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RESUMO

A vitrificacdo é um dos métodos utilizados para oocitos imaturos e maturados de bovinos.
Porém, necessita ser aprimorado quanto a competéncia odcitaria ap6s o aquecimento. O uso de
Fluido folicular bovino (FFB) é conhecido em sistemas de producdo in vitro, mas, inexplorado
em meio de vitrificacdo. O objetivo do estudo foi vitrificar odcitos em uma solucéo
suplementada com Fluido Folicular Bovino (FFB) ou Soro Fetal Bovino (SFB) para investigar
a sobrevivéncia pds-aquecimento por meio da maturacdo nuclear e analise da expressao génica
de HSP70. O estudo foi dividido entre dois experimentos: No experimento 1 os complexos
cumulus oophorus (CCOs) imaturos foram distribuidos em trés grupos experimentais. No
experimento 2, trés grupos experimentais para maturados e trés grupos experimentais para
complexos cumulus CCOs imaturos. O grupo Controle de o6citos (sem vitrificagdo) em odcitos
imaturos, foram submetidos direto a maturacdo in vitro. Ambos experimentos utilizaram no
grupo 1, (meio TCM 199 + 20% Soro fetal bovino(SFB) + crioprotetores), e 0 grupo 2,
vitrificacdo em (meio TCM 199 + 20% fluido folicular bovino(FFB) + crioprotetores), em
seguida CCOs imaturos foram levados a maturacdo in vitro. No experimento 1, todos os
imaturos dos grupos experimentais, apds a maturacao, foram corados com orceina acética para
fins de visualizacdo estrutural. Enquanto que, no experimento 2 o6citos maturados e imaturos,
apo6s o aquecimento, foram levados para analise da expressao génica da proteina de choque
térmico HSP70. As taxas de sobrevivéncia de odcitos que foram levados para a maturacdo para
avaliar o estadio meidtico Il (MII) foram expressos em porcentagens e avaliadas por analise da
variancia (ANOVA) e pos-teste de Bonferroni. Para analise estatistica foi utilizado o software
SigmaPlot® 14.5 com nivel de significAncia em P<0,005. Ja a analise estatistica da expresséo
génica foi realizada por ANOVA dois critérios no programa Sigmaplot com significancia de
0,05. Em andlise de maturacdo dos odcitos imaturos, ndo foi apresentado diferencas
significativas entre os grupos vitrificados com SFB ou FFB (p>0,001) ambos e taxa de
maturagdo foi menor (p>0,001) ao grupo controle. Em relagdo ao experimento 2, o6citos do
grupo de maturados vitrificados, a analise de expressdo génica da proteina HP70, ndo houve
diferenga entre os grupos vitrificados com SFB e FFB, ja as células da granulosa de imaturos,
FFB e FBS também diferiram entre si e do controle (p < 0,05). Esses resultados indicam que o
fluido folicular pode ser usado para substituir a suplementacdo com FBS em meios de
vitrificagdo de odcitos bovinos.

PALAVRAS-CHAVE: Criopreservacgdo; expressao génica; crioprotetores.



ABSTRACT

Vitrification is one of the methods used for immature and mature bovine oocytes. However, it
needs improvement regarding hearing competence after warming. The use of bovine follicular
fluid (BFF) is known in in vitro production systems, but unexplored in vitrification media. The
aim of this study was to vitrify oocytes in a solution supplemented with bovine follicular fluid
(BFF) or fetal bovine serum (FBS) to investigate post-warming survival through nuclear
maturation and analysis of HSP70 gene expression. The study was divided into two
experiments: In experiment 1, immature cumulus oophorus complexes (COCs) were distributed
into three experimental groups. In experiment 2, three experimental groups were used for
mature oocytes and three experimental groups for immature cumulus oophorus complexes. The
control group of oocytes (without vitrification) in immature oocytes were directly subjected to
in vitro maturation. Both experiments used, in group 1, (TCM 199 medium + 20% fetal bovine
serum (FBS) + cryoprotectants), and in group 2, vitrification in (TCM 199 medium + 20%
bovine follicular fluid (BFF) + cryoprotectants), followed by in vitro maturation of immature
oocyte complexes (OCCs). In experiment 1, all immature oocytes from the experimental
groups, after maturation, were stained with acetic orcein for structural visualization.
Meanwhile, in experiment 2, matured and immature oocytes, after warming, were subjected to
gene expression analysis of the heat shock protein HSP70. Survival rates of oocytes that were
matured to assess meiotic stage Il (MIl) were expressed as percentages and evaluated by
analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni post-hoc test. For statistical analysis,
SigmaPlot® 14.5 software was used with a significance level of P<0.005. The statistical
analysis of gene expression was performed using two-way ANOVA in the Sigmaplot program
with a significance level of 0.05. In the maturation analysis of immature oocytes, no significant
differences were found between the groups vitrified with FBS or FFB (p>0.001), and the
maturation rate was lower (p>0.001) than the control group. Regarding experiment 2, oocytes
from the vitrified matured group, the gene expression analysis of the HP70 protein showed no
difference between the groups vitrified with FBS and FFB, while the granulosa cells of
immature oocytes, FFB, and FBS also differed from each other and from the control (p < 0.05).
These results indicate that follicular fluid can be used to replace FBS supplementation in
vitrification media of bovine oocytes.

KEYWORDS: Cryopreservation; gene expression; cryoprotectants.



LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Tabela 1- Estudos sobre vitrificagdo de odcitos bovinos e parametros investigados.................. 15
Tabela 2- Estudos sobre o uso de fluido folicular em substituicdo ao SFB ..............ccccevvnenne. 18
Figura 1- Fases do crescimento folicular no ovario. Fonte: HALL. (2017) ....cccccovevvivivinenns 20
Tabela 2- Maturacdo nuclear de odcitos bovinos vitrificados em diferentes meios ................... 34

Figura 2- Complexos cumulus-o0cito imaturos apoés vitrificacdo com solucéo a base de fluido

folicular (BFF) comparados ao controle ndo Vitrificado...........ccccocveveiicve s 35

Figura 3- Expressao relativa do gene HSP70 em odcitos maturados in vitro (A) e em células da

granulosa obtidas por bidpsia de oo6citos imaturos apos Vitrificacao (B) .......ccccevvevvevverieennene 36



SUMARIO

I 11 0o [ o T OSSR 9
O oY= ANV oI [=] g | SRRSO 10
2.1 ODjJetiVOs ESPECITICOS: ....eviiiieiiiteieese et 10
3.1 Importancia da CriOPIrESEIVAGAD ........ccueiveeierierieeieeeeseeteseesre e e s e sreesaeareesreesreenee e 11
3.2 PrinCipios da VItHTICACAD.........ccueieerieeie ettt ettt nre e 12
3.2.1 Fatores que influenciam a vitrificagdo de 00CITOS ..........cevveerireiincieiere e 12
3.2.2 Vitrificagdo €m 00CItOS DOVINOS.........ccuviieiieiiieic et 13
3.3 O uso de fluido folicular em substituico ao SFB............cccccccvvviieiiieiecsecc e, 17
3.3.1 Composi¢ao do Fluido FOIICUIAr ..........ccccviiiiiiiee e 20
=] (=] ] gL oL USSP 22
CAPITULDO lII- Vitrificacdo com fluido folicular em odcitos bovinos...................... 27
5. INTFOAUGED ...ttt b et bbb 29
6. MaAteriais € METOUOS ......c.eeuverieierieiie ittt ettt sb et ens 29
6.1 Obtencdo de Complexos Cumulus-Odcito (CCOs) e Fluido Folicular..................... 29
6.2 Experimento 1: Efeito da vitrificagdo com BFF na maturacao nuclear .................. 30
6.3 Vitrificacdo e aguecimento de 00CItOS IMAtUNOS..........ccccveiieiieiie i 30
6.4. MaturaGao IN VILIO .......c.cov i 30
6.4.1 Maturacdo nuclear de 06citos imaturos vitrificados ..........c.ccceevevieieiniecnennen, 31
6.5 Experimento 2: Efeito da vitrificacdo com BFF na expressao do gene HSP70....... 31
6.5.1 Vitrificacdo de o06citos imaturos e maturados in Vitro..........cccccceeevecieceesieennen, 31
6.5.2 Armazenamento de odcitos e células da granulosa para anélise de expressao
0 1=T ] o= USSR 32
6.5.3 Isolamento de RNA e PCR quantitativa em tempo real com transcri¢cdo
FEVEFSA (RT-0PCR) ..ottt ste e snaesae e e 32
6.5.4 ANALISE ESTALISTICA. ... .cveivieiieieieie et sre e ene e 33
7. RESUITATOS ...ttt e et eesbesnaesraeteeneesneenee s 34
7.1Experimento 1: A vitrificacdo com fluido folicular néo difere da vitrificagdo com
0] o =1 7= L 010171 o TSR 34
7.2 Experimento 2: Expressdo génica apos a vitrificacdo em solucao de fluido folicular
.............................................................................................................................................. 35
8. DISCUSSBO ... vttt eteeste sttt et ekttt e bt et e st e b e et e st e sb e et e e bt e b e enbeemeesreebeeneesbeantens 37
TR ©o] o T 11 1= o SRR 38

ANEXO Lo 43



CAPITULO |

1 Introducéo

A criopreservacdo, realiza a conservacao de células e tecidos, preservando-as por tempo
indeterminado ao reduzir o metabolismo celular basal (YOUNGS et al., 2019). Sua aplicacao
tem abrangéncia na medicina regenerativa (LI et al., 2020), medicina reprodutiva humana
(RIENZI et al., 2017) e animal (SOUZA et al., 2018), através da criopreservacao de embries
e células germinativas masculinas ou femininas.

A criopreservacdo tem vantagens por permitir a comercializacdo e transferéncia de
embrides quando necesséario (DOCHI, 2019), possibilidade de formar bancos de germoplasma
em animais de producdo ou em risco de extingdo (MORREL; MAYER, 2017) e até a
comercializacdo de sémen criopreservado (YANEZ et al., 2021).

Nesse contexto, a técnica de vitrificacdo se destaca para a criopreservacao de odcitos
pois realiza o resfriamento ultra-rapido da amostra, proporcionando a passagem do estado
liquido para o sélido (VAJTA, 2013.) As solugdes mais comuns na vitrificagdo sdo compostas
por meio base TCM199-HEPES com 10-20% de soro fetal, etilenoglicol e DMSO, ocorrendo
variacdes de acordo com o protocolo (DUJICKOVA et al., 2021).

Por sua vez, o soro fetal € um componente essencial das solucdes de vitrificacdo e de
grande parte dos meios de cultivo celular, por apresentar componentes como fatores de
crescimento, e componentes energéticos (ABE et al., 2002)

Héa evidéncia, contudo, que o soro fetal pode ser substituido pelo fluido folicular durante
a maturacdo in vitro de o6citos bovinos (AZARI et al., 2021; CHOI et al., 1998; COLLINS;
WRIGHT, 1995; KIM et al., 1996; LONERGAN et al., 1994; LOPES et al., 2019; MUTARY
et al., 2019; ROMERO; SEIDEL, 1994). devido a sua composicdo rica em glicoproteinas,
fatores de crescimento, eletrélitos, hormonios esteroides (CHOU; CHEN, 2018; GONCALVES
et al., 2015; HUNG et al., 2015). Por outro lado, € desconhecido se o fluido folicular teria a
mesma utilidade de substituicdo ao soro fetal em protocolos de vitrificacdo de oocitos.

Dessa forma, o presente trabalho sugere um protocolo de vitrificagdo baixo custo para
odcitos imaturos e maturados de bovinos, utilizando fluido folicular em meio de vitrificacdo e
substituindo o soro fetal bovino (SFB). Sera usado o método OPS de vitrificagdo (VAJTA et
al., 1998) com adaptacdes, as quais serdo: 1) substituicdo de SFB por fluido folicular na solucéo
de vitrificacdo e, 2) novo criodispositivo de hematdcrito de vidro para armazenamento dos

Complexos Cumulus Oophorus (CCOs).
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2 Objetivo geral:
e Padronizacdo de protocolo de vitrificacdo de complexos cumulus oophorus (CCOs)

imaturos e maturados de bovinos utilizando solucdo de vitrificagdo contendo fluido
folicular ou Soro Fetal Bovino (SFB).
2.1 Objetivos especificos:

e Vitrificar CCOs imaturos em solucdo padrdo contendo SFB com crioprotetores versus
solucéo contendo fluido folicular com crioprotetores.

e Comparar a sobrevivéncia e qualidade odcitaria p6s-aquecimento através das analises
de maturacdo nuclear.

e Analisar a expressao da proteina HSP70 em odcitos maturados e nas células do cumulus

em diferentes soluc@es e crioprotetores.
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3 Revisdo da literatura

3.1 Importancia da criopreservacgao

A criopreservacao é uma biotécnica da reproducdo utilizada para manter a integridade
de células ou tecidos, de forma que o metabolismo fique em repouso preservando-as por longos
periodos, em temperaturas baixas (CHINEN et al., 2019).

A criopreservacdo tem sido aplicada para a conservacédo de células (LIRA et al., 2021),
tecidos (SILVA et al., 2019), embrides (CAAMANO et al., 2015), odcitos (RIENZI et al.,
2017) ou sémen (PRIETO et al., 2014) de diferentes espécies. Desde animais silvestres
(NOWAK et al., 2019; PRIETO et al., 2014), mamiferos (LIRA et al., 2021; SILVA et al.,
2019), humanos (ALMODIN et al., 2010; RIENZI et al., 2017) e bovinos (ARAV et al., 2018;
BRUYERE et al., 2012; CAAMANO et al., 2015).

Em humanos a criopreservacdo de gametas e embribes é largamente aplicada com fins
de reproducéo assistida e resulta em taxas de sobrevivéncia celular consideradas satisfatorias
(SARANDY et al., 2016). J& em outras espécies de animais é aplicada para a formacdo de
bancos de germoplasmas, para armazenar o material genético de elevado valor zootécnico (DO
et al., 2019) ou mesmo em risco de extincdo (MORREL; MAYER, 2017).

No contexto da producdo animal, a criopreservacao facilita o armazenamento de células,
gametas e embriGes por longos periodos, proporcionando embriGes congelados de animais
geneticamente valiosos, ou mesmo a possibilidade ao produtor de escolher os periodos mais
favoraveis para transferéncia de embrides, possibilidade de formar bancos de germoplasma, e
até a comercializacio de sémen criopreservado (FERRE et al., 2020).

Logo, a criopreservacdo € uma biotécnica relevante podendo ser aplicada em conjunto
com a Producéo In vitro de embrides (PIVE), a superovulacao com transferéncia de embrides,
e a puncéo folicular guiada por ultrassom (GONCALVES et al., 2008). Para exemplificar,
somente no ano de 2020, segundo dados do IETS- 2020, a propor¢éo de embrides produzidos
in vivo, congelados, aquecidos e transferidos, foi de 40,5%, enquanto de embrides in vitro
congelados e aquecidos foi de 43,9% (VIANA, 2021). Demonstrando a importancia da

criopreservacao no contexto e pratica comercial das biotecnologias reprodutivas.
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3.2 Principios da vitrificagéo

A criopreservagdo pode ser feita por congelamento lento e por vitrificagdo. Esses
métodos diferem em relacdo a quantidade de crioprotetores e o tempo de resfriamento
(CASTRO et al., 2011). O congelamento lento utiliza baixas concentragdes de crioprotetores e
tempo de resfriamento prolongado pois o decréscimo de temperatura é gradual, o que por um
lado possibilita a interacdo do soluto com agua no meio intracelular e por outro lado pode
ocasionar a formacdo de cristais de gelo, choque osmdtico, e alteracdes irreversiveis a
membrana plasmatica. A vitrificacdo utiliza maior concentragdo de crioprotetores pois submete
as amostras a resfriamento ultrarrapido.

Como vantagem a vitrificagdo facilita a rapida desidratacdo das células, passando do
estado liquido para sélido em poucos segundos, e deixando-as facilmente permeéveis aos
crioprotetores (RAJAN; MATSUMURA, 2018). Os crioprotetores agem no meio formando
uma solucdo viscosa que se mistura a agua da célula, impedindo que estas se transformem em
cristais de gelos durante o resfriamento. Por outro lado, essas altas concentragOes de
crioprotetores também pode ser toxica para a célula (L1U et al., 2021).

A eficécia da vitrificacdo varia entre os protocolos e tem relagdo com as formas de
manuseio da técnica como, a viscosidade do meio, a quantidade de crioprotetores, o tempo de
exposicdo aos crioprotetores, o volume, a taxa de resfriamento e por fim, o aquecimento,
evitando ao maximo o nivel de estresse da célula (GUPTA et al., 2021).

Os protocolos habituais de vitrificacdo de embriGes e odcitos consiste em iniciar com
uma solucdo de equilibrio contendo baixas concentracBes de crioprotetores, expor
gradativamente a concentracBes maiores, e finalizar com o répido resfriamento (BOLDT,
2011). De certa forma, a vitrificagdo objetiva evitar a formacéo de cristais de gelo intracelular
e cristalizacdo extracelular, que sdo os causadores de lesdo durante o resfriamento dos o6citos
(YANG et al., 2017; MANDAWALA et al., 2016).

3.2.1 Fatores que influenciam a vitrificagdo de odcitos

Um fator que influencia na eficiéncia da vitrificacdo é a qualidade dos odcitos ou
blastocistos, esta qualidade se relaciona a capacidade do odcito ou embrido, em resistir as
crioinjurias decorrentes do resfriamento e do aquecimento. Por sua vez, as crioinjurias
acarretam alteragdes nas organelas, diminuicdo das juncOes intercelulares, alteracbes na
atividade das mitocondrias, mudangas em niveis da expressdo de genes e fissuras no
citoesqueleto (DALCIN et al., 2013; CHEN et al., 2016).
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Células com acumulo de lipidios na membrana também é um dos fatores limitantes
que diminuem o sucesso da técnica, de modo que a integridade da membrana celular pode ser
afetada durante o resfriamento(ABE et al., 2002; IDRISSI et al., 2021; MENEGHEL et al.,
2017), pois as células recebem um volume significante de adgua e crioprotetores, no qual,
membranas precisam ser mais permedveis e flexiveis para auxiliar na movimentacéo
intracelular, assim, evitando o estresse osmdtico e a alteracdo da integridade da membrana
(SEIDEL, 2006). Além disso, o citoplasma odcitos e embrides bovinos comumente apresenta
grandes quantidades de goticulas lipidicas (LDs) que podem dificultar o processo de
criopreservacao, o resfriamento- aquecimento, altera as propriedades fisicas, quimicas dos
lipidios intracelulares, causando crioinjdrias na célula (AMSTISLAVSKY et al., 2019).

Outro fator que influencia a sobrevivéncia pos aquecimento dos o4citos é o estadio de
maturacdo. Ndo hd um consenso na literatura sobre qual o estddio mais adequado para
congelamento, pois alguns estudos sugerem que os mais adequados sdo 0s 00citos imaturos
(FAGUNDES et al., 2004; SERRA et al., 2020), enquanto outros estudos sugerem que sdo 0s
odcitos maturados (CHAVES et al., 2017; CHINEN et al., 2020).

Fagundes et al. (2004) ao criopreservar odcitos imaturos e maturados, observaram
apenas 0,4% de clivagem em od6citos imaturos e ndo observaram clivagem em o00citos
maturados. Enquanto Chaves et al. (2017) observaram que CCOs maturados ndo apresentaram
anormalidades do fuso mei6tico e a taxa de clivagem foi maior comparado aos imaturos (19%
vs. 8%, respectivamente). Contudo, tanto CCOs imaturos e maturados formaram menos
embrides comparados ao controle sem vitrificagéo.

Os od6citos imaturos e maturados diferem no aspecto nuclear o que pode estar
relacionado a estes resultados, o imaturo apresenta auséncia do fuso meidtico que por sua vez,
€ uma estrutura susceptivel aos danos do congelamento (SERRA et al., 2020). Em
contrapartida, oocitos maturados, em metafase Il, ja apresentam as estruturas do fuso e, logo,
quando sofrem o congelamento pode ocorrer a instabilidade dos fusos meidticos prejudicando

a meiose e consequentemente a fertilizagdo (SHAW et al., 2000).

3.2.2 Vitrificagdo em o06citos bovinos

Um dos metodos mais conhecidos para vitrificagdo de odcitos bovinos € 0 método OPS
- Open Puller Straw (VAJTA et al., 1998). Em seguida, o método Cryotop que foi
originalmente proposto para oocitos humanos (KUWAYAMA et al., 2005) e que tem sido
empregado em bovinos também. Além desses métodos classicos ha diversos trabalhos
buscando otimizar a vitrificacio (revisado por DUJICKOVA et al., 2021).
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Independente dos protocolos citados a seguir, um ponto em comum que deve ser
ressaltado é que o meio de vitrificagdo mais utilizado é o TCM 199 suplementado com 10 a
20% de Soro Fetal Bovino (SFB), chamado de Meio Base. Por sua vez, os crioprotetores mais
citados sdo o etilenoglicol (EG) e o Dimetilsulfoxido, DMSO (CHAVES et al., 2017,
DINNYES et al., 2000; FAHEEM et al., 2015; OLEXIKOVA et al., 2020; PAPIS et al., 2000;
PAUL et al, 2018; TASHIMA et al., 2017).

A tabela 1 sumariza alguns estudos que serdo discutidos a seguir.



Tabela 1- Estudos sobre vitrificacdo de o6citos bovinos e pardmetros investigados.

Autor (ano)

Estadio celular

Experimento

Vajta et al.
(1998)

Papis et al.
(2000)

Dinnyés et al.
(2000)

Kuwayama et al.
(2005)

Faheem et al.
(2015)

Chaves et al.
(2017)

Tashima et al.
(2017)

Paul et al.
(2018)

Olexikova et al.
(2020)

Chinen et al.
(2020)

Odbcitos

maturados

Oocitos

maturados

Odcitos

maturados

Odocitos

maturados

OA0citos imaturos

Odcitos imaturos

e maturados

OA6citos imaturos

Odcitos

maturados

Odcitos

maturados

Odcitos

maturados

Propor método de vitrificagdo OPS (Open Pulled Straw)

Testar concentracdes (0, 1, 2, 4 e 6% EG) e tempo de

exposicao aos crioprotetores (2, 12 e 15min pré-equilibrio)

Testar novo método de vitrificagdo que usa uma superficie

de metal pré-congelada.

Propor método de vitrificagdo Cryotop®

Testar combinages de crioproterores (EG, DMSO e
PROH)

Comparar vitrificagdo de odcitos em diferentes estadios do

ciclo celular (imaturos versus maturados)

Testar reducéo ou remocéo total do tamanho das camadas

de células dos CCOs para vitrificacdo

Comparar novo método que utiliza criodispositivo de

papel ao método Cryotop®

Testar novo método de vitrificacdo que usa grade de

microscopia eletronica feita de niquel.

Comparar novo método que utiliza malhas de nailon com

diferentes tamanhos (37, 57 e 77uM) ao método Cryotop®

Fonte: A autora
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Muitos estudos procuram otimizar a vitrificagcdo de oocitos bovinos ao modificar a
concentracdo e/ou o tempo de exposi¢do aos crioprotetores. Papis et al. (2000) vitrificaram
oocitos maturados em TCM 199 com 20% de SFB, EG 5,5 M e sacarose 1,0 M e testaram varios
tempos de pré-equilibrio dos odcitos em solucdes de crioprotetor. Faheem et al. (2015) ao
vitrificarem od6citos imaturos utilizaram combinagfes de crioproterores EG, DMSO e 1,2
propanodiol (PROH) e como resultado ndo observaram diferenca entre as taxas de blastocisto,
apos 0 aquecimento, em comparagao ao controle.

Outros estudos até mesmo propdem novos protocolos com uso de diferentes
criodispositivos para depositar os 06citos vitrificados (CHINEN et al., 2020; DINNYES et al.,
2000; OLEXIKOVA et al., 2020; PAUL et al., 2018), ou até mesmo ao propor mudangas no
preparo das amostras (CHAVES et al., 2017; TASHIMA et al., 2017;).

Quanto aos estudos propondo inovacGes na vitrificacdo podemos citar 0 uso de novos
criodispositivos de papel (PAUL et al., 2018), de malha de néilon (CHINEN et al., 2020),
superficie de metal pré-congelada (DINNYES et al., 2000) e até grade de microscopia
eletronica feita de niquel (OLEXIKOVA et al., 2020). Como aspecto em comum, todos
utilizaram meio base TCM199 e 20% SFB e diferentes concentracfes de EG variando de 7,5 a
35% combinado a DMSO, sucrose, polivinil-pirrolidona ou trealose. Quanto aos resultados,
todos relataram taxas de clivagem ou blastocisto inferiores ao grupo controle sem vitrificagcao
(CHINEN et al., 2020; DINNYES et al., 2000; PAUL et al., 2018) ou no maximo taxas
similares ao controle (OLEXIKOVA et al., 2020). Alguns estudos ainda incluiram um grupo
controle Cryotop por ser um metodo de vitrificacdo reconhecido que serviu como outro
parametro de comparacdo (CHINEN et al., 2020; PAUL et al.,, 2018). Esses estudos
demonstram que a vitrificagdo embora esteja em constante aprimoramento ainda precisa
melhorar o aspecto da qualidade oocitaria pos-aquecimento, ja que em todos os estudos ainda
fica aquém do controle & fresco.

Uma das propostas mais diferentes foi a de Tashima et al. (2017) que propuseram a
remocao completa ou reducdo do tamanho das camadas de células dos cimulos de odcitos
imaturos, pois segundo os autores, ajudaria a penetragdo dos cardioprotetores de forma mais
uniforme. Entdo empregaram o método Cryotop em meio TCM199 com 20% de SFB, com
exposicao gradual aos crioprotetores EG 7,5% e DMSO 7,5%, seguido de outra etapa em EG
15%, DMSO 15% e sacarose 0,5 M. Como resultado observaram taxa de blastocistos maior em
oocitos com reducgdo de células do cumulus (30,5-31,2%) comparado aos com remocao total
(13,4-23,7%).



17

Outra proposta diferente foi Chaves et al. (2017) que compararam a vitrificacdo de
odcitos maturados e imaturos em meio base (TCM199-HEPES e SFB 20%) empregando o
método OPS e exposicdo gradual aos crioprotetores, primeiramente DMSO e EG a 7,5%,
seguido de DMSO e EG a 16% EG mais sacarose 1M. Como resultado, oocitos imaturos e
maturados vitrificados em seguida aquecidos e fertilizados, formaram menos embrides
blastocistos comparados ao grupo controle sem vitrificacdo (29% e 20% versus 51%,
respectivamente).

Resumidamente, os protocolos para vitrificar o6citos bovinos proporcionam menor
formacao de embrides apds aquecimento quando comparados ao controle a fresco. Dessa forma,
h& uma busca por adaptacdes e/ ou novos protocolos para otimizar a técnica.

3.3 O uso de fluido folicular em substituicdo ao SFB

Como podemos observar no item anterior (3.2.2) o0 uso de meio base TCM199
suplementado com 10 a 20% de SFB é um aspecto comum aos protocolos de vitrificacdo de
odcitos. O SFB por sua vez é um componente bastante utilizado nos meios de cultivo pois
proporciona grande variedade de nutrientes como glicoproteinas, fatores proteicos, fatores de
crescimento, eletrolitos (GONCALVES et al., 2015), vesiculas extracelulares (HUNG et al.,
2015) e horménios esterdides (CHOU;CHEN, 2018).

Os primeiros estudos a reportar o uso de fluido folicular em adicdo ou em substituicdo
ao SFB foram publicados na década de 1990 (LONERGAN et al. 1994; ROMERO; SEIDEL,
1994; COLLINS; WRIGHT, 1995; KIM et al., 1996; CHOI et al., 1998) suplementado ao meio
de maturacéo in vitro de o6citos bovinos. Desde entdo, o fluido folicular vem sendo estudado
inclusive em trabalhos mais recentes (LOPES et al., 2019; MUTARY et al., 2019; AZARI et
al., 2021).

A tabela 2 sumariza os principais estudos que utilizaram o fluido folicular em

substituicdo ao SFB para maturacao in vitro de odcitos.



Tabela 2- Estudos sobre o uso de fluido folicular em substituicdo ao SFB.

Autor (ano)

Lonergan et al.
(1994)

Romero; Seidel
(1994)

Collins ; Wright
(1995)

Kim et al. (1996)

Choi et al. (1998)

Avery et al.
(2003)

Grupen;
Armstrong
(2010)
Somfai et al.
(2012)

Cruzetal.
(2014)

Lopes et al.
(2019)

Mutary et al.
(2019)

Azari et al.
(2021)

Espécie

Bovinos

Bovinos

Bovinos

Bovinos

Bovinos

Bovinos

Suinos

Bovinos

Bovinos

Bovinos

Ovelhas

Bovinos

Obijetivo do Estudo

Testar uso de fluido folicular de foliculos pequenos (2—6

mm) e grandes (>6 mm) na maturacao in vitro

Testar o uso de fluido folicular obtido de foliculos pré- e

pos-ovulatorios na maturagdo in vitro

Testar o uso de fluido folicular tratado por aquecimento

para esterilizagdo na maturacéo in vitro

Testar concentragdes (10, 30 e 60%) de fluido folicular ao

meio de maturagao oocitaria in vitro

Testar a maturagdo in vitro de odcitos em fluido folicular
nao diluido derivado de foliculos com diferentes tamanhos

Testar o uso de fluido folicular ndo diluido derivado de

foliculos com diferentes tamanhos versus TCM + 5%SFB

Testar 0 uso de 25% de fluido folicular ao meio de

maturagao oocitéria in vitro

Testar a adicdo de 5% de polivinilpirrolidona, albumina

sérica, SFB e fluido folicular ao meio de maturagdo

Testar o uso de 25, 40, 75 e 100% de fluido folicular

adicionado a meio de maturagdo com 10% SFB

Testar concentracdo de 10% de fluido folicular ao meio de

maturacao oocitéria in vitro

Testar 0 uso de 10, 20 e 40% de fluido folicular em

substituicdo ao SFB na maturagdo oocitéria in vitro

Testar 5% de fluido folicular suplementado ao meio de

maturacao oocitéria in vitro

Fonte: A autora
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Em bovinos, Kim et al. (1996) testaram 10, 30 e 60% de fluido folicular adicionadas ao
meio de maturacéo in vitro, tendo melhores respostas na proporc¢ao de 10%, visto que as demais
diminuiram a taxa de blastocisto sugerindo efeito inibitorio da meiose. Posteriormente,
proporcéo equivalente a 10% foi testada por Lopes et al. (2019) que obtiveram taxa de embrides
eclodidos equivalente ao grupo controle. Da mesma forma, a propor¢do de 5% de fluido
folicular em meio de maturacdo, melhorou a expansdo do cumulo da célula, e a qualidade do
blastocisto (AZARI et al., 2021).

Em suinos, Grupen; Armstrong (2010) reportaram que a suplementacdo de meio de
maturacdo com 25% de fluido folicular foi capaz de promover a maturacao oocitaria e oferecer
protecéo contra o estresse oxidativo. De forma similar, em ovelhas, a suplementagdo com 10%
de fluido folicular induziu maior concentracdo citoplasmatica de glutationa, um agente
antioxidante importante, o que indica provavel protecéo oxidativa para os odcitos (MUTARY
et al., 2019). Os autores também relataram que 10% e 20% de fluido folicular apresentaram
taxas de maturacdo semelhantes ao controle, porém com 40% de suplementacdo esta taxa
diminuiu (37% vs. 61%, respectivamente).

Os trabalhos mencionados acima destacam a utilidade do fluido folicular para promover
a maturacgdo oocitaria de forma similar ao SFB ao ser adicionado ao meio de cultivo. Isto se
deve a composicao do fluido folicular rico em proteinas, fatores de crescimento, glicose, lactato,
entre outros nutrientes que proporcionam um ambiente propicio para o cultivo celular (HUNG
et al.,2015; READ et al., 2021).

Todas essas evidéncias na literatura demonstram a utilidade do fluido folicular como
um componente capaz de substituir as fungdes do SFB no meio de cultivo, pelo menos no
tocante a maturacao oocitaria in vitro. Seu uso em substituicdo ao SFB para outra finalidade
além da maturacdo in vitro, contudo, nunca foi testado.

Dado o exposto, este trabalho propde um protocolo de vitrificacdo que adicione fluido
folicular ao meio de vitrificacdo, em substituicdo ao uso do SFB. Hipotetizamos que 0 uso de
fluido folicular no meio de vitrificacdo seja benéfico para o desenvolvimento pos-aquecimento

dos odécitos vitrificados.
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3.3.1 Composicao do fluido folicular

Na foliculogénese os foliculos sdo classificados em pré-antrais (primordiais, primarios
e secundarios) e antrais (terciarios e de Graaf) conforme ilustra a Figura 1. Os foliculos
primordiais sdo formados na fase embrionaria de vida e os odcitos em seu interior ficam
estacionados na primeira divisdo meidtica (odcitos vesicula germinativa, VG) até a fase
reprodutiva do individuo, quando os foliculos primordiais se tornam foliculos primarios
(MELLO et al., 2013; MOORE, 2016). Entao, sob acdo do horménio foliculo estimulante
(FSH) o foliculo primario torna-se secundario (BETTERIDGE et al., 1989), e observa-se o
aumento no diametro folicular, formacéo do antro e acumulo do fluido folicular que fornece a
nutricdo aos CCOs (GUTIERREZ et al., 2000).

Figura 1- Fases do crescimento folicular no ovario.

Foliculo pré-antral

\ Zona pellcida Antro \

Foliculo \

primario

Foliculo antral

Ovulo
Células da granulosa

Foliculo pré-ovulatério
(maduro)

Foliculo
primordial

Corpus albicans

Corpo lateo em
degeneracao

Corpo luteo

Ovulo ~s
Coroa radiada —

Fonte: HALL., 2017.
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Quanto a composicao, o fluido folicular contém uma diversidade de proteinas como
proteinas de ligacdo a IGF, metaloproteases, proteinas antiapoptdticas, relacionadas a
inflamacéo, ao metabolismo lipidico, fatores de coagulacéo, de crescimento da insulina (IGF)
e fatores antioxidantes como reportado por estudos protedmicos feitos em bovinos (FERRAZA
et al, 2017) e humanos (ZAMAH et al, 2015; ZAKERKIS et al., 2020).

Além disso, o fluido folicular contém diversos outros metabdlitos como glicose,
colesterol triglicerideos, lactato, fosfatase alcalina, lactato desidrogenase, aminoacidos,
derivados de glicose, intermediarios ou derivados do ciclo de acido tricarboxilico (TCA), &cidos
graxos, éster de esterdide e uridina de nucleosideo, conforme relatado em estudos de analise
bioquimica em ovelhas (NANDI et al., 2007) e vacas (READ et al., 2021).

O fluido folicular também contém vesiculas extracelulares as quais tém sido
relacionadas a maturacao oocitaria (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013) e ao desenvolvimento
embrionario (ASAADI et al., 2021), pois carregam moléculas bioativas como RNA, lipidios,
proteinas e microRNAS.

A concentracdo desses componentes no fluido folicular, contudo, podem mudar em
resposta a situacdes fisioldgicas. Por exemplo, de acordo com estudo feito em humanos
(ZAKERKIS et al., 2020) ocorrem diferengas nos niveis de proteina do fluido folicular nas
fases pré-ovulatéria e ovulatdria do ciclo ovariano, onde as proteinas relacionadas a inflamacao,
ao metabolismo lipidico e fatores de coagulacdo e antioxidantes apresentaram niveis mais
elevados durante a ovulacdo. Outro exemplo é a mudanca de cerca de 38 metabolitos no fluido
folicular de foliculos pré-ovulatérios e em estagio final de maturacdo oocitaria expostos a um
pico de gonadotrofina (GnRH2) conforme o estudo em vacas de idade entre 4 a 8 anos (READ
etal., 2021).

Outro exemplo, ¢ o aumento dos niveis de glicose e colesterol, e concomitante
diminuigdo de triglicerideos, lactato, fosfatase alcalina e lactato desidrogenase conforme o
crescimento do foliculo (NANDI et al., 2007). Ou seja, em foliculos grandes onde existe pouco
consumo de glicose, ocorre, portanto, a diminuigéo de lactato, em comparacao com os foliculos
menores em que os triglicerideos e lactato estdo em concentragdo maior pois séo fontes de

energia para as células em proliferacdo (LERQOY et al., 2004).
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Vitrificagcdo com fluido folicular em odcitos bovinos
Vitrification with follicular fluid in bovine oocytes

Resumo: Este estudo teve como objetivo vitrificar o6citos em uma solucéo suplementada com
Fluido Folicular Bovino (FFB) ou Soro Fetal Bovino (FBS) para investigar a sobrevivéncia
pos-aquecimento por meio da maturacdo nuclear e analise da expressdo génica de HSP70.
Odcitos imaturos ou maturados in vitro foram vitrificados em solucdo com 20% de FFB ou 20%
de FBS e comparados ao controle negativo (sem vitrificagdo). A vitrificacdo foi realizada
utilizando o método OPS, com duas etapas de equilibrio e etilenoglicol (EG), dimetilsulféxido
(DMSO) e sacarose. Como resultado, os grupos FFB e FBS néo diferiram (p>0,001) e ambos
apresentaram taxas de MII (mielopatia in situ) menores (p>0,001) do que o controle (8,2% e
0,0% versus 73,9%, respectivamente). Além disso, a expressdo do gene HSP70 nos grupos FFB
e FBS ndo diferiu (p > 0,05) em od6citos maduros, embora ambos fossem maiores que o controle
(p < 0,05). Nas células da granulosa, FFB e FBS também diferiram entre si e do controle (p <
0,05). Esses resultados indicam que o fluido folicular pode ser usado para substituir a
suplementacdo com FBS em meios de vitrificacdo de odcitos bovinos. Embora o protocolo de
vitrificacdo precise de melhorias para reduzir as taxas de degeneracdo, houve sobrevivéncia dos
odcitos e maturacdo nuclear adicional apds o aquecimento. O aumento da expressao do gene
HSP70 tanto em o6citos maduros quanto em células da granulosa provavelmente € uma resposta
ao estresse induzido pela vitrificag&o.

Palavras-chave: crioprotetores; estresse; expressdo génica; maturacgao.

Abstract: This study aimed to vitrify oocytes in a solution supplemented with Bovine Follicular
Fluid (FFB) or Fetal Bovine Serum (FBS) to investigate survival post-heating by nuclear
maturation and gene expression analysis of HSP70. Immature oocytes or in vitro matured
oocytes were vitrify in solution with 20% FFB or 20% FBS and compared to the negative
control (without vitrification). Vitrification was performed using OPS method, with two
equilibration steps and ethylene glycol (EG), dimethyl sulfoxide (DMSO), and sucrose. As
results, FFB and FBS groups did not differ (p>0.001), and both showed lower MII rates
(p>0.001) than control (8.2% and 0.0% versus 73.9%, respectively). Moreover, HSP70 gene
expression in FFB and FBS groups did not differ (p > 0.05) in matured oocytes, although both
were higher than control (p < 0.05). In granulosa cells, FFB and FBS were different from each
other and from the control too (p < 0.05). These results indicate that follicular fluid can be used
to replace FBS supplementation in bovine oocyte vitrification media. Although the vitrification
protocol needs improvements to reduce degeneration rates, there was oocyte survival and
additional nuclear maturation after warming. The increased expression of the HSP70 gene in
both mature oocytes and granulosa cells is likely a response to vitrification-induced stress.

Keywords: cryoprotectants; stress; gene expression; maturation.
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5. Introducéo

A vitrificacdo é um método de criopreservacao no qual a solugdo contendo as células sofre
uma transicdo rapida do estado liquido para o solido, formando uma estrutura semelhante ao
vidro em segundos ®. A eficiéncia do protocolo de vitrificagdo é avaliada com base na
sobrevivéncia e viabilidade dos o6citos ap6s 0 aquecimento, podendo ser influenciada pela
concentragdo do crioprotetor @, tempo de exposicdo, fase de equilibrio @ e tipo de
criodispositivo, “567) sendo a qualidade do odcito um fator determinante @Y Assim como
qualquer outro meio de cultura in vitro, os meios de vitrificagdo também sdo suplementados
com soro fetal bovino (SFB). Recentemente, o SFB tem sido substituido por fluido folicular em
meios de maturacdo de o6citos, resultando em taxas de blastocistos semelhantes 101112
fluido folicular contém proteinas, metabolitos, fatores de crescimento ®® metabdlitos como
glicose, colesterol, triglicerideos, lactato e aminoacidos @4 além de vesiculas extracelulares

que mediam interaces entre o cimulo e o odcito, favorecendo assim a maturagéo (*516)

Portanto, este estudo visa avaliar a eficiéncia de um meio de vitrificacdo de odcitos
contendo fluido folicular bovino (FFB) como substituto do FBS. A sobrevivéncia pos-
descongelamento foi avaliada por meio da taxa de maturacdo nuclear e da quantificacéo relativa

dos transcritos de HSP70 em odcitos e células do camulo.

6. Materiais e métodos

6.1 Obtencdo de Complexos Cumulus-Odcito (CCOs) e Fluido Folicular

Todos os procedimentos empregados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA), sob o0 nimero de protocolo 3734070322. Os ovarios foram obtidos
de um matadouro comercial e transportados para o laboratério em solucdo de cloreto de sédio
a 0,9% a temperatura ambiente por um periodo maximo de 2 horas. Foliculos antrais com
didmetro de 2 a 10 mm foram aspirados utilizando uma seringa com agulha de calibre 18 para
obtengdo do fluido folicular. Os complexos cumulus-o6cito (COCs) foram recuperados do
sedimento e apenas aqueles que apresentavam células do cumulus compactas e aspecto
refringente ") foram selecionados. O sobrenadante do fluido folicular foi centrifugado duas
vezes a 3000 rpm durante 20 minutos para remover as células foliculares residuais,
posteriormente filtrado através de um filtro HEPA de 0,2 pm e armazenado a —20 °C até ser

adicionado ao meio de vitrificaco.
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6.2 Experimento 1: Efeito da vitrificacdo com BFF na maturacgéo nuclear

O Experimento 1 foi realizado utilizando complexos cumulus-o6cito (COCs) bovinos
imaturos, alocados em trés grupos para vitrificacdo, da seguinte forma: (1) Grupo FBS: COCs
vitrificados em meio padrdo composto por TCM-199 suplementado com 20% de soro fetal
bovino (SFB) e crioprotetores; (2) Grupo BFF: COCs vitrificados em meio alternativo
composto por TCM-199 suplementado com 20% de fluido folicular bovino (BFF) e
crioprotetores; e (3) Controle negativo: COCs imaturos ndo vitrificados, imediatamente apos a
maturacdo in vitro. Os grupos FBS e BFF foram aquecidos apds 48 horas e submetidos a

maturacao in vitro.

6.3 Vitrificagdo e aquecimento de odcitos imaturos

O protocolo de vitrificagdo descrito por Vajta et al. (1998), *® com modificacbes, foi
realizado, consistindo em duas etapas de equilibrio utilizando solucbes de vitrificacdo
suplementadas com 20% de FBS ou 20% de BFF, em combinagdo com 0s seguintes
crioprotetores: etilenoglicol (EG), dimetilsulféxido (DMSO) e sacarose. A solucdo de
vitrificacdo 1 (VS1) consistia em TCM-199 suplementado com 10% de DMSO, 10% de EG e
20% de FBS ou BFF, de acordo com o grupo experimental. Os COCs foram equilibrados em
VS1 por 3 minutos a temperatura ambiente. A solucdo de vitrificacdo 2 (VS2) consistia em
TCM-199 suplementado com 20% de DMSO, 20% de EG, 0,5 M de sacarose e 20% de FBS
ou BFF, de acordo com o grupo experimental, com um tempo maximo de exposicdo de 20
segundos. Em seguida, os complexos cumulus-odcito (COCs) foram carregados em capilares
de microhematdcrito de vidro com didmetro interno de aproximadamente 200 um, cada um
contendo cinco COCs, e imediatamente imersos em nitrogénio liquido (=196 °C), onde
permaneceram até o aquecimento. Para o aquecimento, os capilares foram retirados do
nitrogénio liquido e seu conteudo foi imediatamente transferido para a solu¢éo de aquecimento.
O procedimento de aquecimento consistiu em duas etapas de equilibrio idénticas. Na primeira
etapa, utilizou-se a solu¢do SV2 com 20% de BFF ou FBS por 20 segundos. Na segunda etapa,
utilizou-se a solugdo SV1 com 20% de BFF ou FBS por 5 minutos. Dessa forma, os COCs

passaram por maturacgéo in vitro.

6.4. Maturacao In Vitro

Grupos de 10 complexos cumulus-odcito imaturos (COCs) foram cultivados em gotas de

100 pL de meio TCM-199 suplementado com 25 mM de bicarbonato de sodio, 10% de soro
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fetal bovino (SFB) (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA), 11 mg/mL de piruvato, 50 pg/mL
de gentamicina, 0,5 pg/mL de horménio foliculo-estimulante (FSH) (Folltropin®, Bioniche
Animal Health, Belleville, ON, Canadd) e 5 pug/mL de horménio luteinizante (LH) (Lutropin®,
Bioniche Animal Health). As gotas foram cobertas com 6leo mineral estéril e incubadas a 38,5

°C por 22 horas em atmosfera umidificada contendo 5% de CO..

6.4.1 Maturacéo nuclear de oo6citos imaturos vitrificados

A presencga do primeiro corplsculo polar foi avaliada utilizando um estereomicroscépio e
confirmada pela coloragdo com orceina acética. Primeiramente, as células do cumulus foram
removidas utilizando hialuronidase pré-aquecida a 38 °C, seguida de pipetagem sucessiva até a
remocao completa das células. Os odcitos desnudos foram delicadamente comprimidos entre
laminas histolégicas e laminulas, previamente preparadas com dois filamentos finos de parafina
posicionados em ambas as extremidades da lamina para auxiliar na contencédo das células. Apos
a montagem, ambas as extremidades foram seladas com adesivo para permitir a fixacdo em uma
solucdo de acido acético:metanol (3:1). Apds 48 horas, a coloracéo foi realizada adicionando-
se 100 pL de orceina acética atraves das bordas soltas da laminula e visualizada em microscopio
Optico.

6.5 Experimento 2: Efeito da vitrificacdo com BFF na expressao do gene HSP70

No Experimento 2, a expressao génica relativa foi quantificada em o6citos que foram
primeiramente maturados in vitro e posteriormente vitrificados em meios contendo FBS ou
BFF. A expressdo génica relativa também foi quantificada em células do cumulus odcitos
obtidas de odcitos imaturos que foram vitrificados em solucBes contendo FBS ou BFF antes da
maturacdo in vitro. Além disso, um grupo controle negativo, constituido por complexos
cumulus-o6cito (COCSs) ndo vitrificados, foi incluido. Todos os grupos foram analisados quanto

a expressao relativa do gene HSP70, utilizando GAPDH como gene de controle enddgeno.

6.5.1 Vitrificagdo de oocitos imaturos e maturados in vitro

Os complexos cumulus-o6cito (COCs) foram obtidos e maturados in vitro conforme
descrito no Experimento 1. Apos 22 horas de maturacao in vitro, os COCs foram vitrificados

conforme descrito anteriormente.
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6.5.2 Armazenamento de odcitos e células da granulosa para analise de expressdo génica

Apols o0 aquecimento, os complexos cumulus-oécito (COCs) maturados in vitro foram
armazenados para analise da expressdo génica. Primeiramente, a remocdo das células do
cumulus foi realizada por pipetagem sucessiva em uma solugdo contendo 0,5% de
hialuronidase. Os o6citos desnudos foram transferidos para outra placa de Petri, enquanto as
células do cumulus remanescentes foram lavadas em PBS suplementado com 0,1% de PVA,
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos e armazenadas em RNAlater® (Applied Biosystems)
a —20 °C até a extracdo de RNA. Os odcitos desnudos foram avaliados quanto a presenca do
primeiro corplsculo polar, indicativo da metafase 11 (MII). Apenas os o6citos em MII foram
selecionados ap06s a remocdo da zona peldcida utilizando uma solucéo de protease a 1,5 mg/mL

por 5 minutos a 38,5 °C e armazenados em RNAlater® a -20 °C.

6.5.3 Isolamento de RNA e PCR gquantitativa em tempo real com transcricao reversa
(RT-gPCR)
A extracdo de RNA foi realizada utilizando o reagente Macherey-Nagel™ NucleoZOL

(Fisher Scientific), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para cada experimento, pools de
odcitos (n = 30) ou pools de células da granulosa foram preparados de acordo com o tratamento,
correspondendo ao nimero de células obtidas da denudacdo ou bidpsia de 14 COCs. Quatro
réplicas biologicas foram utilizadas para cada tratamento.

A PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) foi realizada utilizando um sistema Thermo
7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems) com o Power SYBR® Green One-Step PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Woolston Warrington, Reino Unido), de acordo com as
instrucdes do fabricante, em um volume final de reacdo de 10 pL. Os primers para 0 gene
HSP70 (direto: GAACGCGCTGGAGTCGTAC; reverso: ATGGGGTTACACACCTGCTC) e
para o gene de controle endégeno GAPDH (direto: CTCAACGGGAAGCTCACTG,; reverso:
CTCTGATGCCTGCTTCACCA) foram projetados usando a plataforma Primer3, com a
espécie bovina como referéncia (ndmeros de acesso NM _174550.1 e NM_174550.1,
respectivamente). Para a normalizagdo dos dados de expressdo génica relativa, o grupo de
controle negativo néo vitrificado foi usado como calibrador. Todas as rea¢des foram realizadas
em triplicata e as eficiéncias das reagdes foram analisadas usando o método 2*AACT Livak e
Schmittgen, 20019, sendo consideradas aceitaveis apenas as eficiéncias entre 1,9 e 2,0.
Inicialmente, os valores de CT para cada gene foram corrigidos de acordo com os valores de

inclinacdo e intercepto obtidos da curva padrdo, apés o que os valores de 2*AACT foram
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calculados. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de duas vias no software

SigmaPlot, com um nivel de significancia definido em 0,05.

6.5.4 Analise estatistica

Os tratamentos em cada experimento foram aplicados no mesmo dia para cada grupo de
odcitos, e cada rodada experimental foi repetida pelo menos quatro vezes. Os dados de
sobrevivéncia apés o aquecimento e de clivagem foram analisados por ANOVA, seguida pelo
teste post hoc de Bonferroni quando diferencas significativas foram identificadas. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software SigmaPlot® 14.5, com nivel de significancia

definido em P < 0,05.
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7. Resultados
7.1Experimento 1: A vitrificagdo com fluido folicular ndo difere da vitrificagdo com soro
fetal bovino

Um total de 373 complexos cumulus-oécito (COCs) foram vitrificados em meio

suplementado com soro fetal bovino (FBS) ou soro fetal bovino (BFF), seguidos de
aquecimento e maturagdo in vitro. Os grupos ndo diferiram entre si (p > 0,001); no entanto,
apresentaram uma taxa de maturacdo nuclear menor em comparagdo com 0 grupo néo
vitrificado (p < 0,001), conforme mostrado na Tabela 2. Além disso, a taxa de degeneragdo foi

maior nos grupos vitrificados em comparagdo com o controle (p < 0,001).

Table 2. Nuclear maturation of bovine oocytes vitrified with different medium.

Cell cycle stage (% + SD) *

Groups Oocytes (n)
Metaphase Il Degenerated
Negative Control 80 739% + 169 211" £ 150
FBS 143 00® + 00 792" + 294
FFB 150 82%® + 7,7 842" + 137

*Rates are based on the number of oocytes vitrified.
Superscript capital letters denote differences within columns (p < 0,001).

Lowercase superscripts denote differences within lines (p < 0,001).

Em relacdo a morfologia, os complexos cumulus-odcito (COCs) apresentaram expansdo
das células do cumulus ap6s 0 aquecimento e a maturagdo in vitro, indicando sobrevivéncia e
viabilidade apds a vitrificacdo em solucdo BFF. No entanto, apds a coloracdo, o material
genético do odcito apresentou-se fragmentado, uma caracteristica consistente com morte
celular. Em contraste, no grupo controle, observou-se expansao do cumulus juntamente com a

presenca de material genético intacto, caracterizando o estagio de metafase 11 (Figura 2).
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Figura 2. Complexos cumulus-odcito imaturos apoés vitrificagdo com solucéo a base de fluido folicular
(BFF) comparados ao controle ndo vitrificado. (A) Odcito corado com orceina acética ilustrando a
degeneracdo do material genético (seta). (B) Odcito corado do grupo controle, mostrando o estagio de
metafase Il (seta).

7.2 Experimento 2: Expressdo génica apos a vitrificagdo em solucéo de fluido folicular
Em relacdo a expressao do gene HSP70, os odcitos maturados in vitro e vitrificados em
meio contendo FBS ou BFF ndo diferiram entre si (p > 0,05); no entanto, ambos diferiram do
grupo controle (p < 0,05). Em contraste, as células do cumulus obtidas de bidpsias de complexos
cumulus-o0cito imaturos, apoés vitrificagdo em meio contendo FBS ou BFF, diferiram entre si
(p < 0,05) e também do controle (p < 0,05) (Figura 3). As células da granulosa do grupo FFB
apresentaram uma leve diminuigdo na expressdo do gene HSP70 em comparacdo ao controle
(p < 0,05). Nos odcitos maturados, observou-se uma leve diminui¢do na expressédo do gene
HSP70 no grupo FFB em comparacao ao grupo SFB, embora néo significativa (p > 0,05).
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Figura 3. Expressao relativa do gene HSP70 em o6citos maturados in vitro (A) e em células da
granulosa obtidas por bidpsia de o6citos imaturos apos vitrificagdo (B).
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8. Discussao

De acordo com nossos resultados, o uso de fluido folicular (FFB) como substituto do FBS
manteve efetivamente a disponibilidade de o6citos apos a vitrificacao, resultando na maturagéo
nuclear. Isso contribuiu para o conhecimento atual sobre o uso de fluido folicular como um
suplemento adequado, que tem sido bem documentado principalmente na maturacao in vitro de
odcitos (2021 7. 2223, 17, 24, 25) o até 0 momento, este é o primeiro estudo a relatar seu uso em meio
de vitrificacdo de odcitos.

A vitrificacdo é conhecida como um procedimento estressante e, em relagdo aos 00citos
imaturos, pode induzir alteracdes na membrana, danos ao fuso meidtico e ao citoesqueleto 1429,
Assim, como esperado, os odcitos vitrificados em solugdes a base de BFF e FBS apresentaram
danos estruturais na membrana citoplasmatica e na zona pelicida ap6s o aquecimento,
resultando em degeneracdo oocitaria nos grupos vitrificados, que foi muito menor no controle
ndo vitrificado. Esse resultado provavelmente se deve ao préprio procedimento de vitrificagéo.
O grupo controle apresentou uma taxa de metéfase |1 comparével a relatada na literatura ¢” 28),
indicando que o sistema de maturacéo in vitro empregado neste estudo foi eficaz.

Portanto, o proprio processo de vitrificacdo foi responsavel pelas taxas reduzidas de
maturacdo pos-aquecimento observadas nos grupos FBS e BFF.

Estudos anteriores que utilizaram o método OPS para vitrificar o4citos bovinos imaturos
relataram que a exposicdo a crioprotetores reduziu as taxas de maturacdo em comparagcdo com
os controles frescos (65-71%, respectivamente), nos quais apenas 19,8% dos od6citos
vitrificados atingiram o estagio de metéfase Il, exibindo, em vez disso, sinais de degeneragdo
celular, como agregacdo cromossdmica e citoplasma granular ¢2%. Em contraste, outro estudo
indicou que a reducdo da exposicdo ao crioprotetor durante a vitrificacdo melhorou as taxas de
metéafase |1, embora ainda inferiores & maturag&o nos controles frescos .

Foi relatado que a vitrificagdo de odcitos imaturos € vantajosa porque o fuso meiotico
ainda ndo foi formado e a cromatina é protegida pela membrana nuclear (30,31,3). De fato,
neste estudo, a avaliacdo de odcitos imaturos e maturados in vitro apos a vitrificagdo mostrou
sinais de danos aos nucleos e degeneracdo celular, além de apresentarem sobrevivéncia
semelhante apos a vitrificagéo.

Os odcitos vitrificados exibiram maior expressao relativa de HSP70 em comparagdo com
0 grupo controle, como esperado, visto que a vitrificagdo é um processo indutor de estresse
celular 423334 e promove o0 aumento da producao de proteinas chaperonas, como a HSP70, que

atuam inibindo a apoptose ©>%13) Da mesma forma, blastocistos bovinos submetidos a
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vitrificacdo e ao aquecimento demonstraram aumento na expressao de HSP70 em resposta a
concentragcOes progressivamente maiores de crioprotetores e danos a membrana, sugerindo que
a producdo de HSP70 pode representar um mecanismo de recuperacéo celular ¢4,

Da mesma forma, as células da granulosa também exibiram aumento na expressdo de
HSP70 nos grupos vitrificados com FBS e BFF em comparagdo com o controle fresco; além
disso, a expressdo em BFF foi menor do que em FBS. Em um estudo anterior ©®® avaliando a
vitrificacdo de células cumulus obtidas de oocitos imaturos, ndo foram relatadas diferengas na
abundancia relativa de HSP70 em resposta ao estresse térmico induzido pela vitrificacéo,

provavelmente devido ao tempo de exposicao reduzido aos crioprotetores (30 e 25 segundos).

9. Conclusao

O fluido folicular suplementado no meio de vitrificacdo promoveu a maturacao nuclear
p6s-aquecimento e a sobrevivéncia celular de forma semelhante ao efeito do soro fetal bovino.
Em conclusdo, o soro fetal bovino pode ser uma suplementacdo alternativa no meio de

vitrificacdo de o6citos bovinos.
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Titulo da proposta: "Vitrificagdo em meio suplementado com liquido folicular e seu efeito no desenvolvimento embrionario de
bovinos".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais UFRA (10 000437)

A criopreservacao de odcitos de bovinos desenvolvidos in vitro é essencial para a reproducao e conservagao de animais de alto
valor genético, ou animais voltados para fins comerciais. Em humanos, a vitrificacdo de odcitos é uma técnica padronizada e que
apresenta resultados eficientes de pdés-aquecimento, porém em bovinos a vitrificagdo ainda necessita ser aprimorada
principalmente no que diz respeito @ sobrevivéncia e competéncia dos odcitos pés-aquecimento. A proposta desse estudo é o
desenvolvimento de um protocolo de vitrificacdo de odcitos bovinos utilizando um meio de vitrificagao eficiente e baixo custo
contendo liquido folicular. O liquido folicular produzido nos foliculos ovarianos é rico em proteinas, fatores de crescimento,
hormoénios, glicoproteinas, citocinas e vesiculas extracelulares, que fornecem um microambiente ideal para apoiar o
desenvolvimento e capacitagao dos odcitos no sistema in vivo. Dessa forma, nossa hipétese é que o liquido folicular pode ser usado
como substituto do Soro Fetal Bovino (SFB) nos meios de vitrificagao e aquecimento. Brevemente, os complexos cumulus oécitos
(CCOs) maturados serdo distribuidos em trés grupos experimentais. O grupo Controle negativo em que os o6citos maturados nao
serao vitrificados e em vez disso seguirdo para a fertilizacdo e cultivo in vitro. O grupo Controle 2 em que os oécitos maturados
serdo vitrificados em meio padrao (meio TCM 199 + 20% SFB + crioprotetores), em seguida aquecidos e submetidos a fertilizagdo
e cultivo in vitro. E o grupo Vitrificados em que os odcitos maturados serdo vitrificados em meio baixo custo (meio TCM 199 + 20%
Liquido folicular + crioprotetores) em seguida submetidos a fertilizacdo e cultivo in vitro. As taxas de sobrevivéncia o6citaria e
desenvolvimento embriondrio serdo expressos em porcentagens e avaliadas por andlise da variancia (ANOVA) e pés-teste de
Bonferroni com nivel de significancia de 5%.

A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural da Amazonia, na reunido de 23/03/2022, ANALISOU a
proposta em questdo, e decidiu por ARQUIVAR todo o processo.

Comentério da CEUA: Prezada pesquisadora, Apés avaliagdo do projeto, uma vez que ndo serdo utilizados animais vivos, o projeto
dispensa autorizagado pela CEUA. Iremos enviar ao seu e-mail uma dispensa de parecer. Atenciosamente, CEUA
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