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RESUMO

Durante a criopreservagao pode ocorrer um aumento excessivo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e,
consequentemente, possiveis danos celulares. No intuito de evitar esses danos, alguns pesquisadores
relataram o beneficio da adicdo de antioxidantes durante o cultivo in vitro. Portanto, o objetivo do presente
projeto foi investigar os efeitos do acido alfa lipéico (ALA) sobre o desenvolvimento de foliculos secundarios
(FSEC) e foliculos antrais iniciais (FAI) vitrificados e cultivados in vitro. Para tanto, os FSEC e FAI foram
isolados de fragmentos ovarianos, sendo destinados imediatamente ao cultivo in vitro (grupo controle) ou a
vitrificacao utilizando polimeros sintéticos (PS), proteinas anticongelantes (AC1K ou AC100K) ou sem
proteinas anticongelantes (SAC). Apds 7 dias de armazenamento, os FSEC e FAI foram cultivados in vitro na
presenca de 100 pM de ALA por 6 dias. Os resultados mostraram que todos os tratamentos apresentaram a
morfologia normal e a taxa de formacao de antro semelhantes. Ndao houve diferenca significativa entre os
diametros de foliculos frescos e vitrificados na presenca de PS. A vitrificagdo com PS aumentou o nivel de
EROs de FSEC e FAI Contudo, a adigao de 1000 ng/mL de proteinas anticongelantes reduziu ainda mais os
niveis de EROs nos FSEC. Em conclusdo, a utilizagdo de proteinas anticongelantes e do ALA demonstrou ser
adequada para a vitrificacdo de foliculos ovarianos.
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INTRODUCAO

A criopreservagao de odcitos tem sido uma importante alternativa para a preservagao ou extensao da fungao
reprodutiva em mulheres. Além disso, possibilita a formagao de bancos de germoplasma de animais raros
e/ou de alto valor genético (PEINADO et al., 2022; ANGEL-VELEZ et al., 2023). Sabe-se que a vitrificacdo
atualmente tornou-se a técnica de escolha para a criopreservagao de odcitos devido aos melhores resultados
comparados ao congelamento lento na medicina humana e animal, mas ainda requer uma utilizacao mais
padronizada (LEVI-SETTI, 2016).

A vitrificacdo emprega a diminuicdo brusca da temperatura e a utilizacdo de altas concentragoes de agentes
crioprotetores (ACP), para a obtencdo de um estado sélido amorfo, conhecido como estado vitreo, que evite
ao maximo a formagao de cristais de gelo dentro da célula (FULLER, 2004). Contudo, esse método aumenta o
estresse oxidativo e osmoético, bem como, a toxicidade, resultantes das altas concentracoes de ACP utilizadas.
Podendo causar alteragdes no citoesqueleto, nas mitocondrias e no fuso meiético, redugao da atividade
enzimética, danos no DNA, morte celular por apoptose, endurecimento da zona pelicida e perda de células
do cumulus (BEST, 2015; COLOMBO, 2022).

Aparentemente, os o6citos sdo protegidos do estresse oxidativo por enzimas antioxidantes presentes no fluido
folicular. No entanto, quando esse tipo celular é retirado de seu ambiente natural para técnicas de
reproducdo assistida, seu sistema de defesa natural é perdido (LIVINGSTON et al., 2009; WANG et al., 2002).
Diante disso, ressalta-se a necessidade da adicdao de antioxidantes ao meio de cultivo in vitro ou de
vitrificacdo, com a finalidade de evitar que o estresse oxidativo ocorra e atrapalhe o desenvolvimento

oocitario.

METODOLOGIA

Os ovarios coletados de ovelhas adultas sem padréo de raga definida (n=36, 1-3 anos) foram fragmentados
(1-2 mm de espessura) para selecdo e microdissecagao de foliculos secundarios (FSEC; 250 um de didmetro)
e foliculos antrais iniciais (FAIL; 350 ym de diametro), sendo os foliculos frescos imediatamente cultivados in
vitro por 6 dias, enquanto os demais foliculos foram vitrificados.

No protocolo com polimeros sintéticos (PS), os foliculos (SEC e AI) foram expostos as trés solugoes de
equilibrio (SE) a temperatura ambiente por 5, 3 e 2 minutos, respectivamente, apresentando uma base
comum constituida por MEM-HEPES: 15% de soro fetal bovino (SFB), 100 uM de acido alfa lipdico e 5% de
dimetilsulféxido (DMSO) (SE1); 15% de DMSO e etilenoglicol (EG) (SE2); ou 30% de ambos os ACPs (SE3).
Ap6s a ultima exposicdo, os foliculos foram transferidos para a solucdo de vitrificagao (SV) composta por 50%
da SE adicionada de PS (20% de Supercool X-1000, 40% de Supercoool Z-1000 e 20% de Polivinilpirrolidona
- PVP).

No protocolo com as proteinas anticongelantes (PAC), os foliculos (FSEC e FAI) foram expostos (15 min) a SE
composta por MEM acrescido de HEPES suplementado com 20% (v/v) de SFB, 100 uM de &cido alfa lipdico,
7,5% de DMSO e 7,5% de EG. Em seguida, os foliculos foram expostos (20 min) a SV composta por MEM-
HEPES, 20% de SFB, 100 uM de acido alfa lipdico, 16% de DMSO, 16 % de EG e 1M de sacarose. Ambas as
solugdes, na presenca (1000 ng/mL-AC1K ou 100 000 ng/ml-AC100K) ou auséncia (SAC) de proteinas
anticongelantes.

Para a vitrificagdo, grupos de 5 foliculos (FSEC ou FAI) foram transferidos para palhetas de 0,25 mL, que
foram expostas ao vapor de nitrogénio liquido (NL2) por 2 minutos e entdo mergulhadas diretamente no NL.

Apo6s uma semana de armazenamento, as palhetas foram aquecidas a temperatura ambiente por 5 segundos,
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posteriormente imersas em banho-maria a 45 °C por 10 segundos. Os foliculos foram recuperados das
palhetas e submetidos a remocgéao dos crioprotetores, realizando quatro lavagens sucessivas de 3 min cada,
em MEM-HEPES com concentragoes decrescentes de sacarose (1 M, 0,75 M, 0,5 M e 0,25 M).
Posteriormente, os foliculos foram submetidos a mais duas lavagens de 5 minutos em MEM-HEPES, 15% de
SFB e 100 uM de acido alfa lipdico.

Os FSEC e FAI frescos ou vitrificados foram cultivados individualmente em gotas de 100 pL de meio de
cultivo sob dleo mineral em placas de petri de 60 x 15 mm. O meio de cultivo para os FSEC foi constituido de
a-MEM suplementado com 3 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 10 ng/mL de insulina recombinante
humana, 5,5 pg/mL de transferrina, 5 ng/mL de selénio, 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina, 0,911
mMol/L de piruvato na presenca de 100 pM de &cido alfa lipdico. Enquanto, os FAI foram cultivados no
mesmo meio suplementado, com adigdo de 10 ng/mL de insulina e 50 ng/mL de hormoénio do crescimento
bovino. Para ambas as categorias foliculares, o cultivo in vitro foi realizado a 38,5 °C em 7,5% de CO2 por 6
dias, com substituicdo de 60 L do meio a cada 2 dias por meio fresco.

Os FSEC e FAI frescos ou vitrificados foram classificados como normais ou degenerados e avaliados quanto
ao crescimento por meio da mensuragao do diametro folicular nos dias 0 e 6 de cultivo. Enquanto, nos FSEC
foi verificada a formacéo do antro pela presenca de uma cavidade translicida visivel entre as camadas das
células da granulosa. Apds o cultivo in vitro, os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) foram
analisados usando a sonda diacetato de 2',7'di-hidrodiclorofluoresceina (DCHF-DA, Sigma-Aldrich) e o
potencial de membrana mitocondrial (PMM) avaliado pela sonda MitoTracker Orange para verificagdo de
mitocondrias ativas.

Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média. Os resultados foram considerados

significativos quando p

RESULTADOS E DISCUSSAOQO

Independentemente do grupo (fresco ou vitrificado), ndo foram observadas alteracées na morfologia normal
dos FSEC e FAI. Ao avaliar a taxa de formacgao do antro nos FSEC, ndo foram encontradas diferengas entre
os grupos (fresco e vitrificado). Além disso, foi demonstrado que ap6és seis dias de cultivo in vitro, ndao houve
diferenca significativa entre os diametros dos FSEC frescos e vitrificados, bem como dos FAI frescos e
vitrificados na presenca de PS. Nos grupos de FAI vitrificados, nao foi observada diferenca significativa no
diametro de foliculos vitrificados na presenca de polimero sintético e PAC na concentracdo de 100 000 ng/ml.
Anteriormente, os PS foram utilizados na vitrificacdo de FSEC e FAI isolados de cabras (LOPES et al., 2020),
mantendo a quantidade de foliculos morfologicamente normais em ambas as categorias foliculares e a taxa
de formacdo de antro dos FSEC, similar entre os grupos frescos e cultivados in vitro apos a vitrificagao. O
estudo verificou ainda, que o didmetro dos FSEC vitrificados foi menor do que dos foliculos frescos,
diferentemente dos resultados encontrados neste trabalho, enquanto o didmetro dos FAI frescos e
vitrificados foi semelhante. As proteinas anticongelantes mantiveram a morfologia folicular normal apds
vitrificacdao independente da categoria folicular corroborando com resultado anterior na literatura observado
em murinos (WEN et al., 2014).

Em relacdo aos niveis de EROs, os odcitos provenientes de FSEC e FAI apresentaram maior nivel de EROs
apos a vitrificacao utilizando PS, em relagdo aos demais grupos. O tratamento AC100K provocou maior
producao de EROs em comparacao a AC1K nos FSEC. A alta producao de EROs com a utilizacao de PS foi
reportada apos vitrificagao e CIV de fragmentos ovarianos bovinos (SHAHSAVARI et al., 2021). Entretanto, a

adicdo de proteinas anticongelantes na solucdo de vitrificagdo demonstrou uma reducdo dos niveis de EROs
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em ovarios de camundongo (LEE et al., 2015).

Quanto ao PMM, nos odcitos provenientes tanto dos FSEC quanto dos FAI, principalmente, a utilizagao de PS
na vitrificagdo aumentou a atividade mitocondrial, em comparagao aos demais grupos. Além disso, a adigdo
ou nao das proteinas anticongelantes parece ndo alterar a atividade das mitocondrias em relagdo ao controle.
Um estudo avaliando a atividade mitocondrial dos odcitos obtidos a partir de FPA vitrificados e cultivados,
mostraram que o PMM difere significativamente entre odcitos controle e vitrificados no dia 0 e no dia 1 de
cultivo (DEMANT et al., 2012).

A producao aumentada de EROs e a reducdo da capacidade antioxidante no tecido ovariano congelado-
descongelado, promove a apoptose folicular, anormalidades ultraestruturais e morfoldgicas dos foliculos,
danos mitocondriais, oscilagdo alterada de célcio e deplecdo de ATP, bem como, o esgotamento da reserva
ovariana consequente da superativacdo de foliculos primordiais induzida pela inibicdo de PTEN. Diversos
estudos ja demonstraram que a adigdo de antioxidante ao meio de criopreservacdo é capaz de diminuir os
niveis de EROs e a apoptose celular, aumentar a capacidade antioxidante, a integridade, viabilidade,
sobrevivéncia e didmetro folicular, além de preservar a atividade mitocondrial e melhorar a densidade do
estroma ovariano (NAJAFI et al., 2023).

CONCLUSOES

Diante disso, verifica-se que a criopreservagao de FSEC e FAI na presenca de proteinas anticongelantes pode
ser adequada para a vitrificacdo e posterior desenvolvimento folicular in vitro ap6s aquecimento, pois foram
capazes de manter a morfologia normal, diminuir os niveis de EROs e o PMM dos odcitos. A presenca do
antioxidante ALA tanto na solugdo de vitrificagdo como no meio de cultivo também se mostrou relevante para

a obtencao dos resultados obtidos.
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