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Criopreservaciao de Ovocitos de Bovinos Imaturos Desnudados ou Nao, Utilizando o
Etilenoglicol pelo Método da Vitrificagio!

Eduardo Paulino da Costa?, José Domingos Guimaries3,
Ciro Alexandre Alves Torres?, Leticia Martins Fagundes®, Marili Martins Gioso®

RESUMO - Objetivou-se avaliar os efeitos da vitrificagdo em ovocitos de bovinos ap6s o cultivo in vitro, utilizando o etilenoglicol
como crioprotetor. Ovocitos obtidos de ovarios de vacas abatidas em matadouro foram distribuidos aleatoriamente em trés tratamentos.
Tratamento O (testemunha): ovdcitos ndo-desnudados e ndo-congelados. Tratamento 1: vitrificagéo de ovocitos imaturos ndo desnudados,
desidratados previamente por cinco minutos em trés solugdes contendo 20, 20 e 40% de etilenoglicol, acrescidas de 0,3 mol L-! de trehalose
e 20% de PVP, em meio de Talp Hepes. Tratamento 2: vitrificagdo de ovocitos imaturos desnudados, conforme o Tratamento 1. Apds
o descongelamento (imersédo em banho-maria a 30°C por 20 segundos), os ovdcitos foram reidratados gradativamente, mantendo-os por
6 minutos em cada uma das soluc¢des a seguir, sucessivamente: meio Talp Hepes com 20% de etilenoglicol + 0,3 mol L"! de trehalose
+10% de PVP e meio Talp Hepes sem etilenoglicol, trehalose e PVP, onde foram lavados trés vezes. Posteriormente, os ovocitos foram
cultivados a 38,5°C, com 95% de umidade e atmosfera de 5% de CO, por 24 horas. Apos o cultivo, os ovdcitos foram fecundados e os
embrides cultivados in vitro por sete dias. Foi encontrada uma taxa de maturacido nuclear de 81 (68/84), 19 (7/36) e 0% (0/31), nos
Tratamentos 0, 1 e 2, respectivamente. As taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario foram de 56,4 (102/181) e 54,9% (56/
102), 1,7 (1/60) e 0,0% (1/60), 0,0 (0/71) e 0,0% (0/71), nos Tratamentos 0, 1 e 2, respectivamente. Esses resultados indicam que o
procedimento de vitrificagao, segundo os protocolos utilizados, ndo ¢ indicado para a criopreservacao de ovocitos de bovinos.
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Cryopreservation of Bovines Immature Oocytes Desnudes or not, by the Ethylene Glycol
Vitrification Method

ABSTRACT - The objective was to evaluate the effects of vitrification of immature bovine oocytes after in vitro culture, by the
use of cryoprotectors ethylene glycol. Oocytes from cows ovaries from slaughters houses were randomly alocated into three treatments.
Treatment 0 (control): frozen-thawed undesnude oocytes; treatment 1, immature vitrificated undesnude oocytes dehydrated for 5 minutes
in each of the following solutions of 20, 20 and 40% of ethylene glycol, respectively, associated to 0.3 Mol 1'! of trehalose and 20%
of PVP, in media Talp Hepes, and, treatment 2, the same as treatment 1, but desnudes oocytes. After frozen-thawed of the oocytes
(imersion in water bath at 30°C for 20 seconds), the oocytes were gradually rehydrated, in the following sequence of solutions: media
Talp Hepes with 20% of ethylene glycol +0.3 Mol I"! of trehalose + 10% of PVP and media Talp Hepes without ethylene glycol, trehalose
and PVP, were washed three times. Ultimately, the oocytes were cultured at 38.5°C, with 95% umidity and atmosphere of 5% of CO,
for 24 hours. After culture, the oocytes were fertilized and the embryos cultured in vitro for seven days. The nuclear maturation were
81 (68/84), 19 (7/36) and 0% (0/31), for treatments 0, 1 and 2, respectively. The cleavage and development rates were: 56.4(102/181)
and 54,9% (56/102), 1,7. (1/60) and 0,0% (1/60), 0,0 (0/71) and 0,0% (0/71), for the treatments 1, 2 ¢ 3, respectively. These results show
that the vitrification procedures, by the used protocols, are not indicated for bovine oocytes cryopreservation.

Key Words: oocytes, bovine, vitrification

Introducio

A eficiéncia da produ¢do animal ¢ dependente
dos processos reprodutivos inerentes ao macho e a
fémea. Tal condi¢do levou Couter (1986) a preco-
nizar que, economicamente, a eficiéncia reprodutiva
¢ cinco ou 10 vezes mais importante do que o
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desempenho no desenvolvimento ponderal ou na
qualidade do produto, respectivamente. Desse
modo, justificam-se estudos visando desenvolver e
aprimorar biotecnologias que possibilitem aumen-
tar a eficiéncia reprodutiva. Além da inseminacéo
artificial e da transferéncia de embrides, outras
biotecnologias encontram-se em processo de im-
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plantacdo, destacando-se, nesse contexto, a
fecundagdo in vitro (FIV).

A vida fértil relativamente curta dos ovdcitos de
bovinos ¢ um fator limitante na implementagdo de
muitos procedimentos in vitro. Desse modo, figuram
como imprescindiveis os procedimentos de congela-
mento de gametas femininos, visando a preservacao
de genotipos de valor, assim como a utilizagdo dos
mesmos em biotecnologias afins. Entretanto, a
criopreservacdo de ovoécitos ainda ndo apresenta
resultados satisfatorios que justifiquem seu emprego
como técnica economicamente viavel.

Ainda ndo estd definido qual é o estagio de
maturagdo do ovocito mais adequado para o conge-
lamento. Como o desenvolvimento do fuso corresponde
ao momento da ruptura do envelope nuclear, tem sido
relatado que o congelamento de ovdcitos imaturos
antes dessa fase poderia evitar danos ao fuso (Friedler
et al., 1988; Van Blerkom, 1989). Entretanto, o
congelamento de ovocitos imaturos, da mesma forma
que os maturados, provoca aumento nos indices de
poliploidia e diminui¢do dos indices de fecundagdo,
em comparag¢do com o grupo-controle (Friedleretal.,
1988; Mikich et al., 1988; Hernandez-Ledezma &
Wright, 1989; Le Gal e Massip, 1999). Adicionalmente,
sofrem mais danos estruturais do que os ovdcitos
maturados, quando expostos aos crioprotetores
(Herrker et al., 1991; Yang et al., 1994; Luvoni &
Pellizzari, 2000). Essas observacoes sdo corrobora-
das por Yang et al. (2000), os quais encontraram
resultados negativos ao congelar ovocitos imaturos.
Entretanto, alguns pesquisadores obtiveram melho-
res resultados quando vitrificaram ovocitos imaturos
(Arav et al., 1993; Kuchenmeister & Kuwayama,
1997). Le Gal & Massip (1999) vitrificando ovocitos
bovinos imaturos e maturados, ndo constataram dife-
rengas na taxa de fecundacdo, a qual foi de 38,3 e
36,7%, respectivamente. Esses diferentes resultados
encontrados na literatura indicam que existem outros
aspectos ainda nao definidos, e que devem ser con-
siderados, como o tipo € concentracdo de crioprotetor,
além de outros detalhes relacionados aos procedi-
mentos de desidratagdo e resfriamento

Um aspecto a ser considerado na criopreservagao
de ovdcitos imaturos ¢ a falta de sincronia entre a
maturacao nuclear e a citoplasmatica, fato este veri-
ficado por Hurtt et al. (2000) e Luvoni & Pellizzari
(2000). E bem conhecido que o desenvolvimento
embrionario é fortemente dependente da adequada
maturagdo citoplasmatica, ressaltando-se que os danos
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nas estruturas do citoplasma induzidos pela baixa
temperatura podem explicar os resultados pouco
promissores ainda obtidos no congelamento de ovocitos
bovinos (Van Der et al., 1992). Entretanto, quanto
aos ovocitos ja maturados, as condi¢des de
resfriamento e exposi¢do das células aos
crioprotetores podem induzir a uma instabilidade dos
fusos meioticos, provocando segregagcao anormal dos
cromossomos no reinicio da meiose durante a fecunda-
¢do (Pickering & Johnson, 1987; Shaw et al., 2000).
A variagdo nos resultados de clivagem obtidos
apos o congelamento de ovocitos de bovinos pelo
método classico com diferentes crioprotetores vai de
zero (Watanabe & Oliveira Filho, 1992) até 54% (Lim
etal., 1999), enquanto pela vitrificagdo esses resulta-
dos variam de zero (Bem et al., 1992) até 74% (Arav
etal.,2000). Segundo Vajta (2000a), existem diferen-
cas consideraveis nos tipos de danos que podem
ocorrer durante o congelamento classico e a
vitrificagdo. A formagao de gelo ocorre no método
classico, mas € quase ausente na vitrificagdo. Além
disso, os ovocitos passam rapidamente pelos intervalos
mais criticos de temperatura na vitrificagdo, embora,
lesdes estruturais possam ocorrer em ambos 0s pro-
cessos. Em trabalhos recentes, tem-se considerado a
vitrificacdo um procedimento promissor para a
criopreservacao de ovocitos e embrides bovinos. Os
maiores desafios para os pesquisadores seriam me-
lhorar e estabilizar os resultados e, ainda, estabelecer
um protocolo de vitrificagdo aplicavel em diferentes
estagios de desenvolvimento do ovdcito (Vajta, 2000b).
A vitrificacdo requer solugdes crioprotetoras em
concentracdes extremamente clevadas. No esforco
paradiminuir a toxidade dos crioprotetores, varias solu-
coes crioprotetoras e técnicas foram introduzidas (Shaw
et al., 2000). Caracteristicas comuns nesses métodos
foram o uso de crioprotetores menos toxicos, € a
combinacdo de dois ou mais crioprotetores, dos quais
pelomenos umdeve ser permeavel, sendo o EGutilizado
com tal proposito (Vatja, 2000b). Segundo Kasai et al.
(1990), o EG pode ter vantagens sobre os outros
crioprotetores devido a sua baixa toxicidade. Esses
mesmos autores explicaram que, devido ao baixo peso
molecular do EG em relagao ao DMSO, glicerol (G) e
PROH, ha maior permeacao das células durante curto
periodo de exposigdo e, conseqiientemente, rapido efluxo
apo6s o aquecimento, prevenindo a ocorréncia das inja-
rias celulares de origens toxica e osmotica.
Suzukietal. (1996), congelando ovocitos imaturos
de bovinos em solugdo que continha polivinilpirrolidona
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(PVP) e trehalose (T), obtiveram 80% de desenvol-
vimento até a metafase II. Martino et al. (1996)
congelaram ovocitos bovinos pelo método rapido, uti-
lizando EG e sacarose. Obtiveram ainda um total de
34% de ovdcitos morfologicamente normais e 3% de
taxa de clivagem, ressaltando-se que, destes, somente
1% desenvolveu-se até blastocisto. Recentemente,
Yang et al. (2000) utilizaram o PVP acrescido a
solucdo de vitrificacdo de ovocitos bovinos em esta-
gio de vesicula germinativa. Estes pesquisadores
encontraram baixas encontraram baixas taxas de
maturagdo e de clivagem.

A concentragdo necessaria de crioprotetores para
realizagdo da vitrificagdo ¢ muito alta, podendo pro-
vocar efeitos toxicos aos ovocitos (Niemann, 1991).
Da mesma forma, a duragdo do tempo de equilibrio
em que 0s ovOocitos sdo expostos aos crioprotetores
também ¢ de importancia critica. Entretanto, Luna et
al. (2000) submeteram ovocitos bovinos em diferen-
tes estagios de maturacdo por 0, 8, 12 ¢ 22 horas em
contato com a solucdo de vitrificacdo, encontrando
uma freqiiénciade aneuploidiade 3/17,5/21,3/16e 1/16,
respectivamente. Os resultados evidenciam que a
exposi¢do a solugdo crioprotetora utilizada em dife-
rentes tempos de maturagdo, ndo altera a freqiiéncia
de aneuplodias.

Além da concentragdo e tempo de exposicdo
aos crioprotetores, a toxicidade de um crioprotetor
também esta relacionada a temperatura (Kasai et
al., 1990). A exposi¢do de ovocitos maturados in
vitro de bovinos a 4°C provoca completo desarranjo
dos fusos. Apos o reaquecimento a 39°C, ndo ha o
retorno da morfologia normal dos fusos (Amam &
Parks, 1994).

Varias taxas de resfriamento tem sido estudadas,
com o intuito de acelerar a passagem pelo intervalo de
temperatura mais critica, entre +15 e -5°C,
minimizando os danos por resfriamento. Neste con-
texto, Arav et al. (2000) obtiveram resultados exce-
lentes de desenvolvimento embriondrio ap0ds vitrificar
ovocitos de bovinos em nitrogénio liquido mantido em
ambiente de vacuo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
vitrificagdo sobre a capacidade de desenvolvimento
ap6s o cultivo in vitro de ovocitos, utilizando-se o
etilenoglicol associado com outros crioprotetores,
além de verificar se a presenga ou ndo de cumulus
oophorus interfere no congelamento, visando obter
ovocitos de melhor qualidade apds a desvitrificagdoe
o cultivo in vitro.
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Material e Métodos

Foram utilizados ovarios de vacas abatidas em
matadouro. Imediatamente apdés o abate e a
evisceracdo, os ovarios foram removidos e imersos
em solucdo fisiologicaa 35°C, acrescida de penicilina
e estreptomicina (Sirard & Bilodeau, 1990).

Apo6s a coleta, foram levados ao laboratorio e
lavados trés vezes em solugdo fisiologica a 35°C. A
aspiracdo, manipulac¢ao e classificacdo dos ovocitos
foram realizadas conforme descrito por Costa et al.
(1997c¢), selecionando-se os ovocitos que apresenta-
vam cumulus compactos.

Apods a classificagdo e selegdo, metade dos
ovocitos foi desnudada segundo Costaetal. (1997a).
Posteriormente, os ovocitos foram submetidos aos
tratamentos, conforme descrito a seguir:

Tratamento-testemunha (T 0): ovocitos ndo-des-
nudados e ndo-congelados. Esses ovodcitos foram
submetidos aos procedimentos de cultivo e fecunda-
¢doin vitro, conforme descritos em itens posteriores.

Tratamento 1 (T 1): congelamento através da
vitrificagdo de ovocitos imaturos nao-desnudados,
utilizando-se como crioprotetor o etilenoglicol, asso-
ciado a trehalose e polivinilpirrolidona (PVP). O
meio-base utilizado para a desidratagdo (e também
para a reidratagdo apds o descongelamento) foi o
Talp Hepes, preparado conforme Costa (1994), sem
soro fetal bovino, acrescido de 0,4% de albumina
sérica bovina (BSA) e ajustado para 285 Mosm/kg
(denominado meio-base).

A desidratagdo e a vitrificagdo foram realizadas
conforme os procedimentos utilizados em zigotos por
Saha et al. (1996), com a solugdo de vitrificacdo
constituida de 40% de EG + 0,3 mol I"! de trehalose
e 20% de PVP.

Tratamento 2 (T 2): congelamento através da
vitrificagdo de ovocitos imaturos desnudados, utili-
zando-se como crioprotetor o etilenoglicol, associado
atrehalose e polivinil-pirrolidona (PVP). Foram uti-
lizados os mesmos procedimentos descritos no Tra-
tamento 1.

Os ovocitos dos tratamentos 1 e 2 foram descon-
gelados através da imersdo em banho-maria a 30°C,
por 20 segundos. Apos o descongelamento, os ovacitos
foram reidratados gradativamente, mantendo-os por
seis minutos em cada uma das solugdes a seguir,
sucessivamente: meio-base com 20% de etilenoglicol
+0,3 mol I'! de trehalose + 10% de PVP e meio-base
sem etilenoglicol, trehalose e PVP, onde foram lava-
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dos trés vezes. Posteriormente, os ovocitos de todos
os tratamentos foram submetidos ao cultivo para
maturagdo in vitro, co-cultivados com células da
granulosa em suspensdo. O cultivo foirealizado com
Meio TCM modificado de acordo com Costa (1994).
Os cultivos foram em placas de Petri de 35 mm de
didmetro, contendo 4 mL de meio de cultivo previa-
mente equilibrado durante uma hora a 39°C, em
atmosfera de 5% de CO,, 95% de ar atmosférico e
100% de umidade. Apods 24 horas de cultivo, os
ovocitos foram submetidos aos procedimentos para
avaliagcdo da taxa de maturacao.

Para avaliagdo da maturagdo nuclear, foram uti-
lizados 30 ovécitos de cada tratamento apos 24 horas
de incubacdo. Os ovocitos ndo-desnudados foram
submetidos aos procedimentos de remogao do cumulus
oophorus, segundo Costaetal. (1997a), hipotonizados
¢ submetidos aos procedimentos para avaliagdo do
estdgio de maturacdo (Costa et al., 1997b). Foi
considerado maduro, em nivel nuclear, o ovocito que
apresentasse configuracdo cromossdmica em
metafase Il e também o grupo cromossdmico perten-
cente ao primeiro corpusculo polar, quando este
estivesse presente.

A fecundacao in vitro foi realizada utilizando sé-
men bovino congelado em palhetas médias (0,56 mL) na
concentrag@o de 2 x 107 espermatozoides moveis por
dose, adotando-se procedimentos segundo Costa (1994).
Apos 18 horas de incubagdo, os zigotos foram co-
cultivados em monocamada de células da tuba uterina,
durante sete dias, em meio de TCM acrescido de
substancias (Costa, 1994) a 39°C, em atmosfera de 5%
de CO,, 95% de ar atmosférico e 100% de umidade. O
meio de cultura foi renovado a cada dois dias.

A taxa de clivagem foi avaliada no terceiro dia de
cultivo. No sétimo dia, foi verificada a taxa de moérulas
e de blastocistos.

Os dados obtidos de cada amostragem foram
analisados pelo teste do qui-quadrado, com relagdo
as taxas de maturagao nuclear, de fecundagao e de
clivagem (Gomes, 1977).

Resultados e Discussao

Na Tabela 1, pode-se observar que houve dife-
rengas entre os trés tratamentos quanto a habilidade
de maturar. Os resultados de clivagem e desenvolvi-
mento de ovdcitos submetidos a fecundagdo in vitro
estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectiva-
mente. Os ovocitos vitrificados ficaram comprome-
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Tabela 1 - Maturagdo nuclear de ovocitos submetidos
ao cultivo in vitro de ovoécitos néo-
criopreservados (T0) ou submetidos a
vitrificagcao prévia (T1 e T2)

Table 1 - Oocytes nuclear maturation submitted to in vitro
culture, not cryopreserved (T0), or submitted to a
previous vitrification (T1 and T2)

Tratamento
Treatment
Ovocitos Maturagio
avaliados (n) nuclear (%)
Oocytes Nuclear
evaluated (n) maturation (%)
TO (testemunha) & 68(81,0)
T0 (control)
T1 (vitrificados) 36 7(19,0)
T1 (vitrificated)
T2 (desnudados vitrificados) 31 0(00,0)

T2 (vitrificated desnudes)

tidos quanto a habilidade de maturar e desenvolver-se
apos a fecundacdo. Tais resultados indicam que os
procedimentos utilizados para vitrificacdo danifica-
ram seriamente 0s ovocitos

A taxa de maturagdo in vitro do grupo-controle
(81%), encontrada neste experimento, foi semelhante
a obtida por varios pesquisadores, com ligeiras dife-
rencas, as quais poderiam ser atribuidas, provavel-
mente, as particularidades dos meios de maturacgao
ou a qualidade geral dos ovdcitos obtidos em fungéo
da época do ano em que foram coletados (91, 84, 71,
67,67 e 87% encontrados por Costa (1994), Camargo
(1995),Le Gal etal. (1999), Dhali etal. (2000a), Dhali
etal. (2000b) e Yang et al. (2000), respectivamente).
Os resultados evidenciam que os procedimentos e
meios adotados para a maturagao in vitro dos ovocitos
foram adequados.

Os ovocitos vitrificados previamente apresenta-
ram taxas de maturagdo de 19 e 0% para os ndo-
desnudados e desnudados, respectivamente. Esses
resultados indicam que os crioprotetores ou os proce-
dimentos utilizados ndo foram eficazes na preserva-
¢do da integridade do ovocito. Também estdo de
acordo com os achados de Yang et al. (2000), os
quais ndo encontraram eficiéncia da vitrificagdo de
ovocitos bovinos utilizando a polivinilpirrolidona como
crioprotetor.

Neste experimento, apesar de ter ocorrido expan-
sdo das células do cumulus em todos os ovocitos
vitrificados ap0s o cultivo in vitro, foi verificado baixa
taxa de maturacdo (19%) ou nula (0%) (Tabela 1,
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Tratamentos 1 e 2). Condi¢do semelhante foi obser-
vada por Yang et al. (1994), os quais encontraram
60% de expansdo das células do cumulus, mas ape-
nas 8,3% maturaram in vitro. E provavel que as
células do cumulus sejam mais resistentes a
criopreservagdo, em fungdo de seu menor volume, o
que possibilitaria melhor difusdo dos crioprotetores.
Diante disso, a mucificagdo ocorreria normalmente,
independentemente da condi¢do do ovoécito. Hurt et
al. (2000) cultivaram ovocitos bovinos previamente
vitrificados, verificando também expansao das célu-
las do cumulus. Esses pesquisadores obtiveram taxa
de maturagdo nuclear de 65%. Entretanto, verifica-
ram que as células do cumulus se desprendiam com
muita facilidade, fato também verificado no presente
experimento. Essa condi¢do poderia indicar danos nas
juncdes gap entre as células do cumulus e o ovocito.

A taxa de maturagdo in vitro obtida por Dhali et
al. (2000a) com a vitrificacdo de ovdcitos imaturos
com células do cumulus foi ligeiramente superior a do
presente experimento. Esses pesquisadores, subme-
tendo os ovocitos aos crioprotetores por um ou trés
minutos, obtiveram taxas de maturacdo de 21,5 e
31,5%, respectivamente. E provavel que o tempo de
desidratagdo de trés minutos tenha provocado menos
alteragOes indesejaveis nos ovocitos, possibilitando
melhores resultados de maturagdo. Segundo Otoi et
al. (1998), a desidratagcdo ¢ de grande valia para o
sucesso da vitrificagdo, existindo diferenga significa-
tiva na taxa de clivagem, quando ¢ aumentado o
numero de etapas na desidratacdo antes da
criopreservacdo. No presente experimento, foram
utilizados somente ovocitos com cumulus compactos,
uma vez que sao os que apresentam maiores possibi-
lidades de desenvolvimento pos-fecundagéo (Madison
etal., 1992, Chianetal., 1994). As células do cumulus
poderiam dificultar a entrada e saida de crioprotetores,

afetando, assim, a qualidade dos mesmos. Adicional-
mente, o tempo de exposi¢do ao crioprotetor utilizado
foi de cinco minutos, com concentragdes de
crioprotetores inferiores as utilizadas por Dhali et al.
(2000a) e Dhali et al. (2000b). Tentativas de
desnudamento parcial dos ovocitos, visando a melhor
penetracdo dos crioprotetores, foram evidenciadas
por Otoi et al. (1998). Entretanto, Vajta (2000b)
comentou que ¢ muito dificil realizar a remocdo
parcial das células do cumulus de forma uniforme em
um grupo de ovdcitos, o que pode, entdo, resultar em
penetragdo desigual do crioprotetor.

Apesar dessas consideragdes em relacdo a pos-
sibilidade de maior eficiéncia de penetragdo dos
crioprotetores em ovdcitos com poucas células do
cumulus, € provavel que este ndo seja o fator princi-
pal, uma vez que ndo houve maturagdo nuclear nos
ovocitos desnudados e submetidos aos mesmos pro-
cedimentos (0% de maturagdo). Diante disso, assu-
mem carater de importanciano sucesso da vitrificacao
os tipos e concentracdo de crioprotetores, assim
como o tempo de exposi¢do dos ovocitos aos
mesmos.

A taxa de maturagdo dos ovocitos com cumulus
foi semelhante a encontrada por Le Gal et al. (1999).
Estes autores afirmaram que o tempo de exposicao
aos crioprotetores ndo afeta a taxa de maturagao,
ressaltando que os principais danos causados aos
ovécitos vitrificados ainda imaturos seriam as injurias
provocadas pelo congelamento. Entretanto, esses
autores obtiveram 16,3% de clivagem, resultado esse
superiore ao obtido no presente experimento (Tabela 2).
E provavel que o numero de banhos e o tipo de
substancia utilizada na reidratagdo possam ter influ-
enciado os resultados. No presente experimento os
ovoécitos foram reidratados com apenas um banho,
enquanto Le Gal et al. (1999) reidrataram com trés

Tabela 2 - Taxa de clivagem de ovécitos submetidos a fecundagéo in vitro apds a maturacgao (T0) ou vitrificagao prévia

e maturagédo (T1e T2)

Table 2 - Cleavage from oocytes submitted to a fertilization in vitro after maturation (T0), or maturated after previous vitrification
(T1 and T2)

Tratamento Total de ovdcitos cultivados Clivados Porcentagem

Treatment Cleavage

TO (testemunha) 102 56,4

T0 (control)

T1 (ndo-desnudados vitrificados) 1 1,7

Tl (undesnudes vitrificated)

T2 (desnudados vitrificados) 0 0,0

T2 (desnudes vitrificated)
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Tabela 3- Desenvolvimento embrionario de ovécitos submetidos a fecundacédo in vitfro apés a maturagdo (TO) ou

vitrificagao prévia e maturagéo (T1e T2)

Table 3 - Embryo development from oocytes submitted to a fertilization in vitro after maturation (T0), or maturated after previous

vitrification (T1 and T2)

Tratamento Cultivados Morulas e blastocistos Porcentagem
Treatment Morulae and blastocysts

TO (testemunha) 102 56 54,9

T0 (control)

T1 (n3o-desnudados vitrificados) 60 0 0,0

T1 (undesnudes vitrificated)

T2 (desnudados vitrificados) 71 0 0,0

T2 (desnudes vitrificated)

banhos, utilizando concentragdes decrescentes de
galactose. Analisando esse aspecto, o tnico banho a
que foram submetidos os ovdcitos poderia ter sido
insuficiente para a retirada do crioprotetor do meio
intracelular, comprometendo a integridade ovocitaria.
Entretanto, Saalfeld et al. (1997) obtiveram resulta-
dos de clivagem (1,4%) inferiores ao deste experi-
mento, utilizando quatro banhos para a reidratagdo de
ovocitos vitrificados com EG. Apesar disso, esses
autores desidrataram os ovdcitos durante somente 30
segundos. Pode ser que o curto tempo de exposi¢do
utilizado na desidratacdo teria insuficiente, acarre-
tando, assim, problemas subseqiientes. J4 em outros
experimentos utilizando COC maturados in vitro ba-
nhados apenas uma ou trés vezes para reidratagéo,
obtiveram-se melhores resultados de fecundagao in
vitro (Otoi et al., 1993; Arav et al., 2000). Bem et al.
(1993), utilizando quatro banhos para reidratacéio,
conseguiram 43,5% de taxa de maturagdo. Entretanto,
eles avaliaram a maturagdo nuclear somente nos
ovocitos considerados com morfologia viavel, en-
quanto no presente experimento foram utilizados
ovocitos de maneira aleatoria, sem levar em conta a
morfologia dos mesmos. O que fica evidente é que
ainda ndo foi definido um procedimento-padrao que
possibilite resultados praticos e, principalmente, com
repetibilidade.

Apenas um ovocito (1,7%) no Tratamento 1 do
presente experimento clivou (Tabela 2). Esse resul-
tado indica que, embora tenha ocorrido 19% de
maturacao nuclear, os procedimentos de vitrificagao
provocaram outras alteragdes que comprometeram,
de alguma forma, a integridade celular, interferindo,
provavelmente, na maturagdo citoplasmatica. Acre-
dita-se que essa alteracdo seja em nivel de granulos
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corticais, pois estes sdo de fundamental importancia
para o sucesso da fecundacéo.

Adicionalmente, ndo houve desenvolvimento
embrionario para morulas e blastocistos dos ovocitos
vitrificados (Tabela 3). Hurt et al. (2000) verifica-
ram que a vitrificagdo provocava migragdo prema-
tura dos granulos corticais durante a maturagao in
vitro, caracterizando deficiéncia na matura¢do
citoplasmética dos ovocitos. Essa migragdo pre-
matura dos granulos corticais levaria, também, a
um endurecimento prematuro da zona pelicida
(Vicent et al., 1990) e a conseqiiente redugdo da
taxa de fecundacdo. Outro problema, de acordo
com Fabbri et al. (1998), é adiminui¢ao do nimero
de granulos corticais que podem comprometer a
reacdo da zona pelucida, permitindo a penetragao
de varios espermatozoides.

Os valores obtidos no presente experimento,
referentes a vitrificagdo de ovocitos desnudos
(Tabela 1), indicam que as células do cumulus tém
a funcdo de fornecer nutrientes essenciais ao ovocito
em todos os estagios de seu desenvolvimento, con-
forme relatado por Thibault et al. (1987). Os resul-
tados encontrados no experimento em questdo fo-
ram inferiores aos de Bem et al. (1993), Im et al.
(1997) e Fabbri et al. (1998), utilizando o método
classico, indicando que este método ¢ mais eficiente
do que a vitrificagdo para ovocitos bovinos previa-
mente desnudados. A auséncia das células do
cumulus pode ter possibilitado a entrada de agentes
crioprotetores de maneira mais intensa nos ovocitos,
acarretando efeitos toxicos nestes. Diante disso, ¢
provavel que os ovodcitos desnudos necessitem de
menor tempo de desidratagdo do que o utilizado no
presente experimento.
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Conclusoes

A associagdo de etilenoglicol, trehalose e
polivinilpirrolidonanéo foi eficaz para a crioprotegdo
de ovdcitos imaturos bovinos, desnudos ou nédo, pela
técnica da vitrificagao.

A criopreservagdo de ovocitos imaturos de bovi-
nos pelo método da vitrificagdo necessita ser mais
estudada, em seus diversos aspectos e fases, tendo
em vista os resultados inconsistentes na literatura,
inclusive neste trabalho.
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