstrou que a PAC |11 ndo preservou
a organizacao do fuso mei6tico em odcitos imaturos bovinos vitrificados.

Considerando que as TZPs desempenham um papel fundamental na troca de substancias
(lipidios, proteinas, RNA, EVs) entre células da granulosa e odcito (MARCHAIS et al., 2022).
Portanto, verificar a integridade destas estruturas apos vitrificagdo/aquecimento e posterior maturacao
in vitro é de suma importancia para avaliar a qualidade oocitaria. Nossas imagens mostraram que as
TZPs estavam presentes e intactas em CCOs frescos e vitrificados (Fig. 2). No entanto, o protocolo
de CCOs vitrificados utilizando PAC 111 parecem apresentar uma retracdo citoplasmatica maior do

que o protocolo PXZ, reduzindo a quantidade de TZPs em todo o odcito e impedindo a comunicagéo



bidirecional entre odcito-células do cumulus. Os componentes que formam as TZPs, sdo muito
sensiveis as mudangas de temperatura e estresse, deste modo, sendo suscetiveis a danos causados
durante o processo de criopreservacdo (VANHOUTTE et al., 2004). Dessa forma, n6s consideramos
que o protocolo utilizando as proteinas anticongelantes tipo I11 pode néo ter sido eficiente em evitar

danos a estas estruturas durante a criopreservacao.

5. CONCLUSOES
Diante do exposto, acreditamos que a vitrificacdo utilizando o protocolo PXZ pode ser mais
eficiente do que o protocolo PAC 111 em relacéo as taxas de metafase Il e integridade das TZPs durante

a vitrificagdo de CCOs bovinos imaturos.
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