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RESUMO

A criopreservagdo ¢ uma importante ferramenta que contribui para a conservagdo do
material genético reprodutivo em animais e/ou humanos. Durante o processo de criopreservacao
pode ocorrer um aumento excessivo de radicais livres e consequentemente possiveis danos nas
organelas ou no material genético das células. No intuito de evitar esses possiveis inconvenientes,
pesquisadores relataram o beneficio da adicdo de substincias que confiram prote¢do aos odcitos
durante a reducao drastica de temperatura. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
fragmentacdo de DNA e a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio apos a vitrificagdo
utilizando dois bloqueadores de gelo, seguida de maturagao in vitro de CCOs bovinos. Para tanto,
CCOs bovinos foram aspirados de foliculos antrais (3-6 mm) e selecionados para vitrificagdo
utilizando polimeros sintéticos (PS) ou proteinas anticongelantes (PAC III). Apos a
vitrificagdo/aquecimento, os CCOs foram destinados a MIV por 24h. De acordo com nossos
achados, a vitrificagdo utilizando PS apresentou menor porcentagem de danos no DNA em relagao
ao protocolo de vitrificagao utilizando PAC III. Além disso, vale destacar que o protocolo PAC III
apresentou maiores niveis de estresse oxidativo em relagdo ao controle fresco. Diante do exposto, a
vitrificagdo utilizando polimeros sintéticos parece ser mais eficaz contra a fragmentacdo de DNA
para a vitrificagdo de CCOs bovinos imaturos.

PALAVRAS-CHAVES: Criopreservacao; Odcitos; Aditivos crioprotetores.



1 INTRODUCAO

A criopreservagdo de oocitos tem sido uma importante alternativa para a preservacao ou
extensao da fungdo reprodutiva em mulheres. Além disso, possibilita a formacao de bancos de
germoplasma de animais raros e/ou de alto valor genético (PEINADO et al., 2022; ANGEL-VELEZ
et al., 2023). Basicamente os oocitos podem ser criopreservados por congelagdo lenta ou por
vitrificagdo. A congelacdo lenta utiliza equipamentos programaveis para reducdo gradativa de
temperatura e baixas concentragdes de crioprotetores. Por outro lado, a vitrificagdo vem ganhando
destaque, pois promove a reducao drastica de temperatura, utilizando concentragdes elevadas de
agentes crioprotetores (ACP), reduzindo a formagao de cristais de gelo (FULLER, 2004). Contudo,
relatos como estagio meiodtico, alteracdes de osmolaridade, estresse oxidativo, toxicidade e
recristalizacao, podem ser considerados inconvenientes nessa técnica (CHANG et al., 2022). Dessa
forma, a utilizacdo de bloqueadores de gelo como os polimeros sintéticos € as proteinas
anticongelantes durante a vitrificagdo de odcitos torna-se fundamental para observar os possiveis
efeitos dessas substancias a fim de evitar danos celulares e estabelecer protocolos de vitrificagao

adequados para essas estruturas.

2 OBJETIVO
Avaliar danos ao DNA e o estresse oxidativo apds vitrificagdo e maturagdo in vitro de

CCOs bovinos na presenga de polimeros sintéticos (PS) e proteinas anticongelantes (PAC III).

3 MATERIAIS E METODO

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 vitrificacao, foram submetidos a dois protocolos:
(1) utilizando polimeros sintéticos (PS) ou (2) proteinas anticongelantes (PAC III). No protocolo de
PS, os CCOs foram expostos a trés diferentes solugdes de equilibrio (SE) que tem como meio de
base (MB) o MEM-HEPES suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB) e 100 uM de ALA,
sendo diferenciada pela adicdo de 5% de dimetilsulféxido (DMSO) na SE 1; 15% de DMSO e
etilenoglicol (EG) na SE 2; e 30% de ambos 0os ACPs na SE 3, por 5, 3 e 2 minutos respectivamente
em temperatura ambiente (TA). Em seguida, os CCOs foram transferidos para a solu¢do 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 III, 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 15 min. Em seguida, os CCOs foram
expostos & SV composta por MEM-HEPES plus 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 III. Em ambos os protocolos para a vitrificagdo 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
(NL,) por 2 minutos e entdo mergulhadas diretamente no NL, sendo crioestocadas por uma semana.

Apo6s esse periodo, os CCOs foram aquecidos e maturados em Tissue Culture Medium
(TCM-199) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), piruvato de so6dio 0,2 mM,
L-glutamina 2 mM, gentamicina 50 mg/mL, 10 UI/mL gonadotrofina coridnica equina (eCG) e 10
Ul/mL de gonadotrofina corionica humana (hCG) por 24 horas. Ao final da MIV, foram avaliados
quanto aos niveis de fragmentacdo do DNA pelo ensaio de cometa alcalino e pela presenga de

radicais livres intracelular e no meio de MIV.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos dados mostraram que o controle positivo (H,0,) e os grupos vitrificados (PS e PAC
IIT) apresentaram uma porcentagem maior de DNA comprometido em relagdo ao controle negativo
(controle fresco). Vale destacar, que a vitrificagdo utilizando o protocolo PS apresentou uma menor
porcentagem de danos no DNA em relagdo ao protocolo PAC III (25% vs. 43%, respectivamente)
(P<0,05). Em relacdo aos scores de distribuicdo de danos no DNA foi possivel observar que o
protocolo PS apresentou menores niveis de danos (score 2) em relagdo ao protocolo PAC III.
Berthelot-Ricou et al (2013) demonstraram que a vitrificagdo de oo6citos de camundongos induziu
danos estatisticamente maiores ao DNA em comparacdo com o grupo de controle negativo. J4 foi
demonstrado que a vitrificagdo de odcitos imaturos em suinos, apresentou aumento das quebras da
dupla fita de DNA, que permaneceram no estagio de clivagem subsequente do embrido e reduziram

sua capacidade de desenvolvimento (SOMFAI et al., 2023).

Em relagdo ao estresse oxidativo, os dados mostraram que o controle positivo apresentou
maior concentracdo de radicais livres em relacdo aos grupos vitrificados e controle fresco
(negativo). Por outro lado, os CCOs vitrificados ndo diferiram entre si na produ¢ao de radicais
livres (ERO e ERN), entretanto, o protocolo PAC III apresentou maior concentragdo de ERO e ERN
em relacdo ao controle fresco. Gutiérrez-Castillo et al (2023) mostraram que odcitos bovinos
maturados in vitro e vitrificados mantiveram os niveis de espécies reativas semelhantes ao controle.
A vitrificagdo € responsavel pela geracdo excessiva de EROs e nitrogénio (ERNs), devido a
exposicdo as altas concentragdes de agentes crioprotetores, causando alteragdes estruturais e
metabolicas (DEVASAGAYAM et al., 2004). Além disso, Galeati et al. (2011) relataram que o
estresse oxidativo induzido pela vitrificacdo de odcitos porcinos resultou na reducdo da viabilidade

e capacidade de fertilizacdao e no aumento da senescéncia.



5 CONCLUSOES
Diante do exposto, a vitrificacdo utilizando polimeros sintéticos parece ser mais eficaz

contra a fragmentacao de DNA para a vitrificagdo de CCOs bovinos imaturos.
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