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Maturacao in vitro de odcitos ovinos submetidos a congelacao lenta
In vitro maturation of cryopreserved ovine oocytes subjected to slow freezing
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Resumo

A maturacdo in vitro de odcitos submetidos ao processo de criopreservacdo, ainda compreende
um desafio para o sucesso da reproducdo assistida na medicina veterindria. Devido a isso, estudos sdo
desenvolvidos a fim de identificar, amenizar e superar as limitacdes encontradas. Nesse sentido,
objetivou-se realizar a avaliacdo da maturac@o in vitro de odcitos ovinos apds criopreservacdo pelo
método de congelacdo lenta. Para tanto, foram colhidos 204 ovdrios oriundos de 102 ovelhas puberes
(SPRD) pertencentes a abatedouros localizados no municipio de Teresina, Piaui. Os ovdrios foram
transportados para o laboratdrio e, posteriormente, foram aspirados por meio de um aspirador cirtdrgico
adaptado. Um total de 180 odcitos foram desnudados e, entdo, submetidos a congelacdo lenta em sistema
automatizado (TK 3000®). Posteriormente foram descongelados, e submetidos a maturagdo in vitro
(MIV). Em seguida, procedeu-se a avaliacdo da maturagdo nuclear. Os resultados foram avaliados por
meio do teste de Qui-quadrado de Pearson (P < 0,05). Apés descongelacdo, 22,8% dos odcitos na
avaliacdo em estereomicroscOpio (45x) apresentavam lesdes de zona pelicida e de oolema. Dos 139
odcitos submetidos a MIV, oito maturaram (5,75%). Conclui-se que a congelacdo lenta de odcitos ovinos
pode influenciar a maturagdo in vitro, devido a lesdes de membrana plasmadtica e zona peldcida.

Palavras-chave: Criopreservacio, meiose, odcito, ovelha.
Abstract

The in vitro maturation of oocytes submitted to the cryopreservation process, still comprises a
challenge for the success of assisted reproduction in veterinary medicine. Due to this, studies are
developed in order to identify, ameliorate and overcome the limitations found. The objective of this study
was to evaluate the in vitro maturation of ovine oocytes after cryopreservation by the slow freezing
method. For that, 204 ovaries from 102 pubertal sheep (SPRD) belonging to slaughterhouses located in
the city of Teresina, Piaui, were collected. The ovaries were transported to the laboratory and
subsequently aspirated by means of an adapted surgical aspirator. A total of 180 CCO's were obtained,
which were stripped and then subjected to slow freezing in an automated system (TK 3000®). Later they
were thawed and submitted to in vitro maturation (IVM). Next, the nuclear maturation was evaluated.
Results were evaluated using Pearson's chi-square test (P < 0.05). After thawing, 22.8% of the oocytes in
the stereomicroscope (45x) evaluation presented lesions of the zona pellucida and oolema. Of the 139
oocytes submitted to IVM, eight maturated (5.75%). It is concluded that slow freezing of sheep oocytes
may influence in vitro maturation due to plasma membrane and zona pellucida lesions.

Keywords: Cryopreservation, meiosis, oocyte, sheep.
Introducao
A maturacdo oocitaria in vivo ocorre proximo a ovulacdo, devido ao pico de estradiol e

consequentemente o pico pré-ovulatério de LH (hormdnio luteinizante), visto que o LH tem a fun¢do de
completar a maturacdo final do odcito até a fase de metdfase II da segunda divisdo meidtica, ou seja,
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reiniciando a meiose I, antes estacionada na fase de préfase I e subfase dipléteno, dessa maneira,
preparando-o para uma possivel fecundagdo. J4 a maturacdo in vitro, primeira etapa da producdo in vitro
de embrides, consiste no desafio de desenvolver, in vitro, condi¢des similares as encontradas no interior
do ovdrio para que possibilite a maturac¢do nuclear e citoplasmadtica necessdria, tornando o odcito apto a
ser fecundado (Freitas et al., 2007; Aradjo et al., 2014; Paramio e Izquierdo, 2016).

Nesse sentido, pesquisas na drea de biotécnicas aplicadas a reproducdo assistida em animais de
producdo tém recebido destaque, uma vez que proporcionam aumento significativo do nimero de animais
com genética selecionada e de alto mérito zootécnico, auxiliando o melhoramento genético dos rebanhos
no Brasil. Dentre as biotécnicas, estudos sdo realizados na drea de criopreservacdo de gametas, a fim de
estabelecer protocolos eficazes para manutencdo da integridade e viabilidade celular, minimizando as
perdas durante as etapas do processo e durante o periodo em que as células criopreservadas permanecem
armazenadas (Chian et al., 2004; Bogliolo et al., 2007; Carvalho et al., 2011).

Na criopreservacdo de odcitos, espermatozoides e embrides, existem dois métodos conhecidos, a
congelacdo lenta e a vitrificagdo. A congelacdo cldssica ou lenta, método convencional, é caracterizada
pela utilizacdo de agentes crioprotetores em baixas concentragdes, assim como pela redugdo gradual da
temperatura, comumente controlada por maquina programdvel. Ao passo que a vitrificacdo caracteriza-se
por ser um método de rdpida reducdo da temperatura, utilizando elevadas concentragdes de agentes
crioprotetores. Enquanto a vitrificacdo apresenta essa desvantagem, a congelacdo lenta apresenta como
vantagem a utilizacdo de baixas concentra¢des de crioprotetores, uma vez que estes em elevadas
concentragdes causam toxicidade as células (Carvalho et al., 2011; Prentice e Anzar, 2011; Bandeira et
al., 2015; Silva et al., 2016).

Diante das dificuldades ainda enfrentadas para o sucesso da reproducdo assistida na medicina
veterindria, sobretudo quanto as taxas de maturacdo in vitro de odcitos pds congelacdo, visando a
posterior producdo in vitro de embrides, objetivou-se por meio deste estudo avaliar a maturacdo in vitro
de odcitos ovinos apds criopreservacdo pelo método de congelacdo lenta.

Material e Métodos
Consideragoes éticas e local de desenvolvimento da pesquisa

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
do Piaui, sob o protocolo de n°® 436/18. Apds aprovagdo, o estudo foi conduzido no Setor de Reprodugdo
Animal da Universidade Federal do Piaui, Campus da Socopo, Teresina, Piaui, Brasil, € no Laboratério
de Biologia Molecular e do Desenvolvimento pertencente ao Nucleo de Biologia Experimental da
Universidade de Fortaleza.

Colheita de ovdrios, rastreamento, classificagcdo e selecdo de complexos cumulus oocitos (CCO's)

Foram colhidos 204 ovarios oriundos de 102 ovelhas puberes sem padrio racial definido (SPRD)
em abatedouros localizados no municipio de Teresina, Piaui. Imediatamente apds a colheita, os ovérios
foram transportados em garrafa térmica contendo solugdo salina (NaCl a 0,9%) aquecida a 37°C,
suplementada com 40 mg/mL de sulfato de gentamicina. Chegando ao laboratério os ovdarios foram
submetidos a lavagens com solugdo salina aquecida e mantidos em banho-Maria a 37°C. Em seguida
realizou-se a aspiragio dos ovirios utilizando um aspirador cirtirgico portatil (Aspiramax®) adaptado para
essa finalidade, contendo na extremidade de aspiragdo uma agulha 21G (0,8 x 25 mm), sob pressdo de 50
mmHg. Os CCO’s foram aspirados de foliculos ovarianos com didmetro médio de 3 mm a 6 mm. O
conteddo aspirado permaneceu em repouso por 15 minutos em tubo Falcon de 50 mL contendo 2 mL do
meio DMPBS (suplementado com albumina sérica bovina: BSA a 0,4%).

Seguidamente, o pellet contendo os CCO’s foi depositado em placa de Petri (100 mm)
adicionado de DMPBS (suplementado com BSA a 0,4%), e procedeu-se o rastreamento, classificacdo e
selecdo das estruturas oocitdrias em estereomicroscépio sob aumento de 45x. A qualidade dos CCO’s
variou de I a IV, porém, apenas os CCO’s de qualidade I e II foram selecionados para as etapas
posteriores, totalizando 302 CCO’s. Destes odcitos selecionados, 180 foram submetidos ao processo de
congelagdo lenta e 122 odcitos constituiram o grupo controle.

Congelagdo lenta e descongelagdo dos oocitos

Logo ap6s a selecdo os CCO’s foram submetidos ao processo de desnudamento em agitador do
tipo Vortex (Phoenix Luferco®), por dois minutos (Gottardi et al., 2012). Essa etapa é indispensavel, pois
proporciona um maior contato das solucdes crioprotetoras com os odcitos. Posteriormente, os odcitos
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foram estabilizados em trés gotas de 200 uL de etilenoglicol nas concentragdes crescentes de 0,5 M, 1,0
M e 1,5 M, uma vez que a exposi¢do ao crioprotetor deve ser gradativa até a concentragdo mais elevada
(1,5 M), na qual os odcitos foram envasados, submetidos a maquina de congelagdo programdvel, e
posteriormente transferidos para botijdes criogénicos, contendo N, (Gongalves et al., 2008). Nesta etapa,
grupos de dez odcitos permaneceram incubados durante cinco minutos em cada uma das trés gotas,
respectivamente.

Ao finalizar a etapa de equilibrio, os odcitos foram envasados em palhetas francesas (IMV
Thechnologies) de 0,25 mL, em grupos de dez odcitos por palheta, os quais foram alocados na regido
central da palheta contendo o crioprotetor etilenoglicol a 1,5 M.

Em seguida os odcitos foram submetidos ao método de congelagdo lenta em freezer programavel
(TK 3000%, TK Tec. Congel. LTDA, Uberaba, MG, Brasil), com curva de criopreservagio especifica para
embrides ovinos, de acordo com o protocolo do fabricante. Ao finalizar esta etapa, as palhetas foram
armazenadas em botijdo criogénico a — 196°C por 30 dias.

As palhetas foram retiradas do botijdo criogénico e em seguida transferidas para o descongelador
eletronico (Fertilize®) a 37°C por 30 segundos. Na descongelacdo seguiu-se a sequéncia inversa ao
equilibrio da congelacdo (1,5 M, 1,0 M e 0,5 M), pois o objetivo foi remover gradativamente o
crioprotetor. Em seguida, os odcitos foram avaliados morfologicamente em estereomicroscépio no
aumento de 45x. Os que apresentavam formato esférico e simétrico com ooplasma ndo contraido e
homogéneo, zona pelicida integra, assim como a membrana plasmadtica, foram considerados vidveis. No
entanto, odcitos com citoplasma degenerado, zona pelicida rompida e membrana plasmdtica lesionada,
foram considerados invidveis e descartados.

Maturagdo in vitro dos odcitos vidveis apos criopreservagdo

Na maturacdo in vitro utilizou-se como meio o TCM 199 suplementado com 10% de soro de
ovelha em estro (inativado pelo calor), sais de Earle, L-glutamina e 25Mm de HEPES em placas de Petri
de 35 mm. Os odcitos foram agrupados de 20 a 25 por gota de 100 uL de meio de MIV e incubados a
38,5°C em estufa (Sany0®) com atmosfera e umidade controlada, contendo 5% de CO,, sob 3,5 mL de
6leo mineral, durante 24 horas.

Avaliagdo da maturagdo in vitro (MIV)

Apds a MIV os odcitos foram avaliados em estereomicroscépio (Nikon, Téquio, Japdo) sob
aumento de 45x, a fim de identificar a retomada da meiose através da presenca do primeiro corpusculo
polar entre a membrana plasmadtica e o espago perivitelinico.

Andlise estatistica

As andlises foram realizadas através do processador de dados SPSS versdo 22.0 (Statistical
Package for the Social Sciences). Os resultados foram avaliados pelo teste Qui-quadrado de Pearson a um
nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Observou-se que ap6s a descongelacdo, 41 (22,8%) odcitos apresentaram lesdes de zona pelicida,
ruptura de oolema e citoplasma com aspecto degenerado. Em virtude disso, ndo foram incluidos na etapa de MIV

(Fig. 1).

Figura 1. Odcitos ovinos submetidos a congelacdo lenta em A e B. Setas curtas na imagem A e B,
mostram odcitos com zona pelicida rompida. Setas longas na imagem B, mostram odcitos com
citoplasma degenerado.
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Dessa forma, dos 180 odcitos oriundos da congelagcdo lenta, 139 seguiram para a etapa de
maturacgdo in vitro (Tab. 1).

Além disso, verificou-se que a taxa de maturacéo in vitro dos o6citos do grupo congelacio lenta
(5,8%) foi inferior a taxa de maturacdo in vitro do grupo controle (47,5%) (P<0,001) (Tab. 1).

Tabela 1. Andlise dos resultados obtidos entre o grupo de odcitos frescos e o grupo de odcitos submetidos
a congelacdo lenta.

Fresco/Controle Congelacdo lenta P-valor
Parametros
n (%) n (%)
Maturados (1° CP) <0,001%*
Maturado 58 (47,5)" 8(5.8)°
Nio maturado 64 (52,5)° 131 (94,2)°

*Teste Qui-quadrado de Pearson com 5% (0,05) de significncia. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenga significativa a P < 0,05.

Neste estudo, parte dos odcitos oriundos da congelacdo lenta apresentaram lesdes, € um nimero
reduzido de odcitos chegaram a maturar in vitro. Isso pode resultar de acordo com Whitingham (1977) a
lesdes em consequéncia a formacdo de cristais de gelo no espago intracelular e pelo estresse osmotico.
Além disso, outras lesdes podem ser identificadas, como, por exemplo, a ruptura de zona pelicida,
comprometimento da integridade da membrana plasmatica, interrupcdo da comunicacdo por juncdes
intercomunicantes entre as células do cumulus e o odcito, alteracdes na conformacio do citoesqueleto,
perda de microtibulos e diminui¢do do potencial de membrana das mitocondrias (Silva, 2015; Yurchuk et
al., 2018; Bus et al., 2019).

Ressalta-se ainda de acordo com Coticchio et al. (2004) e Criado et al. (2011), que odcitos sdo
células de grandes dimensdes, possuindo uma drea de superficie de membrana pequena, a qual dificulta o
transporte de dgua, sendo uma das principais razdes que impedem a correta criopreservagdo dos odcitos e
origina danos celulares irreversiveis.

Ezoe et al. (2015) e Matos et al. (2015) obtiveram uma taxa de 20% de embrides oriundos da
PIV, os quais foram provenientes de odcitos criopreservados que chegaram a maturar in vitro e progredir
para o desenvolvimento embriondrio. Em outros estudos ja foram encontrados valores mais baixos, como
2,3% e 2% de blastocistos (Zhou et al., 2010; Prentice et al., 2011). Esses resultados demonstram que a
criopreservacdo influencia a competéncia oocitaria nas etapas de producdo in vitro de embrides,
corroborando com os resultados do presente estudo.

A curva de congelagdo lenta utilizada para a criopreservacdo dos odcitos foi a mesma
utilizada para a criopreservacgdo lenta de embrides, o que possivelmente pode ter contribuido para os
resultados alcangados, visto que ndo leva em consideracio as particularidades do odcito em relagcdo
as de um embrido, como, por exemplo, a baixa relacdo superficie-volume, que pode levar ao
aumento da sensibilidade ao resfriamento e da sensibilidade a formagdo de cristais de gelo (Diez et
al., 2012).

Observou-se, neste estudo, que a viabilidade oocitdria foi influenciada apds o congelamento, e
Pereira el al. (2008) cita que as principais estruturas morfoldgicas dos odcitos, como a zona pelicida,
membrana plasmética, fuso meidtico, citoesqueleto e mitocOdndrias sdo altamente sensiveis a
criopreservacdo, uma vez que a maioria das criolesdes irreversiveis no odcito ocorrem geralmente nessas
organelas e entre a faixa de temperatura de +15°C e -5°C (Martinho et al., 1996). Assim, faz-se
necessdrio a utilizacdo de uma curva de congelacdo lenta especifica para odcitos ovinos a fim de
minimizar o tempo de exposi¢do do odcito as faixas de temperaturas mais prejudiciais. Uma maneira de
diminuir esse tempo de exposi¢do e consequentemente as crioinjirias € a utilizagdo da técnica de
vitrificag@o, pois além de diminuir a formagdo de cristais de gelo previne a concentracido progressiva de
sais durante o resfriamento (Varghese et al., 2009).

No que se refere a viabilidade oocitdria na maturacao in vitro apds a congelacio lenta, observou-
se odcitos que alcancaram a maturagdo, entretanto, o nimero de odcitos maturados foi inferior ao grupo
controle, corroborando com os resultados obtidos por Keros et al. (2009), pois a viabilidade dos odcitos
ap6s congelacdo lenta foi menor quando comparados a vitrificagdo. Isso se dd pelo fato de que a alta
concentracdo de agentes crioprotetores evita a formacao de cristais de gelo no espago intracelular.
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Conclusao

Conclui-se que a congelagdo lenta pode influenciar o desempenho de odcitos ovinos na
maturagdo in vitro, devido principalmente a lesdes de membrana plasmdtica e zona peldcida. Dessa
forma, reduzindo as taxas de maturagao in vitro.
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