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RESUMO

PORFIRIO, K.P. QUALIDADE DE OOCITOS CAPRINOS APOS
CRIOPRESERVACAO EM MEIO ALTERNATIVO CONTENDO ACP-407°.

2017.47f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Programa de Pds Graduagdo em
Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

Objetivou-se avaliar a viabilidade de odcitos caprinos submetidos ao processo de
criopreservagdo lenta em meio alternativo contendo ACP-407® apés descongelacio.
Foram coletados 160 ovarios, provenientes de 80 cabras puberes oriundas de
abatedouros localizados na microrregido homogénea de Teresina. Apds o abateos
ovarios foram imediatamente transportados para o laboratorio em garrafa térmica com
solucdo salina fisiolégica a 35°C adicionada de 30ug/mL de sulfato de gentamicina. Os
odcitos foram aspirados com agulha 21G acoplada a seringa de 5mL, posteriormente o
aspirado foi colocado em tubos tipo falconde 15 mL, onde permaneceram durante 15
minutos para que ocorresse a decantacdo dos Complexos CumulusOdcitos (CCOs).O
sedimento foi aspirado com o auxilio de uma pipeta de 100uL e colocados em placa de
petri onde foram avaliados e classificados utilizando estereomicroscopio. Apos a
classificacdoos CCOs foram separados em trés grupos, Grupo | (Glicerol - Controle),
Grupo Il (Etilenoglicol) e Grupo Il (Etilenoglicol e ACP-407®), e envasados em
palhetas francesas de 0,25 mL no qual foramsubmetidos ao processo de criopreservacado
lenta, em curva de criopreservagdoespecifica para embrides,em aparelho TK 3000°.
Ap6s o periodo minimo de 10 dias os odcitos foram descongelados e avaliados atraves
da associacdo de sondas fluorescentes (iodeto de propideoediacetato de
carboxifluresceina).Foram recuperados 139 CCOs, onde obteve-se uma taxa de
recuperacdo de 1,73CCOs por par de ovarios. Em relacdo a anélise de viabilidade com a
utilizacdo de sondas fluorescentes o grupo contendo ACP-407® cometilenoglicol
apresentou melhores resultados quando comparados ao grupo etilenoglicol ou glicerol,
representado uma taxa de viabilidade de 16,6%, 7,4% e 6%, respectivamente. Portanto,
a adicdo de ACP-407® ao crioprotetoretilenoglicolmelhora a viabilidade dos odcitos

caprinos pos descongelacao.

Palavras-chave: Criopreservacio de odcitos; Agua de coco em pé; Caprino.
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ABSTRACT

PORFIRIO, K.P. QUALITY OF GOATS OOCYTES AFTER
CRIOPRESERVATION IN ALTERNATIVE MEANS CONTAINING ACP-407°.
2017. 48f.Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Programa de P6s Graduacdo em
Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

The aim of this study was to evaluate the viability of goat oocytes submitted to the slow
cryopreservation process in an alternative medium containing ACP-407® after thawing.
A total of 160 ovaries were collected from 80 pre - pubescent goats from
slaughterhouses located in the homogeneous microregion of Teresina. After slaughter
the ovaries were immediately transported to the laboratory in a thermos flask with
physiological saline solution at 35°C added with 30ug/mL gentamicin sulfate. The
oocytes were aspirated with a 21G needle attached to a 5mL syringe, and the aspirate
was placed in 15mL falcon tubes, where they remained for 15 minutes for the
decantation of Cumulus Oocyte Complexes (COCs). The sediment was aspirated with
the aid of a 100uL pipette and placed in petri dish where they were evaluated and
classified using a magnifying glass. After classification, the COCs were separated into
three groups, Group | (Glycerol - Control), Group Il (Ethylene Glycol) and Group Il
(Ethylene Glycol and ACP-407®), and packed in 0.25mL vats in which they were
submitted to the slow cryopreservation, in specific curve for embryos In TK 3000®
apparatus. After the minimum period of 10 days the oocytes were thawed and evaluated
through the association of Fluorescent probes (propionate iodide andcarboxyfluorescein
diacetate). 139 COCs were recovered, where a recovery rate of 1.73 COCs per pair of
ovaries was obtained. In relation to the feasibility analysis with the use of fluorescent
probes the group containing ACP-407®with Ethylene glycol presented better results
when compared with the group Ethylene glycol or Glycerol, representing a viability rate
of 16.6%, 7.4% and 6%, respectively. Therefore, the addition of ACP-407® to the
cryoprotectant ethylene glycol improvement the viability of oocytes goats thawing.

Keywords: Oocyte criopreservation; Coconut water powder; Goat.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um numero expressivo de caprinos com aproximadamente 8,85
milhGes de animais, onde a regido Nordeste vem se destacando a cada dia na cria¢do de
caprinos, representando 91,6% deste total. Neste contexto,0s estados da Bahia,
Pernambuco e Piaui se destacam por liderarem o ranking apresentando 26,7%, 23,6% e
13,9%, respectivamente (IBGE, 2014).

Devido a suas grandes propriedades nutricionais os produtos provenientes de
pequenos ruminantes vem se destacando cada vez mais no mercado. Esses produtos tais
como, carne, leite e seus derivados fornecem nutrientes essenciais que séo: proteinas,
carboidratos, gorduras, sais minerais e vitaminas (BERCHIELLE et al,
2011;ALBENZO et al., 2016).

Atualmente tem sido observado uma grande procura por produtos carneos de
qualidade, onde para satisfazer as exigéncias dos consumidores o produto deve oferecer
caracteristicas intrinsecas desejaveis bem como um processo de producdo politicamente
correto (BIANCHINI et al., 2015). Essas caracteristicas sdo de grande importancia, uma
vez que o consumidor esta cada vez mais atento a qualidade dos produtos consumidos
(CRUZ et al., 2016) e como consequéncia as cadeias produtivas e comerciais vém sendo
cada vez mais organizadas (ESTEVES et al., 2010).

As Dbiotecnologias reprodutivas sdo ferramentas tecnoldgicas capazes de
promover resultados amplos em programas de melhoramento genético nos rebanhos,
como também de conservacao de material genético de animais superiores e de espécies
ameacadas de extin¢do (FREITAS et al., 2013).

Nesse aspecto, visandomaximizar a fertilidade de caprinos uma das estratégias é
a utilizacdo de tecnologias da reprodugdo onde a criopreservacdo de gametas esta
inserida neste contexto (PARAMIO e IZQUIERD, 2014). A criopreservacdo de o6citos
configura-se como uma importante ferramenta propulsora de diversas biotecnologias,
como também propicia a conservacdo de material genético para banco germoplasma
(sémen, embrido, foliculo ovariano e o6citos) e possibilita 0 envio de material genético
entre regides e paises, sem haver riscos sanitarios (FREITAS et al., 2013).

Vérias manipulacGes de crioprotetores tém sido propostas, no intuito de
aumentar a sobrevivéncia das estruturas criopreservadas, levando em consideragédo
aspectos importantes como permeabilidade da membrana celular, lipidios e agua
intracelular (SARAGUSTY e ARAV, 2011). Dentro dessas manipulagBes a agua de
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coco temdemonstrado um grande potencial uma vez que fornece 0s nutrientes
necessarios para manter a sobrevivéncia e viabilidade dos gametas masculinos e
femininos criopreservados (CARVALHO et al., 2006).

Uma das grandes preocupacdes atualmente estd voltada a manutencdo de
espécies ameacadas em extingdo bem como de animais de alto valor genético. Dentro
desse contexto, a criopreservacdo de germoplasmavem ganhando bastante destaque.
Atualmente, diversos trabalhos vém demonstrando a acdo benéfica da dgua de coco
sobre a conservacgdo celular, como os trabalhos realizados por Carvalho et al. (2006),
onde os mesmos relatam que a agua de coco possui nutrientes necessarios para
sobrevivéncia de gametas e Silva et al. (2010), onde esses autores relatam a agéo
benéfica como meio de cultura para embriGes bovinos. No entanto ainda h4d uma grande
necessidade de estudos especialmente quanto a criopreservacdo de germoplasma,
especialmente quando se refere a o0citos.

Sabendo-se das particularidades das técnicas de criopreservacdo celular,
sobretudo as dificuldades de se reduzir ou evitar injdrias celulares provocadas ao longo
do processo, induzidas por conta das baixas temperaturas, faz-se necessaria a
viabilidade de novos estudos a fim de se buscar alternativas de solugbes para
criopreservacao de odcitos, bem como de outros tipos celulares e/ou tecidos. Neste
contexto o uso da ACP-407®para essa finalidade poderé subsidiar pesquisas inerentes a
reproducdo animal assistida, como a producdo in vitro de embrides.

Essa dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: uma introducdo contendo
0 objetivo; Revisao de literatura; Capitulo I, contendo o artigo intitulado “Qualidade de
odcitos caprinos apds criopreservagio em meio alternativo contendo Agua de Coco em
P6 (ACP-407%)”, além de conclusdes gerais, Referéncias e Anexos. O capitulo foi
organizado na forma de artigo cientificode acordo com as normas do periodico
internacional  “SmallRuminantResearch” (QUALIS 2014: 0921-4488, SMALL
RUMINANT RESEARCH, ZOOTECNIA/RECURSOS PESQUEIROS,
CLASSIFICACAO: A2).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Morfofisiologia do complexo cumulusodcito

As técnicas de reproducdo assistida trouxeram muitas informacBes sobre a
morfologia do o6cito, pois para a realizacdo destas técnicas muitas vezes € necessario o
desnudamento oocitério, deixando-o livre das células do cumulusoophorus, o que
permite a sua melhor observacéo antes e durante o processo de fertilizacdo, permitindo
correlacionarem-se parametros da morfologia odcitariacom a qualidade e viabilidade
embrionaria (DE SANTIS et al., 2005; EBNER et al., 2006). Apds o desnudamento é
possivel aavaliacdo de muitos pardmetros morfolégicos oocitarios, como a forma do
odcito, a coloracéo e a granulacdo do citoplasma e nudcleo, a regularidade e a espessura
da zona pelicida, o tamanho do espaco perivitelinico, a presenca de vacuolos, a
presenca ou auséncia da vesicula germinativa e do primeiro corpusculo polar, assim
como de sua morfologia (EBNER et al., 2006).

O odcito no interior do foliculo, esta envolto por células da granulosa, formando
0 complexo cumulusodcito. O conjunto de células préximo a zona peltcida, em intimo
contato com o odcito por jungdes intercomunicantes € denominada corona radiata
(GONCALVES et al., 2008).

A zona peldcia funciona como uma barreira para a fecundacdo entre espécies
diferentes e € composta por trés glicoproteinas que sdo produzidas exclusivamente pelo
oocito em crescimento: ZP1, ZP2 e ZP3. Acredita-se que a proteina ZP3 é responsavel
pela ligacdo espécie-especifica entre o espermatozoide e a zona pellcida
(GONCALVES et al., 2008; ALBERTS et. al., 2010). A glicoproteina ZP3 também
estimula a absorcdo de calcio que por sua vez induz o espermatozoide a sofrer a reacédo
acrossdmica(liberacdo das enzimas hidroliticas do acrossomo que auxiliam o
espermatozoide a atravessar a zona). A reacdo acrossomica também expde diversas
proteinas que se ligam ao ZP2 (mantendo o espermatozoide fortemente ligado a zona) e
outras que fazem a ligacédo e fusdo das membranas plasmaticas dos gametas (ALBERTS
et al., 2010).

A ligacéo entre as membranas causa uma despolarizagdo imediata da membrana
do odcito em decorréncia da abertura dos canais de ions que inverte a polaridade intra e
extracelular, ocasionando um rapido blogueio da poliespermia (ALBERTS et al., 2010).
Além disso, o aumento de calcio citosolico gera um segundo bloqueio espermatico de

longa duragédo, chamada de reacdo cortical, que é uma mudanca nas propriedades da
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zona pelicida que a torna impermeavel a outros espermatozoides (bloqueio da
poliespermia) (MOORE, 2000).

A fusdo do odcito com o espermatozoide ocorre apds a penetracao,
especificamentepelo contato entre 0 segmento equatorial do gameta masculino e a
membrana plasmatica do gameta feminino. A membrana vitelina(membrana plasmatica
do gameta feminino) participa ativamente nesse processo e, dessa forma, o
espermatozdide é incorporado peloooplasma. O odcito ativado pela presenca do
espermatozéide responde inicialmente com a despolarizacdo da membrana plasmatica,
hidrolise do fosfatidilinositolbifosfato(PIP2), com o aumento das oscilacbes
intracelulares de calcio, exocitose dos granulos corticais, aumento do pH intracelular e
sintese proteica (GONCALVES et al., 2002).

Para impedir a penetracdo de mais de um gameta (polispermia), observa-se
rapida despolarizacdo da membrana vitelina apés a fecundacao, fendmeno denominado
de bloqueio vitelinico. Outro bloqueio (secundério) resulta da reacdo cortical, ap6s a
penetracdo espermatica, que envolve a fusdo da membrana plasmaética do odcito, com a
membrana dos granulos corticais. Essa fusdo é propagada como uma onda, envolvendo
toda a superficie do od6cito, a partir do ponto da fusdo espermatozoide/odcito. O
contedo dos granulos corticais possui enzimas como as hidroliticas, proteinases e
peroxidases, que sdo depositadas no espaco perivitelino, provocando hidrélise parcial
das proteinas da zona pellcida, sendo transformadas em ZP1F, ZP2F e ZP3F
(GONGCALVES et al., 2002).

O espago perivitelinico, regido entre a zona pelUcida e a membrana plasmatica
da ceélula, apresenta microvilosidades em toda a sua extensdo (responsaveis pelo
aumento da area de contato para facilitar a obtencdo dos nutrientes que vém do meio
externo).

O corpusculo polar é oriundo da primeira divisdo meidtica, essa estrutura ndo
participa da fertilizacdo, mas a sua formacdo € um passo fundamental no processo de
maturacdo oocitéria, sendo sua visualizacdo um indicativo importante de maturidade
oocitéria, fundamental paraa avaliacdo do sucesso dos protocolos de maturacéo in vitro
odcitaria (EBNER, 2000).

2.2 Métodos de obtencéo e classificacio de oocitos

A principal fonte de ovérios para puncdo de foliculos ovarianos, em qualquer
espécie doméstica, continua sendo em abatedouros (GONCALVES et al., 2008). Seus



16

ovarios constituem um modelo classico de pesquisa. Neste caso, 0 bem estar animal é
respeitado, uma vez que as fémeas sdo sacrificadas para o consumo da carne e 0s
ovarios sdo perdidos (NUNES et al., 2010).Contudo, pequenos ruminantes apresentam
menor recuperacao e baixa qualidade de Complexo CumulusOdcitos (CCOs) quando os
ovarios sdo provenientes de abatedouros.

Os odcitos em pequenos ruminantes podem ser obtidos por aspiracéo folicular,
disseccdo de foliculos grandes (SAMAKE et al., 2000; NUNES et al., 2010),
laparotomia, aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (LOPU) e laparoscopia
(BALDASSARE et al., 2002; GONCALVES et al., 2008;NUNES et al., 2010).

Na aspiracdo folicular a punc&o é realizada com uma agulha 18 ou 19G acoplada
a uma seringa de 1mL ou bomba de vacuo (GONCALVES et al., 2008). Outra técnica
bastante utilizada em pequenos ruminantes é a disseccéo de foliculos grandes onde essa
técnica que permite maior recuperacdo de (CCOs), porem é uma técnica mais demorada
e necessita de profissional mais qualificado (NUNES et al., 2010).

A técnica de aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (LOPU) em
pequenos ruminantes permite o uso da mesma fémea por diversas vezes, entretanto, 0s
protocolos de superovulacao para inducdo e sincronizacdo de estro, em geral, agridem a
salde dos animais, uma vez que esses protocolos levam a formacéo de anticorpos que
diminui gradativamente a resposta ovulatoria apos repetidas aplicacdes podendo levar a
formacdo de aderéncias ovarianas e fibrose (TERVIT, 1996; BALDASSARE et al.,
1996; NUNES et al., 2010).

Por outro lado, a laparoscopia se destaca por ser pouco invasiva, proporcionando
recuperacdo mais rapida e podendo ser realizada diversas vezes na mesma fémea. Esta
técnica tem sido utilizada para a obtencdo de odcitosin vivo para uso na pesquisa
fundamental e na produgdo in vitro de embrides em pequenos ruminantes
(BALDASSARRE et al., 2002; CORDEIRO, 2006).

De acordo com GONGCALVES et al. (2008) a técnica de laparotomia seria
interessante em virtude do custo, porém devido os posteriores problemas apo6s a
realizacdo da técnica como o comprometimento reprodutivo provocado por aderéncias
que leva o descarte precoce do animal essa técnica atualmente esta em desuso.

Os odcitos sdo classificados em uma escala de 1 a 4, (figura 1) considerando as
caracteristicas das células do cumulus e do citoplasma do odcitos. Oocitos com
qualidade 1, sdo aqueles com cumulus compacto presente, contendo mais de trés

camadas de células, ooplasma com granulacGes finas e homogéneas, preenchendo o
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interior da zona pellcida e de coloracdo marrom. J& os odcitos de qualidade 2, séo
aqueles de cumulus compactos parcialmente presentes em volta do odcito ou rodeados
por completo, com menos de trés camadas celulares, ooplasma com granulagdes
distribuidas de modo heterogéneo. J& nos odcitos de qualidade 3, as células do cumulus
estdo presentes, porém, expandidas, apresenta ooplasma contraido, degenerado ou
fragmentado, por ultimo, os o6citos de qualidade 4, sdo aqueles com odcitos desnudos e
sem células do cumulus (LEIBFRIED e FIRST, 1979; GONCALVES et al., 2008;
STRINGFELLOW e GIVENS, 2010).

A K I

Figura 1. Classificacdo de o6citos de acordo com Strigfellow e Givens. A:Grau |; B:
Grau ll; C: Grau Ill; D: Grau IV. Fonte: STRINGFELLOW e GIVENS, 2010.

Morfologicamente, os odcitos sdo avaliados pela quantidade e qualidade das
camadas de células do cumulus e a homogeneidade do citoplasma do odcito. Em geral,
para caprinos e ovinos sdo selecionados para maturacdo apenas aqueles oocitos sem
expansdo das células do cumulus, citoplasma uniforme, levemente granulado e
coloragdo homogénea (NUNES et al., 2010).

Um dos fatores que influencia a qualidade do odcito recuperado é o transporte
adequado do material coletado, seja ovario ou odcito. A temperatura, 0 meio e 0 tempo
do transporte sdo aspectos fundamentais para preservacdo do material e com este
objetivo cada autor tem uma maneira de fazé-lo. Este tempo também deve ser o mais
curto possivel, mas se realizado no periodo de até 3 horas parece ndo afetar a
viabilidade dos CCOs (GONCALVES et al., 2002).

2.3Criopreservagao de Odcitos

A criopreservacdo de oocitos(gameta feminino) é um passo crucial para a
conservagdo da genética feminina (PRENTICE e ANZAR, 2011). Essa biotécnica
reprodutiva propicia a preservacdo de material genético de espécies ameacadas através
de bancos de germoplasma animal e também estimula o aumento da eficiéncia
reprodutiva de animais de alto valor zootécnico (SARAGUST e ARAYV, 2011; ALVES
etal., 2013).
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Atualmente, existem dois tipos de criopreservacdo de odcitos, criopreservagdo
lenta e vitrificagdo. Na criopreservacdo lenta, baixas taxas de resfriamento e baixas
concentracdes de crioprotetores séo usadas, enquanto na vitrificacdo utiliza altas taxas
de resfriamento e altas concentracdes de crioprotetores (SARAGUSTY e ARAV, 2011).

A sensibilidade natural de o0citos na criopreservacdo pode ser atribuida a varios
fatores, incluindo tamanho, forma, permeabilidade e contetdo lipidico (BHATI et al.,
2013). Uma vez criopreservado ou vitrificado, o germoplasma pode ser estocado por
longo periodo sem que ocorra a deterioracéo (RIGGS et al., 2010).

Uma das grandes vantagens de se criopreservaroocitos imaturos é que, apos a
criopreservacdo e descongelamento, podem sobreviver e serem posteriormente
maturados (MOAWAD et al., 2012). Além disso, na espécie bovina demonstraram
melhor eficiéncia nas taxas de clivagem e de producdo de blastocistos, ap6s o processo
de vitrificacdo, indicando melhor resisténcia a crioinjuria (ZHOU et al., 2010).

A criotecnologia tem permitido significativos avangos na preservacdo e
multiplicacdo de vérias espécies. No entanto, 0 processo apresenta distintas limitacoes,
sendo necessarias a evolucdo e a adaptacdo de diferentes protocolos de criopreservagédo
de gametas de acordo com as caracteristicas de cada espécie. De modo geral, a
aplicabilidade dos resultados, tanto no Brasil como no mundo, apesar de estes serem
promissores, apresenta baixa repetitividade, provavelmente devido a ndo padronizagdo

de protocolos adequados que garantam a viabilidade celular (SOUZA et al., 2014).

2.4 Criopreservacao lenta

A criopreservacdo lenta € um processo onde a agua extracelular se cristaliza,
resultando em um gradiente osmotico que atrai a &gua do compartimento intracelular até
que a vitrificacdo ocorra (SARAGUST e ARAV, 2011). Comumente essa técnica leva
danos devido a cristalizagéo e a consequente formacao de gelo intracelular (PRENTICE
e ANZAR, 2011).

Os protocolos mais difundidos mundialmente sdo aqueles com uso de
congelacdo classica (lenta), que necessita de equipamentos programaveis de elevado
custo. A congelagdo lenta, como o nome ja indica, € uma técnica lenta de
criopreservagdo em que se tem como principio o equilibrio entre os crioprotetores e o

compartimento liquido (GONCALVES et al., 2008). Em relacdo a sua eficécia recentes
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trabalhos como o de SANCHES et al. (2016) vem mostrando que a criopreservacao
lenta pode levar a resultados satisfatorios.

A congelacédo lenta consiste em um pré-equilibrio e exposi¢cdo dos embrides ou
odcitos a solucdo crioprotetora, para que estes sejam, entdo, submetidos a queda de
temperatura em maquina programavel. Em uma primeira etapa, a temperatura atinge
uma fase de pré-congelacédo a -7°C, momento em que ocorre a liberacdo do calor latente
de fusdo e o prejudicial aumento da temperatura, o qual é evitado pelo seeding, por
meio do contato da palheta com um objeto metalico pré-refrigerado em nitrogénio
liquido (geralmente uma pinca hemostatica). Apds sua manutencdo em um periodo de
equilibrio de 10 a 15 minutos, os embriGes sdo congelados lentamente, com reducgéo de
temperatura entre 0,3 e 1°/min, até atingir -30 a -35°C. Neste momento, tem-se a
formacdo de gelo extracelular da agua pura e consequente aumento da concentracdo do
soluto extracelular. Ao se encontrar suficientemente desidratada, a célula tera uma
concentracéo elevada de solutos capaz de impedir a cristalizagdo do gelo, momento em
que ocorre imersdo da célula em nitrogénio liquido a -196°C(VAJTA e NAGY, 2006).

2.5 Crioprotetores

Os agentes crioprotetores sdo substancias organicas etém a funcéo de proteger a
célula ou o tecido contra desidratacdo, resfriamento e outros danos que podem
sercausados pela reducdo extrema da temperatura (MOURA, 2016).

Os crioprotetores pode ter efeitos consideraveis na competéncia dos odcitos,
danos associados a criopreservacdo sao as principais causas da ma qualidade de odcitos
vitrificados e descongelados (HOSSEINI et al., 2015). Porém, esses efeitos negativos
podem ser reduzidos com a utilizacdo de agentes crioprotetores, que permitem preservar
as células a temperaturas extremamente baixas (ALVES et al., 2013).

Dentre os principais danos causados aos gametas femininos por protocolos de
resfriamento e congelacdo, podem ser citados a toxicidade e choque osmotico
provocados por agentes crioprotetores (SEKI et al.,2011).

Vérias manipulacGes de crioprotetores tém sido propostas, no intuito de
aumentar a sobrevivéncia das estruturas criopreservadas, levando em consideracdo
aspectos importantes como permeabilidade da membrana celular, lipidios e agua
intracelular (SARAGUSTY e ARAYV, 2011).
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Apesar dos efeitos benéficos do crioprotetor, ndo existe uma técnica de
criopreservacao celular que permita 100% de sobrevivéncia ap6s a criopreservacao e
aquecimento, mesmo utilizando-se curvas de resfriamento e aquecimento consideradas
Otimas. A toxicidade do crioprotetor limita a concentracdo em que este pode ser
utilizado antes do resfriamento e, portanto, limita a eficacia da agdo crioprotetora
(FAHY, 1986).

Os crioprotetores sdo divididos em duas categorias, intracelulares ou penetrantes
e extracelulares ou ndo penetrantes. Na primeira categoria tem-se destaque o Glicerol,
com peso molecular (PM) 92,1, Etilenoglicol (PM) 62,1 (NIEMANN, 1991), e na
segunda categoria estdo a sacarose e glicose e agua de coco em p6 (CROWE, 1983;
NUNES, 1997).

O glicerol é considerado quimicamente um alcool que contém trés grupos
funcionais de hidroxilas, os quais podem aceitar um grupo de hidrogénio da molécula
de 4gua em seis sitios diferentes. Esse crioprotetor provoca estresse osmaético, mudancas
na organizagdo, na fluidez e napermeabilidade da membrana e mudangas em sua
composicdo lipidica (OLIVEIRA et al., 2013).

A criopreservacdo em glicerol é um dos métodos mais difundidos para a
criopreservacao de embrides bovinos sendo, por isso denominado método convencional
(GONCALVES et al., 2008). Porém, quando presente em grandes concentracdes pode
levar danos a membrana plasmatica (GARCIA et al., 2012).

Apesar dos efeitos benéficos, o glicerol apresenta certa toxicidade as células,
sendo necessaria a identificacdo de sua concentracdo ideal para cada espécie (HOLT,
2000).

O etilenoglicol é considerado um alcool que possui quatro pares de elétrons
isolados, os quais podem ligar a mais elétrons isolados. Os atomos de hidrogénio podem
ligar aos quatros sitios e posteriormente doar doisdesses atomos (KEITH, 1998).

Esse crioprotetor tem sido utilizado em diversos protocolos para a
criopreservacdo de germoplasma em varias espécies, devido principalmente ao seu
baixo peso molecular quando comparado a outros crioprotetores, 0 que proporciona
rpida entrada e saida na célula durante o periodo de equilibrio e reidratacéo,
respectivamente, o que permite a reidratacdo direta apds o aquecimento (VOELKEL e
HU, 1992).
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Nos dias atuais o etilenoglicol é o crioprotetor de eleicdo, com elevadas taxas de
sobrevivéncia embriondria, aproximando-se daquelas obtidas com embrifes frescos
(GONCALVES et al., 2008).

Os aclcares (sacarose e glicose) como substancias crioprotetoras néo
apresentamcitotoxicidade,mesmo quando se acumulam em grande quantidade. Em
comparagdo com os crioprotetores tradicionais, esses aglcares mostram alta eficiéncia
naestabilizacdo de membranas celulares durante o congelamento (HUBALEK, 2003).
Desta forma, inibem a cristalizacéo e, portanto, ajuda na preservacao desses organismos
em condicgdes adversas (MORGAN et al., 2006).

Devido a variagdes fisico-quimicas da agua de coco e disponibilidade de frutos
em estagios ideias, elaborou-se um meio de conservacao a base de agua de coco em po
(ACP®, ACP Biotecnologia, Fortaleza, Ceard, Brasil), caracterizado pela padronizacdo e
estabilizacdo da agua de coco por meio de um processo de desidratacdo e subsequente
formulacdo de meios de conservacao especifico para células e tecidos (SALGUEIRO et
al., 2002), mantendo os mesmos constituintes bioquimicos da agua de coco in natura,
tendo a vantagem de ser facilmente estocado, transportado e preparado (VIVEIROS et
al., 2010).

A agua de coco em p6 tem como insumo bésico o liquido endospérmico do coco
que, em sua forma processada, confere estabilidade e longevidade de prateleira, sem
problemas de acondicionamento e supera a toda e qualquer outra tecnologia de
conservacao, uma vez que mantém as propriedades inerentes do produto original. Dai a
grande vantagem da &gua de coco em pd, uma vez processada, ndo modifica sua
composic¢do até sua utilizacdo, garantindo um padrdo confiavel (PINTO et al., 2015).

Por ser uma solucéo estéril, ligeiramente acida, composta de gorduras neutras,
além de indutores da divisdo celular e eletrdlitos diversos, que lhe conferem densidade e
pH compativeis com o plasma sanguineo, a agua de coco fornece 0s nutrientes
necessarios para manter a sobrevivéncia e viabilidade dos gametas masculinos e
femininos criopreservados (CARVALHO et al., 2006).

De acordo com Cezar et al. (2015), estudos realizados com gametas de varias
espécies animais mostraram que a agua de coco verde (endosperma da Cocosnuciferal..)
pode ser usada com sucesso na preservacdo dos foliculos préantrais de caprinos e
ovinos, sémen de ovelhas, porcos e humanos. Essa solugédo foi testada também como
meio de conservacdo e maturacdo de oocitos imaturos de ovarios bovino e como meio

de cultura para embrides de camundongos e bovinos (SILVA et al., 2010).
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2.6 Analise da viabilidade

O estudo da viabilidade celular apds a descongelacdo embrionaria € uma forma
de se avaliar in vitro os métodos de criopreservacdo(GUAITOLINI et al., 2012). Dentre
as técnicas para avaliagdo in vitro pos-descongelacdo podemos citar o0 uso de corantes
fluorescentes, os quais coram células vivas e mortas (HARDY, 1997).

A utilizacdo de sondas fluorescentes por meio de microscopia de
epifluorescencia ou citometria de fluxo sdo métodos que Vvém sendo
utilizadosamplamente nos ultimos anos em diversas espécies (RIJSSSELAERE et al.,
2005; SILVA et al., 2012).

Sondas fluorescentes que apresentam afinidade pelo DNA tém sido atualmente
utilizadas para a avaliacdo da integridade da membrana plasméatica das células
espermaticas (SILVA e GADELLA, 2006).

De acordo com HARDY. (1997) o uso de corantes fluorescentes para a analise
de viabilidade apresenta superioridade sobre as técnicas de microscopia.

O método utilizado pela associacao de diacetato de fluoresceina (FDA) e iodeto
de propideo (IP) pode ser utilizado para avaliartanto o estado fisiol6gico e a integridade
da membrana (TSAI et al., 2010).

As células mortas sdo permeaveis ao iodeto de propideo (IP) e se coram em
vermelho ou laranja. Este método permite uma boa estimativa da porcentagem de
células mortas, contudo pode haver uma subestimativa das células mortas se estas
estiverem circundadas por células vivas impedindo que o IP penetre nas células
(PRYOR et al., 2011). O IPserve apenas para identificar as células ndo viaveis, uma vez
que sO pode penetrar as membranas nucleares danificados e manchas de acidos
nucleicos (THAI et al., 2010). Outros autores comoSHU et al. (2009) e ABEEL e
STEIRTEGHEM (2000) também relatam o sucesso na anélise com a utilizacao de (IP)
para avaliar membrana plasmatica integra e lesada. Por outro lado, o FDA pode
penetrar as membranas deodcitos e ser hidrolisado pela esterases intracelulares para o
composto fluorescente polar fluoresceina que se acumula nas células intactas (TSAI et
al., 2008), uma vez detectada a presenca de esterases ativas, se coram em azul e a
coloracéo final conferida € verde claro (BRAMER et al., 2015).

O grupo acetil das moléculas de FDA confere a capacidade de penetrar nas

membranas celulares, por difusdo passiva. Apds a entrada das moléculas, as
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esterasespresentes nas celulas clivam as ligagdes éster, liberando os grupos acetato e
induzindo, desse modo, o brilho tipico da fluoresceina, que fica retida no citoplasma.
No entanto, em células mortas, como ha uma desorganizagdo das membranas, a
penetracdo pelas moléculas de FDA néo € seguida pela clivagem das ligacGes éster que

as ligam aos grupos acetato e, portanto, ndo se verifica o brilho caracteristico da
fluoresceina (BRAMER et al., 2015).
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CONSIDERACOES FINAIS

A criopreservacdo de odcitos é uma biotecnologia reprodutiva que permite a
criacdo de bancos de germoplasma no qual os gametas femininos podem ser
conservados por tempo indeterminado. Essa biotecnologia pode ser utilizada com
sucesso em casos de infertilidade, animais de alto padrdo genético e até mesmo em

animais em risco de extingéo.

PERSPECTIVAS

A 4gua de coco em p6 (ACP-407®) podera se constituir um eficiente meio
adicionado aos crioprotetores convencionais capaz de criopreservar e manter a
sobrevivéncia de e viabilidade de odcitos caprinos, tornando-se mais uma alternativa
mercadoldgica para a reproducdo animal, uma vez que apresenta baixo custo. Contudo
ainda sdo necessarios mais estudos a cerca de uma curva de criopreservacdo especifica

para 00citos caprinos.
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ANEXO B - Ficha para a avaliacédo da viabilidade dos o6citos

AVALIAGAO DA INTEGRIDADE DE MEMBRANA DE OOCITOS ATRAVES DE SONDAS

Grupo:

FLUORESCENTES

Data: / /

Classificacao

FDA + IP

(Grau I)

Membrana integra

Membrana Lesionada

Classificacao

FDA + IP

(Grau II)

Membrana integra

Membrana Lesionada

Classificacao

FDA + IP

(Grau I11)

Membrana integra

Membrana Lesionada

Obs.:






