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Resumo

A preservacdo dos recursos genéticos animais € uma prioridade internacional. Portugal possui um patrimonio
genético rico e diversificado, incluindo 58 ragas reconhecidas, a maioria delas em perigo de extingdo. A
criopreservagdo eficiente de gametas e embrides em bancos de germoplasma animal teria um efeito crucial na
conservacdo desta biodiversidade. Também na maioria das mulheres com cancro, o inicio imediato da radio e
quimioterapia é obrigatorio e a criopreservagdo de odcitos imperativa para uma fertilidade subsequente. Este
projeto conjuga os esforcos de 2 equipas de peritos em diferentes areas, a fim de aprofundar o conhecimento da
fisiologia da criopreservagdo de oocitos e melhorar os protocolos existentes. No final, esperamos ter contribuido
com um forte conhecimento de base permitindo aumentar substancialmente a taxa de sucesso da criopreservagao
de odcitos de mamiferos. Iremos investigar sistematicamente alguns fatores previamente implicados na taxa de
sucesso da criopreservagdo: 1) fase de maturagdo dos odcitos, 2) presenga do isdmero conjugado trans10,cis12
do &acido linoleico (CLA) no meio de maturagdo, 3) auséncia de calcio (Ca2+) nos meios de vitrificagdo, 4 )
diferentes cocktails de crioprotetores (CPA). Assim: 1) odcitos bovinos em vesicula germinal sdo extremamente
sensiveis a criopreservacdo, sendo a membrana citoplasmatica muitas vezes danificada e a integridade das
juncbes comprometida, com interrupgdo da comunicagdo entre as células do cumulus e odcito. No entanto, a fase
otima da meiose para vitrificagdo dos odcitos continua controversa, pelo que testaremos 2 periodos de maturacgédo
diferentes: 16h e 22h. 2) resultados preliminares da nossa equipa (anexo 1) mostram que a inclusao de CLA no
meio de maturacdo melhoram as taxas de criosobrevivéncia dos oodcitos, diminuindo a permeabilidade da
membrana a agua e aos crioprotetores. Iremos testar estes efeitos investigando em mais detalhe o efeito do CLA
na criosobrevivéncia do odcito e posterior competéncia para o desenvolvimento embrionario assim como na
compreensdo dos seus efeitos sobre o oolema. 3) auséncia de Ca2+ durante o processo de criopreservagdo
impede a perda de competéncia oocitaria e melhora a penetragdo da zona pelicida (ZP) pelos espermatozoides.
Este projecto visa, portanto, investigar o efeito do Ca2 + nos resultados da criopreservagdo e correlaciona-los com
os niveis de Ca2+ intracelular. 4) os CPA como o etilenoglicol (EG), dimetolsulfoxido (DMSO), 1,2-propanediol
(PrOH) ou a sucrose sao vitais para o sucesso de criopreservagao, pois impedem a formacao de cristais de gelo.
No entanto, sdo também extremamente toxicos se utilizados em concentragbes muito elevadas e/ou
prolongadamente. Alguns estudos mostram que os odcitos expostos a solugbes contendo CPA sofrem aumentos
transitérios nos niveis de Ca2+ intracelular [15]. A cinética destes aumentos de Ca2+ parece depender da
natureza do CPA. Aqui, vamos investigar os efeitos de dois protocolos diferentes de criopreservagao contendo EG,
DMSO e sacarose [29] ou PrOH e sacarose [3] na viabilidade dos odcitos descongelados, propriedades da
membrana e homeostasia do Ca2+ . Vamos identificar combinag6es de fatores que levam aos melhores, médios e
piores resultados de criopreservagao, medidos em termos de viabilidade de odcitos e posterior competéncia para o
desenvolvimento. Vamos investigar o efeito desses protocolos de criopreservagao nas propriedades da membrana,
como a permeabilidade, fluidez, integridade e composi¢cdo, e na homeostasia do Ca2+. Além disso, propomos
estudar um nova e potencial estratégia para o sucesso da criopreservagdo de oocitos. Propomos que os recetores
purinérgicos P2Y2 acoplados a proteina G (P2Y2Rs), cuja estimulagdo leva a libertagcdo de Ca2+ pelo reticulo
endoplasmatico, podem ser diretamente implicados nos distUrbios da homeostasia do Ca2+ durante o processo de
criopreservagdo. Estes recetores foram previamente identificados pela sua importancia na maturagdo dos odcitos.
A modulagdo dos P2Y2 pode potencialmente constituir uma nova forma de melhorar os protocolos atuais de
criopreservagdo. A forga deste estudo reside ndo s6 na analise sistematica e metddica dos fatores acima
mencionados, mas principalmente na correlagdo que iremos estabelecer entre eles e seus efeitos sobre as
propriedades da membrana e da homeostasia do Ca2+ e também na nova hipotese dos P2Y2Rs como
intervenientes importantes para o sucesso da criopreservagdo. Este estudo utiliza como modelo odcitos bovinos,
amplamente estudados por uma das nossas equipas. No entanto, o conhecimento vasto e concertado que iremos
atingir com este projeto sobre os fenomenos fisioldgicos que ocorrem durante um protocolo de criopreservagéo
sera de grande importancia ndo s6 para a area de conservagdo das espécies animais, mas também para a
tecnologia de reprodugdo assistida em humanos ou animais. Mais ainda, ele ira contribuir significativamente para
a manutengdo dos recursos genéticos animais portugueses.
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