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Viahilidade e Fertilizacao in uitro de Oocitos Bovinos apos Vitrificacao

Viability and in vitro Fertilization of Bovine Oocytes after Vitrification

Sérgio Galbinski, Adriana Bos-Mikich, Arnaldo Nicola Ferrari

RESUMO

Objetivos: avaliar a técnica de criopreservacgdo por vitrificagdo em DMSO 6 M para oécitos
bovinos maturados in vitro e os efeitos do tempo de exposicdo as solugées de vitrificagdo (SV).
Métodos: estudo experimental tipo coorte. Ovdrios de bovinos foram obtidos em frigorifico e
transportados ao laboratério. Os odcitos foram aspirados. A partir da SV contendo DMSO 6 M
(SV 100%), foram preparadas solucées a 25 e 65%. Obcitos foram maturados in vitro por 18-
22 horas. Para vitrificagéo, os odcitos foram colocados em SV 25%, por 5 minutos, transferi-
dos a SV 65%, pipetados em SV 100% para palhetas e estocados em nitrogénio liquido. No
primeiro grupo experimental, a exposicdo a SV 65% tomou até 60 segundos e no segundo
grupo ndo ultrapassou 30 segundos. Para descongelamento, as palhetas foram expostas ao
ar por 10 segundos, colocadas em banho-maria por 10 segundos e seu contetido expelido e
mantido em solucdo de sacarose por 5 minutos. No terceiro grupo, os oécitos passaram por
todas SV menos pelo nitrogénio liquido. Os odcitos recuperados foram inseminados. Para
controle, odcitos frescos, maturados in vitro, foram inseminados.

Resultados: apds vitrificacdo, foram recuperados 69,1 e 59,8% dos oécitos nos grupos de
30 segundos e 60 segundos, respectivamente, e 24 horas apos inseminag¢do pareceram
morfologicamente normais 93 e 89, 1% deles, respectivamente. No grupo de odcitos expostos
as SV sem vitrificagdo, foram recuperados 75,6%, sendo 84,6% destes vidveis 24 horas apés
inseminacdo. Ndo ocorreu fertilizagéo nos grupos experimentais. Entre os controles frescos,
foram fertilizados 65,4% dos odcitos.

Conclusoes: a técnica de vitrificacdo utilizando DMSO 6 M ndo é aplicdvel para criopreserva-
¢do de odcitos bovinos maturados in vitro. A redug¢do do tempo de exposicdo as SV ndo
superou o efeito deletério sobre a capacidade fertilizadora dos odcitos. Aprimoramentos da
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técnica sdo necessarios para protecdo da zona peliucida e do oolema.

PALAVRAS-CHAVE: Oédcitos. Criopreservacgdo. Fertilizagdo in vitro. Infertilidade.

[ntroducao

A capacidade de criopreservar oécitos bovi-
nos indefinidamente, para subsequente fertiliza-
cao in vitro, tem importantes aplicacoées na medici-
na humana e em biotecnologia na selecao e apri-
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moramento genético do gado. Em medicina huma-
na, o desenvolvimento de técnica viavel de crio-
preservacao de oocitos podera beneficiar pacien-
tes previamente a tratamento oncolégico, portado-
ras de doencas genéticas e que necessitem adiar
a gestacdo por motivos pessoais ou profissionais.
Com excecdo do camundongo, no qual a criopre-
servacao de odcitos atingiu niveis de sucesso se-
melhantes aos obtidos em odbcitos frescos em ter-
mos de fertilizacao e posterior desenvolvimento em-
brionariol?, o congelamento bem sucedido do
gameta feminino de espécies de mamiferos ainda
representa um desafio para os pesquisadores.

As duas formas mais comuns de criopreser-
vacao do gameta feminino sdo o congelamento lento
e a vitrificacdo. No congelamento lento, os odcitos
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sdo gradativamente expostos a temperaturas cada
vez mais baixas, a partir do uso de aparelho
programavel que realiza automaticamente a velo-
cidade de resfriamento requerida. Na vitrificacao,
os gametas sao expostos a temperaturas muito bai-
xas quase imediatamente apds seu contato com a
solucao crioprotetora e sdo depositados em
palhetas. Ao contrario do que ocorre quando utili-
zado o congelamento lento, as solucdes concentra-
das de crioprotetores, necessarias para a vitrifica-
céo, sdo bastante téxicas para os gametas durante
a manipulacdo a temperaturas acima de zero. A
viabilidade e a capacidade do gameta de ser fertili-
zado apés vitrificacdo sao diretamente influencia-
das pelo periodo e temperatura de manipulacao dos
obcitos a temperaturas acima de zero*.

O objetivo deste trabalho foi verificar a
aplicabilidade da técnica de vitrificacdo utilizan-
do uma solucdo 6 M de crioprotetor dimetilsulfoxido
(DMSO)?5 para a criopreservacdo de uma coorte
de oocitos bovinos maturados in vitro para os se-
guintes desfechos: recuperacdo e sobrevivéncia
apos o descongelamento e parametros de viabili-
dade fisiolégica, tais como a fecundidade e o po-
tencial de desenvolvimento. Os objetivos espe-
cificos foram comparar o tempo de exposicdo as
solucoes de DMSO por 30 ou 60 segundos e os efei-
tos da exposicao as solucdes de DMSO sem vitrifi-
cacdo, com as técnicas de vitrificacdo, para os
mesmos desfechos.

Material e Métodos

O experimento foi realizado para avaliar a
sobrevivéncia morfolégica conforme caracteristica
da zona peltcida, retracao e coloragcao do odcito, o
potencial de fertilizacdo e o desenvolvimento em-
brionario a partir de uma coorte de odécitos bovinos
apos vitrificacao em solucao 6 M de DMSO. Tam-
bém foram investigados os efeitos de toxicidade das
solucoes de vitrificacdo, sem que houvesse exposi-
cdo ao nitrogénio liquido, e o efeito do tempo de ex-
posicdo as solucdes de vitrificacdo a temperatura
ambiente, antes de mergulhar o material em ni-
trogénio liquido. Odcitos bovinos foram maturados
in vitro e divididos em 6 grupos, incluindo o grupo-
controle de oécitos submetidos a fertilizacao in vitro
sem vitrificacao e os 2 grupos-controle de oécitos
submetidos a ativacdo partenogénica.

O grupo-controle de o6citos bovinos subme-
tidos a fertilizacao in vitro sem vitrificacao foi com-
posto por 462 odcitos bovinos maturados in vitro e
recuperados apoés vortex em 10 repeticoes do ex-
perimento; destes, 452 foram inseminados. O grupo
de odcitos bovinos submetidos a vitrificacdo, com
exposicdo as solucoes de vitrificacdo a tempera-

Vitrificagdo de odcitos

tura ambiente por 60 segundos e posterior fertili-
zacao in vitro, foi composto por 111 o6citos bovinos
maturados e recuperados apos vortex em 3 repeti-
coes do experimento. Destes, 107 (96,3%) foram
expostos as solucdes de vitrificacao e vitrificados
em nitrogénio liquido a -196°C. Em outro grupo,
com exposicao as solucodes de vitrificacdo a tem-
peratura ambiente por 30 segundos e posterior
fertilizacao in vitro, composto por 506 o6citos bovi-
nos maturados in vitro e recuperados apos vortex
em 7 repeticoes do experimento, 495 (97,8%) fo-
ram expostos as solucdes de vitrificacdo e vitrifi-
cados em nitrogénio liquido a -196°C. No grupo de
oocitos bovinos expostos as solucoes de vitrifica-
cdo a temperatura ambiente por até 30 segundos,
sem imersado em nitrogénio liquido e com poste-
rior fertilizacao in vitro, todos 181 oobcitos
maturados e recuperados apés vortex em S repeti-
coes do experimento foram expostos as solucodes
de vitrificacdo. Destes, 137 (75,6%) foram recupe-
rados e inseminados. Para avaliacdo da ativacéo
partenogénica 41 odcitos bovinos foram expostos
a liquido seminal sem espermatozoides em 2 re-
peticoes do experimento e outros 40 odcitos foram
expostos a liquido seminal com espermatozoides
mortos, também em 2 repeticoes do experimento.

A mensuracao das variaveis em estudo foi
realizada em estereomicroscépio pelo mesmo pes-
quisador, com treinamento adequado, em todas as
etapas do experimento.

A viabilidade do estudo e o tamanho da amos-
tra foram avaliados apés execucédo de um experi-
mento piloto. Para uma proporc¢ao estimada de 59%
de sobrevivéncia apés vitrificacdo e descongela-
mento e de 95% no grupo-controle até 24 horas
apos a fertilizacao, com poder de 0,8 e alpha 0,05,
seriam necessarios 25 oocitos em cada grupo, per-
fazendo um total de 75 od6citos por experimento.

Foram coletados 461 ovarios bovinos em fri-
gorificos oficiais logo ap6s o abate, num total de 10
coletas. Apoés transporte em solucao fisiologica, os
foliculos foram puncionados, obtendo-se 2550
oocitos, dos quais, apos lavagem e selecao, confor-
me critérios definidos previamente, 1341 (52,5%)
foram selecionados para o experimento.

Para avaliar as proporcdes entre as per-
centagens dos dois grupos de o6citos sobreviven-
tes a vitrificacao e descongelamento, em rela-
cao ao grupo-controle submetido a fertilizacao
in vitro e em relacdo ao grupo somente exposto
as solucoes de vitrificacao sem imersdo em ni-
trogénio liquido, foi utilizado o teste do c¢? de
Pearson, com significancia de 95%. As probabi-
lidades de p<0,01 foram consideradas estatisti-
camente significativas.

O presente trabalho utilizou ovarios obtidos
a partir do abate regular de vacas em frigorificos
oficiais, de acordo com as normas estaduais e fe-
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derais. Nenhum animal foi sacrificado especifi-
camente para a realizacao do experimento. Ne-
nhum animal vivo foi submetido a qualquer tipo
de procedimento durante a realizacdo do estudo.
Os embrides obtidos por fertilizacao in vitro nao fo-
ram transferidos para fémeas receptoras. Este tra-
balho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pela
resolucdo numero 99229.

A pesquisa foi realizada durante o periodo
de dezembro de 1997 até dezembro de 1999. Ova-
rios foram obtidos em frigorifico local (Frigorifico
Silva, Santa Maria) e transportados ao laboratério
(Laboratério de Grandes Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Maria, RS) em solucao fisiolégica salina
acrescida de 100 mg de estreptomicina (Sigma,
St. Louis, MO, USA) e 50.000 UI de penicilina G
potassica (Sigma) a temperatura ambiente, no
periodo maximo de 2 horas.

Os complexos cumulus-oocito (CCO) foram
aspirados de foliculos de 2 a 8 mm de diametro,
com bomba de vacuo Nevoni sob pressao de 50
mmHg, acoplada a uma agulha de 25 x 7 G. Todos
os CCO foram coletados em placas de Petri, sendo
selecionados para maturacao in vitro somente
aqueles com abundantes e compactas camadas de
células do cumulus.

Os CCO selecionados foram lavados trés vezes
em meio de maturacao (TCM-199, Cultilab, Campi-
nas, SP) acrescido de HEPES (5,95 mg/mL; Sigma),
piruvato de s6dio (0,025 mg/mL; Sigma), bicarbonato
de sédio (2,2 mg/mL; Sigma), horménio foliculo-esti-
mulante recombinante (r-FSH; 0,01 UI/mL; Serono,
Italia), horménio luteinizante (LH; 0,5 ng/mL; Serono)
e 10% de soro de vaca em estro preparado no proprio
laboratorio, a temperatura de 25 a 30°C. Grupos de
20 a 30 CCO foram depositados em gotas de 400 ni
de meio de maturacao em placas de cultura, cober-
tas de 6leo mineral (Sigma) a 39°C, em atmosfera de
5% CO,, por periodos entre 18 e 22 horas.

A solucao de vitrificacdo de estoque (SV
111%) consistiu de DMSO 6 M em meio Ham F-
10. Esta solucao foi mantida em geladeira a 4°C
até o uso. A SV 100% foi preparada a partir da adi-
cao de 2 mL de soro fetal bovino (SFB; Cultilab,
Campinas) a 18 mL de SV 111%. Diluicdes da SV
100% foram preparadas de modo a resultar em SV
65% (3,9 M de DMSO) e em SV 25% (1,5 M de
DMSO). A solucéo de sacarose 1 M foi preparada
pela adicado de 1,71 g de sacarose (Sigma) em
S mL de meio Ham F-10 acrescido de 10% de SFB.

As palhetas plasticas de 0,25 mL (Nutricell,
Campinas, Brasil) foram preparadas com o tam-
pao de algodao cerca de 4 cm no seu interior, com
uma coluna de 3 cm da solucéao de sacarose 1 M
molhando o tampao e com uma fracdo de 1 cm de
SV 100% depositada na palheta, permanecendo

Vitrificagdo de oocitos

isolada da gota de sacarose por uma bolha de ar.

Apé6s maturacdo e remocdo do excesso de
células do cumulus com uso de véortex com 60% de
velocidade, durante 1 minuto, grupos de 10 CCO
foram expostos a SV 25%, a temperatura ambien-
te por S minutos, e entdo transferidos para 1 mL
da solucao SV 65%, com um minimo volume da
SV 25% e misturados completamente. Os CCO fo-
ram transferidos com um minimo volume de SV
65% para a coluna de SV 100% dentro da palheta.
Esta foi selada com massa de hematécrito e ex-
posta ao vapor de nitrogénio liquido por 3 minutos
antes de ser imersa e vitrificada. As palhetas fo-
ram armazenadas por periodos que variaram de 4
horas a 3 meses. Os procedimentos de colocacéo
dos CCO em SV 65% e de exposicdo ao vapor de
nitrogénio liquido demoraram até 60 segundos no
primeiro grupo experimental e até 30 segundos
no segundo grupo experimental.

Grupos de 10 CCO foram equilibrados na SV
25% por 5 minutos, lavados em SV 65% e coloca-
dos nas palhetas contendo SV 100%, as quais fo-
ram seladas e manipuladas como descrito acima,
mas sem exposicao ao vapor e imersao no nitro-
génio liquido. Todo o processo entre a SV 65% e a
SV 100% nao ultrapassou 30 segundos de dura-
cdo. Logo a seguir, as palhetas foram descarrega-
das em solucao de sacarose e processadas para
remocao do crioprotetor, conforme descrito abaixo
para as amostras vitrificadas.

As amostras vitrificadas foram reaquecidas
por exposicao a temperatura ambiente (em torno de
20°C) por 10 segundos e transferidas para banho-
maria a 25°C por 10 segundos. Os conteudos de cada
palheta foram expelidos em um vidro de relégio con-
tendo 1 mL de solucédo de sacarose 1 M a tempera-
tura ambiente, misturados e, neste local, mantidos
por 5 minutos em sacarose. Os oécitos foram trans-
feridos para 1 mL de meio de fertilizacao (Fert-talp)®,
lavados duas vezes e mantidos em 400 nL deste meio
por 2 horas antes da inseminacéo.

Amostras de sémen congelado foram utili-
zadas para fertilizacdo in vitro. O sémen congelado
foi descongelado em banho-maria a 39°C, por 10
segundos. Foram depositados 100 nl. de cada amos-
tra sob 1 mL de meio Sperm-talp® em tubos conicos
que foram colocados em banho-maria a 39°C por 1
hora. O sobrenadante foi entdo transferido para
tubos de centrifuga e centrifugado por 10 minu-
tos. Apo6s remocdo do sobrenadante, o pellet foi
recolocado em meio Sperm-talp de maneira a ob-
ter-se concentracéao final de 1 x 10° espermatozoi-
des/mL.

Para fertilizacao in vitro dos oo6citos, CCO
maturados in vitro foram colocados em 400 nL do
meio Fert-talp®, sob 6leo, e mantidos a 39°C em
atmosfera de 5% de CO, até o momento da
inseminacao. Foram adicionados 2 nl de heparina
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e 50 nL de suspensao de esperma a gota contendo
ambos os grupos de CCO, frescos e vitrificados/
descongelados. O sistema foi mantido em atmos-
fera de CO,, a 39°C, por 18 a 22 horas.

Apo6s a fertilizacao in vitro, o excesso de célu-
las dos CCO foi removido por vortex com 60% de
velocidade durante 1,5 minuto. Os odcitos, fecun-
dados ou nao, foram lavados duas vezes e transfe-
ridos para meio de cultivo embrionario CR1°, em
atmosfera de 5% de CO,, a 39°C. A avaliagao apos
24 horas considerou viaveis os o6citos que nao apre-
sentavam retracdo e/ou granulacao, que apresen-
tavam membrana integra e sem escurecimento.
Eles foram cultivados por 48 horas, para posterior
avaliacao da taxa de fertilizacao e desenvolvimen-
to embrionario. As taxas de fertilizacao foram cal-
culadas como o numero de embrides de 2 células
presentes apos 48 horas de cultivo. A cultura em-
brionaria procedeu até o 7° dia para constatacao da
freqtiéncia de morulas e blastocistos.

Vitrificagdo de odcitos

Para avaliacao de possivel ativacao
partenogénica dos oécitos durante a FIV, um gru-
po de CCO frescos foi exposto a fluido seminal com
espermatozoides mortos e outro grupo foi exposto
a fluido seminal sem espermatozoides.

Resultados

A fertilizacao in vitro e o desenvolvimento
embrionario de 452 odcitos frescos foram deter-
minados neste experimento (Tabela 1). A maioria
(94,6%) dos oobcitos inseminados foram considera-
dos morfologicamente normais 24 horas apoés a
inseminacao. A taxa de fertilizacado avaliada como
o numero de embrides que atingiram o estagio de
2 células 48 horas ap6és inseminacao foi de 65,4%.
Dos embrides obtidos, 28,2% evoluiram ao estagio
de blastocisto até o sétimo dia.

Tabela 1 - Resultados da fertilizagéo in vitro e desenvolvimento embrionario de odcitos bovinos frescos.

Odcitos maturados Odcitos inseminados

Odcitos viaveis

Embrides clivados Blastocistos

pés-inseminagao (7° dia)
NUmero 462 452 428 280 79
% - - 94,6 65,4 28,22
18,4

% sobre o total de odcitos inseminados.
2% sobre 0 nuimero de embriGes obtidos.

Foram expostos 107 CCO as SV 65 e 100%
por 60 segundos a temperatura ambiente, antes
da exposicao ao vapor e imersido no nitrogénio li-
quido para vitrificacao. Apés o descongelamento,
64 oocitos (59,8%) foram recuperados e submeti-
dos a inseminacao. Nao ocorreu fertilizacado nem
desenvolvimento embrionario neste grupo. A via-
bilidade morfologica, 24 horas pés-inseminacao,
nao diferiu significativamente daquela do grupo-
controle (p=0,089) (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados de viabilidade e fertilizagéo in vitro apds vitrificagdo de odcitos
bovinos utilizando diferentes tempos de exposi¢do as solugdes de vitrificagdo (SV).

Numero de Tempo de exposigao
(segundos)
30 60
Odcitos expostos as SV 495 107

Odcitos recuperados pos-vitrificacdo 342 (69,1%)' 64 (59,8%)"
Odcitos viaveis pos-inseminagao 319 (93%)* 57 (89,1%)?
Embrides clivados - -

"% sobre o ntimero total de odcitos vitrificados (p=0,493).
2% sobre o numero de odcitos recuperados pos-descongelamento (p=0,293).

Foram expostos 495 CCO as SV 65 e 100%
por 30 segundos a temperatura ambiente, antes
de serem expostos ao vapor e imersos no nitrogé-
nio liquido para vitrificacao. Apos o descongelamen-
to foram recuperados 342 oécitos (69,1%), os quais
foram submetidos a fertilizacdo in vitro. Vinte e
quatro horas apoés a inseminacao, 319 (93%) pare-
ceram morfologicamente normais. Nao foi detec-
tada clivagem 48 horas apés inseminacdo. Nao
houve diferenca significativa entre a taxa de so-
brevivéncia do presente grupo e a taxa do grupo
exposto as SV por até 60 segundos (p=0,293), as-
sim como em relacdo ao grupo controle (p=0,493)
(Tabela 2).

Um total de 181 CCO foram expostos por até
30 segundos as SV 65 e 100%, a temperatura
ambiente e imediatamente expelidos na solucdo
1 M de sacarose para remocao do crioprotetor sem
vitrificacdo. Destes, 137 (75,6%) foram recupera-
dos apos a exposicao, dos quais 116 (84,6%) foram
considerados morfologicamente normais 24 horas
apo6s a inseminacao. Nao ocorreu fertilizacdo nem
desenvolvimento embrionario neste grupo. A taxa
de sobrevivéncia, analisada 24 horas apés a
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inseminacao, foi significativamente diferente
entre o presente grupo e os controles (p<0,001),
assim como em relacdo ao grupo de exposicao por
até 30 segundos (p=0,006). Nao houve diferenca
significativa nas taxas de viabilidade deste grupo

Vitrificagdo de oocitos

e 0 grupo com exposicdo por até 60 segundos
(p=0,293) (Tabela 3).

Cada experimento de partenogénese utili-
zou um total de 40 CCO frescos, nao tendo sido
detectada qualquer clivagem.

Tabela 3 - Resultados de viabilidade e fertilizagéo in vitro de odcitos apds exposigdo as solugdes de vitrificagdo, sem vitrificagao.

Maturados Recuperados pds-exposicao Viaveis pés-inseminagéo Embrides clivados
Numero 181 137 116 -
% 75,6 84,6 -

'significativamente diferente do grupo controle (p<0,001) e em relagdo ao grupo de odcitos vitrificados com exposicao as solugdes de vitrificagdo por até 30 segundos (p=0,008).

Discussao

Nossos resultados demonstram que a vitri-
ficacdo em DMSO 6 M nao é técnica apropriada
para a criopreservacao de o6citos bovinos. A ferti-
lizacdo e o desenvolvimento embrionario nao fo-
ram possiveis apoés vitrificacdo ou exposicdo as
solucoes de vitrificacdo em quaisquer dos grupos
experimentais.

O processo de vitrificacdo empregado em nos-
so estudo foi escolhido para criopreservar oécitos
bovinos por seus excelentes resultados com odcitos
de camundongo e de hamster?5. Os bovinos, por
serem grandes mamiferos, sdo modelos animais
mais préoximos dos humanos. Entretanto, o mes-
mo sucesso nao foi atingido para a espécie bovi-
na, devido a total auséncia de fertilizacao e de de-
senvolvimento embrionario apos descongelamento
ou exposicao as solucodes de vitrificacao.

De forma geral, a recuperacao de oo6citos com
uma morfologia aparentemente normal, neste tra-
balho, foi elevada, e esta observacao nos leva a su-
gerir efeito deletério na zona pelticida ou no oolema,
que impediu a fertilizacdo. O problema da falha de
fertilizacao observado com freqiiéncia nos primei-
ros experimentos de criopreservacado de odcitos
mamiferos foi associado a alteracoes que ocorrem
na zona pelicida?’. O problema foi superado no ca-
mundongo pela adicao de SFB aos meios de conge-
lamento e de diluicao®. Neste estudo, oo6citos bovi-
nos foram vitrificados em meio contendo 10% de
SFB, entretanto, houve falha permanente da ferti-
lizacdo. Talvez, a concentracao de 10% de SFB seja
insuficiente para proteger a zona peltcida dos
oocitos bovinos durante a exposicéo, apesar de bre-
ve, as altas concentracdes de crioprotetores. Alter-
nativamente, podem ocorrer variagcbes dos compo-
nentes do SFB que sdo necessarios para proteger
os oocitos bovinos. Em seu estudo, Wood et al.? no-
taram que, quando os o6citos de hamster eram vi-

trificados utilizando SFB chileno, era necessario
aumentar sua concentracao a 15%, de maneira a
obterem-se taxas de sobrevivéncia semelhantes
aquelas quando se utilizava o SFB inglés na con-
centracao de 5%.

Para diminuir o efeito citotéxico das altas
concentracoes de crioprotetores necessarias para
vitrificacdo, tem sido sugerida a reducao do tem-
po de exposicao aos crioprotetores necessario para
vitrificacao®, sua exposicdo apenas a baixas tem-
peraturas® e a diminuicdo da concentracao de
crioprotetores ou sua mistura com outros menos
toxicos® 1.

No presente estudo, uma modificacao do pro-
cedimento original de Wood et al.? foi pesquisada
para reverter o efeito deletério na fertilizacao. Foi
experimentada reducao no tempo de exposicao as
SV a temperatura ambiente, antes de colocar os
oocitos nas palhetas. Com isto, procuramos dimi-
nuir os efeitos potencialmente deletérios da
toxicidade quimica causada pelo DMSO a tempera-
tura ambiente. Entretanto, esta modificacdo nao
levou a qualquer melhora na capacidade dos oécitos
vitrificados de serem fertilizados apés o desconge-
lamento. Algumas técnicas para reducao do tempo
de exposicao utilizando grids metalicos, de nailon
ou palhetas abertas obtiveram algum sucesso, in-
clusive em odcitos humanos, mas sdo pouco via-
veis para utilizacdo em larga escala'?!3.

Consideradas em conjunto, nossas observa-
coes sugerem que a falha total da fertilizacao foi
provavelmente causada por modificacoes estrutu-
rais na zona peltucida devido a alteracoes nos re-
ceptores de espermatozéide ZP2 e ZP2f, durante a
exposicado as SV, conforme ja foi relatado anteri-
ormente para o od6cito humano e de coelho!>*
Mais recentemente foi relatado que o resfriamento
de odcitos bovinos maturados in vitro diminuiria
as taxas de odcitos fertilizados e o desenvolvimento
embrionario in vitro posterior, parcialmente devi-
do a defeitos na zona peltcida's!.
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Por outro lado, podem ter ocorrido danos a
membrana plasmatica, os quais poderiam, talvez,
ser evitados pelo emprego de método de equilibrio
em multiplas etapas, conforme descrito por
Kuwayama et al.!”, para a vitrificacao de
blastocistos bovinos. O trabalho daqueles autores
demonstrou que a criopreservacéo de blastocistos,
conforme o método de equilibrio em 16 etapas, di-
minui os danos ultraestruturais a membrana
plasmatica observados quando o método de duas
etapas € empregado. Os efeitos do resfriamento
na integridade da membrana dos odcitos bovinos
também puderam ser superados pelo seu trata-
mento com hidroxitolueno butilado antes da expo-
sicdo a temperaturas mais baixas!'®.

A adicao de citocalazina D a solucao de vi-
trificacdo nao melhorou os resultados!®.
Crioprotetores como DAP 213 induziram alteracdes
nos microtibulos e nas mitocondrias, causando
liberacao precoce dos granulos corticais e ausén-
cia de clivagem?°. Recentemente foi proposto que
a citocalazina D poderia proteger os microttbulos,
mas sem protecdo 4 mitocondria e sem melhora
significativa dos resultados?'. A técnica de vitrifi-
cacdo com uma solucédo que inclui o crioprotetor
etilenoglicol a 20% tem resultado em taxas de
clivagem de 38 a 49%, o que aparentemente é pro-
missor!®22,

Qualquer que seja o local do dano causado
pelo método de vitrificacdo aqui empregado, seja
na zona peltcida ou na membrana plasmatica,
alternativa para se avaliar a viabilidade do odcito
seria a injecado intracitoplasmatica de esperma-
tozoéides (ICSI) nos o6citos sobreviventes a exposi-
cao as solucoes de vitrificacdo e ao congelamen-
to, o que ja foi realizado inclusive para oécitos
humanos, com nascimento-vivo?’. Nao executa-
mos ICSI no presente estudo devido a limitacoes
técnicas, mas € nosso objetivo introduzir esta téc-
nica em nossos futuros experimentos de criopre-
servacao.

Em conclusao, a vitrificacao de o6citos bovi-
nos utilizando a solucdao de DMSO 6 M, conforme
descrita para o oécito murino, ndo é procedimen-
to valido. A diminuicdo no tempo de exposicdo as
SV a temperatura ambiente nado superou os efei-
tos deletérios causados pela técnica na capacida-
de dos odcitos vitrificados e descongelados de se-
rem fertilizados e no seu desenvolvimento embrio-
nario. Entretanto, modificacdes da técnica origi-
nal podem levar a resultados positivos para a crio-
preservacao do gameta feminino bovino por vitri-
ficacao.

Vitrificagdo de odcitos

ABSTRACT

Purpose: to verify vitrification techniques using 6 M DMSO
to cryopreserve in vitro matured bovine oocytes, and to assess
the effects of the time of exposure to vitrification solutions
(Vs).

Methods: dilutions of VS were prepared from the stock VS
(VS 100%) consisting of 6 M DMSO to give 25 and 65%
DMSO solutions. Bovine oocytes were in vitro matured for
18-22 h. Matured oocytes were placed first into 25% VS, at
room temperature for 5 min, then transferred to 65% VS,
before being pipetted into the 100% VS in plastic straws.
Three experimental groups were formed.: in the first group,
time of pipetting through 65% VS and loading the straw
took up to 60 s, in the second group it did not exceed 30 s.
For thawing, straws were held in air for 10 s and then in a
water bath for 10 s. The contents of each straw were expelled
in sucrose solution and held for 5 min. In the third
experimental group, oocytes went through all VS, but were
not vitrified. All retrieved oocytes were inseminated. For
control, fresh, in vitro matured oocytes were inseminated.
Results: after vitrification, 69.1 and 59.8% of the oocytes
were retrieved from the 30 s and 60 s groups, respectively,
and 93 and 89% of these oocytes appeared morphologically
normal 24 h after insemination, respectively. In the group of
oocytes exposed without vitrification, 75.6% were retrieved
and 84.7% were morphologically viable, 24 h after
insemination. No fertilization was observed in the
experimental groups. Among controls, 65.4% were fertilized.
Conclusions: the vitrification technique using 6 M DMSO is
not a feasible approach to cryopreserve in vitro matured
bovine oocytes. Decreasing the time of exposure to VS did
not overcome deleterious effects of the procedure on the
fertilizability of oocytes. Improvements in the technique are
needed to protect the zona pellucida and oolemma.

KEYWORDS: Oocyte. Cryopreservation. Vitrification.
Fertilization.
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