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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

VITRIFICACAO DE OOCITOS BOVINOS IMATUROS

AUTOR: ARNALDO DINIZ VIEIRA
ORIENTADOR: MARA IOLANDA BATISTELLA RUBIN
Santa Maria, RS, 22 de Fevereiro de 2002.

A constante evolucdo das biotécnicas da reproducdo tem
originado novos desafios em diferentes areas. Na criobiologia, o atual
desafio é a obtencdo de uma adequada metodologia para a
criopreservacao de odcitos bovinos, especialmente no estagio imaturo.
Com este proposito, foi conduzido o presente estudo que tem como
objetivos avaliar o desenvolvimento in vitro e in vivo de embrides
derivados de odcitos imaturos vitrificados com a tecnologia OPS,
além de avaliar o efeito do pré-tratamento com citocalasina D (CD) e
a eficécia da solucdo crioprotetora composta por 20% de etileno glicol
(EG) + 20% de dimetil sulfoxido (Me,SO) + 0.5 M de sacarose
(SAC). Odcitos obtidos de ovarios de matadouro foram aleatoriamente
distribuidos em trés grupos: controle (n=442), vitrificado (Vitri
n=356) e tratado com 20ug/ml de CD durante 10 a 20 minutos e
vitrificado (CDVitri n=355). Para a vitrificacdo, os oocitos foram
expostos durante 30 segundos a solucdo SV50 (10% EG + 10%
Me,S0), seguido de 25 segundos na solugdo SV100 (20% EG+ 20%
Me,SO + 0,5M SAC), sendo envasados em grupos de 4 a 5 em cada
OPS e mergulhados em nitrogénio liquido. O aquecimento foi

realizado em dois passos de 5 minutos, com gradientes de sacarose



(0,26 e 0,16M). Apds isso, todos os grupos foram submetidos
simultaneamente aos mesmos processos de maturacdo, fecundacéo e
cultivo in vitro. A viabilidade in vitro foi avaliada através das taxas de
clivagem e Dblastocistos. Adicionalmente, a viabilidade in vivo foi
avaliada pela transferéncia dos embribes (1 ou 2 por receptora),
derivados de oocitos imaturos vitrificados, submetidos ou ndo a nova
vitrificagdo no estidgio de blastocisto. N&do foram observadas
diferencas estatisticas nas taxas de clivagem e blastocistos entre 0s
grupos CDVitri (46,4% e 35%) e Vitri (49,0% e 6,1%)
respectivamente, sendo ambos inferiores (P<0,05) ao grupo controle
(85,1% e 45,9%). Na avaliacdo in vivo, obteve-se 0 nascimento de
uma fémea e um macho do grupo Vitri (cinco receptoras) e uma fémea
do grupo CDVitri (duas receptoras). Esses resultados permitem
concluir que o pré-tratamento com citocalasina D ndo melhora a
viabilidade embrionaria de od6citos bovinos imaturos vitrificados.
Entretanto, a solucdo de vitrificacdo utilizada foi eficiente para
criopreservacdo de oocitos imaturos, com a tecnologia OPS. Os
embrides derivados de odcitos imaturos vitrificados possibilitam a
obtencdo do nascimento de produtos normais e saudaveis, mesmo
quando submetidos a nova vitrificacdo no estagio de blastocisto

expandido.

Palavras Chave - bovino; odcito imaturo; vitrificacdo; OPS;

citocalasina D; blastocistos.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

IMMATURE BOVINE OOCYTES VITRIFICATION

AUTHOR: ARNALDO DINIZ VIEIRA
ADVISER: MARA IOLANDA BATISTELLA RUBIN
Santa Maria, RS. February, 22, 2002.

The development of reproductive biotechnology has been
originating new challenges in many areas. In the cryobiology, the
current challenge is to obtain an appropriate methodology for bovine
oocyte cryopreservation, especially in the immature stage. This study
was aimed to the evaluate the in vitro and in vivo development of
embryos derived from immature vitrified bovine oocytes, with OPS
technology. In addition was evaluate the effect of the pre-treatment
with cytochalasin D (CD), and the viability of a cryoprotectant
solution composed by ethylene glycol (EG), dimethyl sulfoxide
(Me;S0) and sucrose (SUC), in the vitrification of immature bovine
oocytes. The oocytes obtained of slaughterhouse bovine ovaries were
randomly allocated in three groups: a control group (n=442), a
vitrified group (Vitri n=356) and a group treated with 20ug/ml of CD
during 10 to 20 minutes and vitrified (CDVitri n=355). For the
vitrification procedure, the oocytes were exposed for 30 seconds to an
VS50 solution (10% EG + 10% DMSO), followed by 25 seconds
exposure to a VS100 solution (20% EG + 20% DMSO + 0.5M of
SUC), loaded in groups of 4 to 5 in OPS and plunged in liquid

nitrogen. The warming was performed in two steps of 5 minutes, with

Xi



sucrose gradients (0.26 and 0.16M) solutions. After that, all groups
were submitted to the same in vitro maturation, fertilization and
culture procedures. The in vitro viability was evaluated by the
cleavage and blastocysts rates, and the in vivo viability was evaluated
by the transfer of blastocysts derived from vitrified immature oocytes
(1 or 2 for each recipient). No differences (P>0.05) were observed in
the cleavage and blastocysts rates among the CDVitri (46.4% and
3.5%) and Vitri (49.0% and 6.1%) groups, respectively, and both were
lower (p<0.05) than control group (85.1% and 45.9%). A female calf
was obtained from CDVitri group (two recipients) and a female and a
male calves birth from the Vitri group (five recipients), were obtained.
These data indicate that the cytochalasin D pre-treatment do not
improve viability of embryos derived from vitrified immature bovine
oocytes. The OPS technology with a cryoprotectant solution
composed by 20% EG + 20% Me,SO and 0.5M SUC is effective for
vitrification of immature oocytes. The embryos obtained from
immature oocytes vitrified with this technology are fully competent to
develop healthy offspring, even when submitted to a new vitrification

procedure at blastocyst stage.

Key words -  bovine; immature oocyte; vitrification; OPS;

cytochalasin D, blastocysts.
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1 - INTRODUCAO

Quando se considera a genética populacional, tanto a
homozigose determinada por acasalamentos dentro de um grupo
reduzido de individuos, quanto a contaminagdo genética em ragas ou
linhagens originadas pela selecdo natural, aumentam o risco de
extingdo e reduzem o futuro aproveitamento de suas adaptacGes. Isto
torna premente a necessidade de salvaguardar esse patriménio, o que
pode ser realizado através da criagdo de bancos de gametas
masculinos e femininos. Esses bancos, além de fornecerem material
para biotecnologias como a transgénese e engenharia molecular,
permitiriam a manutencdo ou a restituicdo da variabilidade genética
dos grupos. Entretanto, apesar dos espermatozoides serem
rotineiramente criopreservados, ainda se busca uma metodologia
eficiente para criopreservacdo de odcitos. Isto teria um grande impacto
sobre a preservacdo de recursos genéticos em fungdo do aumento da
capacidade feminina em produzir descendentes. Embora com
resultados ainda modestos, a criopreservacao de odcitos imaturos, em
associacdo com técnicas de coleta de oocitos por puncdo folicular in
vivo, possibilitaria o aproveitamento do potencial de animais criados
em pontos distantes de centros equipados para produgdo in vitro de
embrides.

Desta forma, € justificada a incessante busca por uma
metodologia que possibilite melhorar os indices obtidos com a

criopreservacao dessas estruturas.



O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de
desenvolvimento in vitro e in vivo de embrides derivados de o0citos
imaturos vitrificados com a tecnologia OPS, submetidos ou ndo a
nova vitrificacdo no estagio de blastocisto expandido. Em adicéo,
avaliou-se a eficiéncia da solugéo crioprotetora composta por 20% de
etileno glicol + 20% de dimetil sulfoxido + 0,5M de sacarose e
também o efeito do pré-tratamento com citocalasina D sobre o
potencial de desenvolvimento dos embrides derivados de odcitos

imaturos vitrificados.

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Desde a década de 40, quando foi identificado o efeito do
glicerol como aditivo crioprotetor celular (POLGE et al., 1949), a
criobiologia passou a ser uma importante ferramenta da reproducao
assistida. Contudo, no caso de gametas femininos, sua forma,
qualidade, origem e fatores espécie-especificos como teor lipidico,
tamanho e estagio de desenvolvimento determinam a impossibilidade
do uso de um método geral de criopreservacdo (VAJTA, 2000).

Dentre os principais mecanismos lesivos que podem ocorrer
tanto no resfriamento quanto no aquecimento estdo as alteracOes
lipidicas de membranas e citoplasma, despolimerizacdo de
microfilamentos, inativacdo de organelas, efeitos osmoticos e toxicos,
lesGes estruturais provocadas por cristais de gelo e fraturas (SHAW et

al.,, 2000). Atualmente, na reproducdo assistida podem ser



reconhecidos dois processos de criopreservacdo, 0 congelamento
(lento, rapido e ultra-rapido) e a vitrificacdo. No congelamento ocorre
a nucleacdo de gelo na forma de pequenos cristais, permitindo
contornar 0s danos através da sincronia entre resfriamento,
desidratacdo celular e cristalizacdo. Ja na vitrificacdo, ndo ha
formacéo de cristais de gelo, pois nesse processo o liquido mantém
sua distribuicdo molecular e idnica normal, tornando-se extremamente
Viscoso e super-resfriado, assumindo um estado solido ndo estruturado
(RALL, 1987; ARAYV et al., 1993). Tanto um processo quanto 0 outro
apresentam suas vantagens e desvantagens, entretanto, a vitrificacéo
tem se mostrado promissora na criopreservacao de estruturas sensiveis
a hipotermia, como é o caso de embribes em estagios iniciais de
desenvolvimento, embrifes produzidos in vitro e especialmente

o0citos.

2.1. - VITRIFICACAO

O estado vitreo é obtido com o blogueio da cinética da
cristalizacdo através da obtencdo de velocidades de resfriamento
extremamente altas, do aumento da viscosidade do liquido ou do
aumento da pressédo hidrostatica (FAHY et al., 1984). Na criobiologia
entretanto, este estado deve ser atingido a velocidades praticaveis,
mediante o uso de estratégias de reducdo do volume da amostra e de
aditivos crioprotetores e macromoléculas.

Apesar de amplamente conhecidas, essas estratégias ndo foram
adequadamente associadas nos primeiros trabalhos de vitrificacéo,

limitando a evolucdo da técnica.



2.2. - TOXICIDADE DOS CRIOPROTETORES

O emprego de altas concentragbes de crioprotetores na
vitrificagdo determinaram a necessidade de prevenir os danos
provocados por estas substancias. A concentragdo necessaria para
impedir a cristalizagdo, induzir e manter o estado vitreo esta
relacionada com a capacidade de interacdo entre as moléculas de agua.
Entre os crioprotetores mais utilizados observa-se um decréscimo
nessa habilidade no sentido do 1,2 propanediol, dimetil sulféxido,
etileno glicol até o glicerol (BAUDOT et al., 2000). Contudo, o grau
de toxicidade quimica intrinseca ndo obedece a mesma ordem, sendo
o etileno glicol considerado o crioprotetor menos toxico (BAUTISTA
& KANAGAWA, 1998). Desta forma, o uso de dois ou mais
crioprotetores associados permite a obtencdo de um sinergismo entre
aumento na capacidade de vitrificacdo e reducdo da toxicidade da
solugcdo. Isso ocorre em virtude da manutencdo de uma alta
molaridade aliada a reducdo da concentracdo individual, com reducéo
da toxicidade por ndo haver um efeito aditivo nessa caracteristica
intrinseca (BAUTISTA & KANAGAWA, 1998; VAJTA, 2000).

Além da toxicidade dos crioprotetores, a alta molaridade
determina um choque osmotico causador do chamado efeito de
solucédo, além de lesBes estruturais provocadas pela retracdo gerada
durante a desidratacao celular. Entretanto, a intensidade desses efeitos
pode ser modulada pela concentracdo molar da solucdo de equilibrio,
temperatura ou periodo de exposicdo, permitindo a obtencdo de uma

maior equivaléncia entre desidratacdo e permeacao dos crioprotetores.



2.3. - VELOCIDADE DE RESFRIAMENTO

Amostras de pequeno volume necessitam menores periodos
para se resfriarem totalmente. Entretanto, a forma de
acondicionamento da amostra pode limitar essa velocidade. No caso
de palhetas seladas de 0,25ml, a taxa de resfriamento obtida é de
aproximadamente 42°C/segundo, devido ao efeito de isolamento
térmico. Considerando esse efeito, buscou-se o contato direto da
amostra com o liquido refrigerante, 0 que permitiu a obtencéo de
velocidades superiores a 200°C/segundo, marcando o inicio da fase
das chamadas metodologias abertas, como ¢ o caso das “microdrops”
(LANDA & TEPLA, 1990), “electron microscope grids” (MARTINO
et al., 1996), “open pulled straw - OPS” (VAJTA et al., 1997),
micropipeta de vidro (MEZZALIRA et al., 1999) “minimun volume
cooling” (HAMAWAKI et al., 1999), “cryoloop” (LANE et al., 1999)
¢ “naylon mesh” (MATSUMOTO et al., 2001).

Velocidades ainda maiores podem ser atingidas com a
eliminacéo do efeito isolante determinado pela exposi¢do ao vapor de
nitrogénio em ebulicdo, o que e obtido pelo contato com uma
superficie metalica resfriada “solid-surface vitrification” (DINNYES
et al., 2000) ou pelo contato direto com o liquido refrigerante
submetido ao vacuo (ARAV et al., 2000). Nesse caso, a reducdo da
pressdo sobre um liquido com volume constante induz o super-
resfriamento, baixando a temperatura de -196 para até -210°C. Isso
elimina temporariamente o vapor produzido pela ebulicdo observada
sob condi¢bes atmosféricas normais, minimizando o efeito de

isolamento térmico em torno da amostra.



A utilizacdo de amostras de pequeno volume também
proporciona altas velocidades de aquecimento prevenindo a

desvitrificacdo das solugdes.

2.4. - ADITIVOS PROTETORES

Visando melhorar a preservacdo da integridade funcional e
estrutural, produtos como polipeptidios anticongelantes (ARAV et al.,
1994), antioxidantes (ZERON et al., 1997) e acucares (KULESHOVA
et al.,, 1999), tém sido utilizados com a finalidade de proteger a
membrana plasmatica. Ainda, ajustes entre tempo, temperatura e
concentracdo das solucdes, tém buscado uma permeacdo adequada e
uma distribuicdo homogénea dos crioprotetores em todos os pontos da
célula. Nesse aspecto, a acdo das citocalasinas, micotoxinas que
produzem estabilizagdo citoesquelética, pode contribuir na
preservacdo da viabilidade oocitaria pds-aquecimento. Esse efeito
seria determinado pelo aumento da elasticidade estrutural,
(ISACHENKO et al., 1998) e aumento da permeabilidade, decorrente
da atuacdo sobre a organizacdo da actina na regido cortical dos oocitos

(Le GAL et al., 1994), facilitando assim o transporte de substancias.

2.5. - CONDICOES DE REGENERACAO

As estruturas criopreservadas sao invariavelmente submetidas a
um grande estresse fisico e quimico (SHAW et al., 2000), o que
determina uma reducdo em sua capacidade de desenvolvimento. No
caso de odcitos maturados, essa reducdo é da ordem de 20%
(MEZZALIRA, 2001) e pode ser acentuada por condicdes

inadequadas de manutencédo. Os avan¢os na compreensdo dos



processos metabolicos e as adequacgdes na qualidade dos meios, sao
responsaveis por importantes melhorias nos indices de
desenvolvimento das estruturas submetidas aos processos de
criopreservacdo. Nesse campo, avaliagdes moleculares poderdo definir
quais os genes inativados ou ativados pelo estresse e de que forma sua
expressdo frente os meios e condi¢cdes de manutencao disponibilizadas

vao influenciar na capacidade de sobrevivéncia das estruturas.

2.6. — ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO

Durante 0 processo de maturagdo oocitaria ocorrem
alteracbes tanto na relacdo com as células do Cumulus oophorus
guanto na sensibilidade ao resfriamento, posicionamento e ativacao de
organelas, condensacdo do material genético, na organizacdo dos
microfilamentos citoesqueléticos e na permeabilidade da membrana
plasmatica. No estagio imaturo, os oécitos dependem de fatores e
substancias supridas pelas células do Cumulus oophorus para que
possam atingir a maturacdo. O tipo de organizacdo dos filamentos
citoesqueleticos e o coeficiente de permeabilidade da membrana
citoplasmatica limitam a capacidade de transporte de substancias,
fazendo com que o0citos imaturos sejam mais sensiveis a condi¢des
anisotonicas que os maturados (AGCA et al., 2000). Nesse estagio,
também pode ser observada uma faixa de transicdo térmica dos
lipidios de membrana situada entre 13 e 20°C, que em odcitos
maturados esta mais centrada na faixa de 10°C (ARAV et al., 1996).



Nos odcitos maturados, ou seja, no estagio de metafase Il da
meiose |1, a organizacdo citoesquelética aliada ao maior coeficiente de
permeabilidade de membrana permitem uma maior capacidade de
adaptacdo osmotica. Entretanto, neste estagio o resfriamento
determina problemas de despolimerizacdo nos microtibulos que
formam os fusos meioticos, 0 que pode acarretar falhas na organizacao
dos cromossomos na placa metafasica quando do aquecimento.
Odcitos maturados também tém apresentado dificuldades de
fecundacdo em funcdo da precoce exocitose dos granulos corticais,
determinada pela acdo de crioprotetores (FUKU et al., 1995a).

A variedade de fatores que interferem direta ou indiretamente
no sucesso da criopreservacdo de o06citos bovinos determina a
necessidade de estudos cada vez mais detalhados das diferentes etapas

da metodologia de vitrificacéo.



3 — Capitulo 1 — BEZERROS OBTIDOS DE OOCITOS
BOVINOS IMATUROS VITRIFICADOS COM A
TECNOLOGIA OPS

(Calves Born After OPS vitrification of immature bovine oocytes)

VIEIRA, A.D.}; MEZZALIRA, A.l; BARBIERI, D.P.%;
LEHMKUHL, R.C.}; RUBIN, M.1.B.%; VAJTA, G.3

!Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC, Lages, SC, Brasil.
2Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, Santa Maria, RS, Brasil.
3Department of Breeding and Genetics, Danish Institute of Agricultural Science,

Research Centre Foulum, Denmark.



RESUMO

Neste estudo avaliou-se o desenvolvimento in vitro e in vivo de
embribes derivados de odcitos imaturos vitrificados com a tecnologia
OPS, o efeito do pré-tratamento com citocalasina D (CD) e a solucéo
crioprotetora composta por 20% de etileno glicol (EG) + 20% de
dimetil sulfoxido (Me;SO) + 0,5 M de sacarose (SAC). Odcitos
obtidos de ovarios de matadouro foram aleatoriamente distribuidos em
trés grupos: controle (n=442), vitrificado (Vitri n=356) e tratado com
20 pg/ml de CD durante 10 a 20 minutos e vitrificado (CDVitri
n=355). Apbs a vitrificacdo e aquecimento, 0s oocitos de todos 0s
grupos foram simultaneamente submetidos aos mesmos processos de
maturacédo, fecundacé@o e cultivo in vitro. A viabilidade in vitro foi
avaliada através das taxas de clivagem e blastocistos, enquanto que a
viabilidade in vivo foi avaliada pela transferéncia dos blastocistos (1
ou 2 por receptora) derivados dos grupos CDVitri e Vitri. Nao foram
observadas diferencgas estatisticas (P>0,05) nas taxas de clivagem e
blastocistos entre os grupos CDVitri (46,4% e 3,5%) e Vitri (49,0% e
6,1%) respectivamente, sendo ambos inferiores (P<0,05) ao grupo
controle (85,1% e 45,9%). Apos a transferéncia de 8 embrides do
grupo Vitri (cinco receptoras), obteve-se 0 nascimento de uma fémea e
um macho. Ja no grupo CDVitri, de 3 embrides transferidos obteve-se
uma fémea (duas receptoras). Esses resultados permitem concluir que
0 pré-tratamento com citocalasina D ndo melhora a viabilidade
embrionaria de odcitos bovinos imaturos vitrificados, entretanto, a
solucdo de vitrificacdo utilizada € efetiva na criopreservacdo de

odcitos imaturos, com a tecnologia OPS e os embrides obtidos com
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essa tecnologia, possibilitam a obtencdo do nascimento de produtos
normais e saudaveis, mesmo quando submetidos a nova vitrificacao
no estagio de blastocisto expandido.

Palavras chave: bovino; imaturo; oo6cito; vitrificacdo;, OPS;

citocalasina D.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the in vitro and in vivo
development of embryos derived from immature vitrified bovine
oocytes. In addition pre-treatment with cytochalasin D and a
cryoprotectant solution composed by 20% ethylene glycol (EG) +
20% dimethyl sulfoxide (Me,SO) and 0.5 M sucrose (SUC), with OPS
technology, was also evaluated. Oocytes from slaughterhouse ovaries
were allocated in three groups: a control group (n=442), a vitrified
group (Vitri; n=356) and a group exposed to 20 pg/ml of CD for 10 to
20 minutes and vitrified subsequently (CDVitri; n=355). After
vitrification and warming all groups were simultaneous submitted to
In vitro maturation, fertilization and embryo culture. In vitro viability
was assessed by cleavage and blastocyst rates and in vivo viability by
transfer of blastocysts (1 or 2 per recipient) from CDVitri and Vitri
groups. No differences were observed in cleavage and blastocysts
rates between CDVitri (46.4% and 3.5%) and Vitri (49.0% and 6.1%)
groups respectively, and both were lower (P<0.05) than control group
(85.1% and 45.9%). A female calf was obtained from CDVitri group
(two recipients) and a female and a male calf birth from the Vitri

group (five recipients), were obtained. These data indicate that the
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cytochalasin D pre-treatment do not improve viability of embryos
derived from vitrified immature bovine oocytes; that OPS technology
with a cryoprotectant solution composed by 20% EG + 20% Me,SO
and 0.5 M SUC is effective for vitrification of immature oocytes, and
that embryos obtained from immature oocytes vitrified with this
technology are fully competent to develop healthy offspring, even

when submitted to a further vitrification procedure at blastocyst stage.

Key words:  bovine; immature; oocyte; vitrification; OPS;

cytochalasin D.

INTRODUCAO

A criopreservacdo de odcitos € uma ferramenta de alto impacto
na manutencdo da variabilidade genética, na preservacdo de recursos
geneticos, bem como para a inddstria pecuaria. Associada a outras
biotecnologias, ainda poderia ser usada para aumentar o potencial
reprodutivo de fémeas superiores. Porém, caracteristicas bioldgicas
intrinsecas dos oo6citos (alta sensibilidade da membrana ao
resfriamento, baixa area de superficie em relacdo ao volume e alto teor
de lipidios) limitam o progresso nessa area (16). Varios problemas
especificos relacionados com o estagio meidtico de maturacdo tém
sido descritos (19). Em odcitos maturados, a hipotermia determina
alteragcdes microtubulares e o rompimento dos microfilamentos (1, 2,
9, 32). Estes problemas poderiam ser contornados com a

criopreservacdo de odcitos imaturos (19), ja que nesta fase eles nédo
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apresentam sistema de fusos meidticos organizados e microtubulos
sensiveis ao resfriamento (16). No entanto, os melhores resultados
obtidos com o6citos maturados (6, 21) levaram a criopreservacao de
o0citos imaturos a ser considerada menos viavel, sendo entdo menos
investigada. Porém, a obtencdo de blastocistos (15, 18), gestacdes (28,
37) e até bezerros nascidos (14, 34), derivados de odcitos imaturos
criopreservados, demonstram que a técnica € viavel e atraente. A
criopreservacdo de oocitos imaturos pode dispensar temporariamente
a necessidade de um laboratorio equipado para produgédo in vitro de
embrides, podendo entdo ser aplicada no campo. Os baixos resultados
verificados com o6citos imaturos, devem-se, a0 menos em parte, a um
inadequado procedimento de criopreservagao. Muitas vezes, os efeitos
do tempo de exposicdo a temperaturas entre 20 e 13°C (2), o baixo
coeficiente de permeabilidade da membrana, a alta relacéo
volume/superficie e a ruptura dos processos intercomunicantes (9),
nao sdo devidamente considerados. Estes processos e as “gap
junctions” tém um papel importante na cooperacdo metabolica entre as
ceélulas do cumulus e o o6cito, durante o crescimento e a fase final de
maturacdo (7, 8, 19). Apesar dos primeiros bezerros nascidos de
o0citos imaturos criopreservados terem sido obtidos com o
congelamento convencional, a vitrificacdo e 0 método ultra-rapido tém
sido mais indicados (13, 23, 24, 31, 32) por permitirem a reducdo nos
efeitos determinados pela hipotermia. Taxas de resfriamento elevadas,
reduzem o tempo de exposicdo a zona critica de temperatura (3, 36). A
citocalasina apresentou um efeito positivo com o00citos suinos

imaturos (12), provavelmente por proporcionar uma maior
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flexibilidade ao citoesqueleto. Em odcitos caprinos, a citocalasina
também atua na organizacdo da actina, provavelmente ao nivel
cortical, melhorando a permeabilidade celular (17), em funcdo das
alteracbes na organizacdo citoesquelética. Isto poderia preservar a
funcionalidade dos processos intercomunicantes e permitir uma
penetracdo mais rapida e uniforme dos crioprotetores, aumentando a
viabilidade apo6s a criopreservacao. O objetivo deste estudo foi avaliar
a capacidade de odcitos bovinos imaturos vitrificados com a
tecnologia OPS na producdo de embrifes e bezerros saudaveis.
Adicionalmente, foram avaliados os efeitos do pré-tratamento com
citocalasina D e a solugdo crioprotetora composta de etileno glicol,
dimetil sulfoxido e sacarose na vitrificagdo de odcitos bovinos
imaturos.
MATERIAL E METODOS

Exceto onde indicado, todos os reagentes quimicos foram
obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Nas
manipulacbes de oocitos e embrides foram utilizadas placas de quatro
pocos obtidas da Nunc A/S (Roskilde, Denmark).

Coleta dos odcitos

Ovarios bovinos coletados no matadouro foram mantidos a
35°C em solucdo salina fisioldgica adicionada de penicilina (65 mg/l)
e estreptomicina (50 mg/l), durante o transporte ao laboratério (4
horas). Os complexos cumulus-odcitos (CCQO’s) foram aspirados de

foliculos com 2 a 8 mm de diametro atraves de uma
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agulha 19G ligada a uma linha de vacuo com pressdo de aspiracdo de
20 ml/minuto. Durante a selecdo e até o inicio dos tratamentos, 0s
CCO’s foram mantidos em fluido folicular (FF) (20).

Tratamentos

Odcitos com citoplasma homogéneo e totalmente envoltos por
células compactas do Cumulus oophorus foram aleatoriamente
distribuidos em trés grupos com 20 a 25 CCO’s em 16 repeticdes.
Utilizou-se um grupo de CCO’s controle, um grupo de vitrificacao
direta (Vitri) e um grupo exposto a citocalasina D (CD) antes da
vitrificagdo (CDVitri).

Vitrificacdo e aquecimento

Todos o0s procedimentos foram realizados sobre mesas
aquecidas a 39°C e em sala climatizada a 24°C. Inicialmente, 0s
CCO’s do grupo CDVitri foram transferidos do FF para a solugdo de
20 pg/ml de CD em meio de manutencdo (TCM-199 tamponado com
Hepes e suplementado com 10% de soro de eégua em estro - SEE) por
10 a 20 minutos. Durante esse periodo inicial foram vitrificados os
CCO’s do grupo Vitri. No processo de vitrificacao (11, 36), os CCO’s
foram expostos por 30 segundos a solugdo SV50, composta por 10%
(v/v) etileno glicol (EG) + 10% (v/v) dimetil sulfoxido (Me;SO) em
TCM-Hepes (Meio 199 tamponado com Hepes e suplementado com
20% de SEE). Apos isso, os CCO’s foram expostos por 25 segundos a
solugdo SV100, composta por 20% (v/v) EG + 20% (v/v) Me,SO +
0,5 M de sacarose (SAC) em TCM-Hepes. Quatro a cinco CCO’s
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contidos em 2 a 3 ul de SV100 foram envasados na OPS (Szigta Ltd,
Melbourn, Australia) e mergulhados no nitrogénio liquido. Os CCO’s
do grupo CDVitri foram vitrificados imediatamente apds os do Grupo
Vitri, determinando um tempo total de 20 minutos para realizacéo de
todo o procedimento de vitrificagdo. Apds isso, as OPS foram
mantidas em nitrogénio liquido por pelo menos dois minutos, antes do
procedimento de aquecimento, que foi iniciado por um diferente grupo
a cada repeticao.

Cada OPS foi exposta ao ar por 4 segundos antes da
extremidade da palheta ser mergulhada em meio de manutengdo com
0,26 M SAC. Ap6s 5 minutos, os CCO’s foram transferidos para um
novo meio com 0,16 M SAC por mais 5 minutos, antes de serem
transferidos para o meio de manutengdao. Os CCO’s do grupo controle
foram transferidos do FF para 0 meio de manutencdo ao final dos
procedimentos de aquecimento. Sessenta minutos apos iniciado o
processo de vitrificagao, os CCO’s dos trés grupos se encontravam em
meio de manutencdo, sendo simultaneamente submetidos aos mesmos

procedimentos de maturacdo, fecundacao e cultivo in vitro.

Maturacao in vitro

A maturacao foi realizada em Meio TCM-199 sais de Earle
(GIBCO BRL. Paisley, UK) adicionado de 26,2 mM de NaHCOs3, 25
mM de Hepes, 0,2 mM de piruvato de sodio com 0,01 Ul de
rFSHh/ml, 0,5 pug/ml de LHb e 10% de SEE, (4), por 24 horas, em

estufa a 39°C com atmosfera de 5% de CO, e umidade saturada.
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Fecundacéo in vitro

A fecundacdo foi realizada com sémen congelado de um touro
da raca charolesa, sendo o0s espermatozdides selecionados pelo
método de migragdo ascendente “swim-up” (29). Os CCO’s foram
incubados com 1,0 x 10° espermatozdides/ml por um periodo de 18 a
22 horas a 39°C em 5% de CO, e umidade maxima, em meio TALP-

FERT adicionado de 30 upg/ml de heparina, 30 upg/ml de
penicilinamina, 15 uM de hipotaurina e 1 uM de epinefrina (36).

Cultivo in vitro

Vinte e quatro horas apés a inseminacdo, procedeu-se a
remocdo das células do Cumulus oophorus atraves de agitacéo
mecanica e a transferéncia dos provaveis zigotos para placa contendo
400 pl de meio SOFaaci (10), suplementado com 30 pl/ml de
aminoacidos essenciais (BME) e 10 ul/ml de aminoacidos néo
essenciais (MEM), com 5% de SEE e mantido sob 6leo mineral. Apos
24 horas de cultivo, a 39°C em 5% de CO; e umidade maxima
realizou-se a avaliacdo da clivagem, sendo mantidas na placa apenas
as estruturas clivadas. Ap0s isso, a incubacéo foi realizada em bolsas
plasticas (35) a 39°C, com 5% de CO2, 5% de O, 90% de N, durante o

periodo de cultivo remanescente (162 horas).

Avaliacdo embrionéria
A viabilidade embrionaria in vitro foi determinada atraves da
avaliacdo das taxas de clivagem e de blastocistos, obtidas as 48 e 192

horas apds a inseminacéo, respectivamente.

17



Transferéncia embrionaria

Os embriGes obtidos de ambos tratamentos (n=11) foram
transferidos (1 ou 2 por receptora) para 7 novilhas sincronas, de
acordo com a disponibilidade de manifestagdo de cio natural. Na
primeira transferéncia foram utilizados dois blastocistos do grupo
Vitri. Os outros embrides foram submetidos a uma nova vitrificacéo
no estagio de blastocisto, em funcdo de falta de sincronia entre o ciclo
das receptoras e seu desenvolvimento nas repeticdes. Para vitrificacéo,
inicialmente os embrides foram expostos a solugdo SV50 por 1 minuto
e em seguida expostos a solugdo SV100 por 25 segundos, sendo que
esta ultima foi modificada pela remogédo da sacarose do meio TCM-
Hepes. Seis blastocistos vitrificados, derivados do grupo Vitri foram
transferidos para quatro receptoras e trés blastocistos vitrificados do

grupo CDVitri foram transferidos para duas receptoras.

Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a transformacdo pelo arco seno da
raiz quadrada. Os valores transformados foram submetidos a anélise
de variancia, utilizando-se 0 PROC GLM do pacote estatistico SAS.
Quando a analise de variancia revelou o efeito significativo (P<0,05)

dos tratamentos, os dados foram comparados pelo teste de Tukey.

RESULTADOS
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Desenvolvimento embrionério in vitro

Nao foram observadas diferencas estatisticas (P>0,05) entre 0s
grupos CDVitri (46,4% e 3,5%) e Vitri (49,0% e 6,1%), sendo ambos
significativamente inferiores (P<0,05) ao grupo Controle (85,1% e
45,9%), em relacdo as taxas de clivagem e blastocistos,

respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Desenvolvimento in vitro de embrides bovinos derivados de
odcitos imaturos vitrificados pelo método OPS

Tratamentos Odcitos Clivados Blastocistos em D8
n n (%) n (%)

Controle

ndo vitrificado 442 377 (85,1)2 207 (45,9)2
CDVitri

Citocalasina D + 355 165 (46,4)° 13 (3,5)°
vitrificado
Vitri

Vitrificado 356 175 (49,0)° 22 (6,1)°

b | etras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).

Desenvolvimento embriondrio in vivo

No grupo Vitri, duas das cinco receptoras ficaram prenhes. A
primeira recebeu dois embrides, resultando no nascimento de uma
fémea normal e saudavel. A segunda, recebeu dois embrides
vitrificados no estagio de blastocisto, produzindo um macho normal e
saudavel. No grupo CDVitri foram utilizadas duas receptoras, das
quais, a que recebeu dois embrides vitrificados no estadgio de

blastocisto produziu uma fémea normal e saudavel.
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DISCUSSAO

Muitos pesquisadores tém usado extensivamente a citocalasina
como estabilizador do citoesqueleto em programas de reproducao
assistida (22, 30) e alguns deles tém tratado os embrides com
citocalasina associada a centrifugacdo para manter os granulos
lipidicos polarizados na periferia da célula (5, 27). Entretanto, estudos
criobiologicos sobre o efeito de substancias estabilizadoras do
citoesqueleto do od6cito sdo escassos na maioria das espécies,
principalmente na bovina.

Em odcitos caprinos imaturos, ocorre um aumento no
coeficiente de permeabilidade ap0s a exposicdo a citocalasina D,
alcancando o mesmo coeficiente observado em odcitos maturados
(17), o que poderia determinar um aumento na viabilidade depois da
criopreservacdo. Em odcitos imaturos de suinos, Isachenko et al. (12)
observaram um efeito positivo do pre-tratamento com Citocalasina B
na criopreservacdo de odcitos no estadgio de vesicula germinativa.
Mezzalira et al. (26), observaram que independente da concentracédo
utilizada, a citocalasina B ndo produz efeito benéfico na
criopreservacdo de oocitos maturados e de blastocistos bovinos
produzidos in vitro (25). Neste estudo, o pré-tratamento dos odcitos
com citocalasina D ndo teve um efeito positivo na manutencdo da
viabilidade, indicando que o0s danos determinados pela
criopreservacdo ndo foram prevenidos. Isto pode ser demonstrado

inicialmente pela semelhanca entre as taxas de clivagem observadas
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nos tratamentos CDVitri (46,4%) e Vitri (49,0%). Esses indices sdo
similares aos 42,1% obtidos por Suzuki et al. (34) com o
congelamento convencional e superiores aos 25,6% alcancados por Le
Gal & Massip, (18) com a vitrificacdo de odcitos imaturos. Os
resultados do presente estudo demonstram um crescente
desenvolvimento da criopreservacdo para o06citos imaturos por
estarem muito préximos aos 50% obtidos por Vajta et al. (36) e dos
49.1% de Mezzalira et al. (25), que vitrificaram o0citos maturados.

Entretanto, esses indices de clivagem determinaram taxas
de blastocistos de apenas 0,8% (34), 3,3% (18), 3,5% no grupo
CDVitri e 6,1% no grupo Vitri, confirmando as observacdes de Fuku
et al, (7) que a taxa clivagem ndo é um parametro satisfatorio para
avaliacdo da viabilidade embrionaria. Isto pode explicar a baixa
correlacdo deste parametro com a capacidade de desenvolvimento
apos a ativacdo do genoma embrionario na grande maioria das
pesquisas que envolvem a criopreservacao.

Embora os resultados ainda sejam pouco satisfatorios para uso
comercial, a elevacdo nas taxas de blastocistos caracteriza um avango
na criopreservacdo de odcitos imaturos. A obtencdo de bezerros
saudaveis e normais nesta pesquisa, aliada a outros relatos de
nascimento (14, 34), sugerem que em alguns oo0citos imaturos e em
alguns embrides derivados dos mesmos, a criopreservagdo nao gera
danos suficientes para bloquear a posterior capacidade de
desenvolvimento. A identificacdo desse mecanismo seletivo, poderia
proporcionar um incremento nos resultados com a criopreservacao

dessas estruturas.
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Neste estudo observou-se que o pré-tratamento com citocalasina
D ndo aumenta a viabilidade dos embrides obtidos de oocitos bovinos
Imaturos vitrificados. No entanto, a solucdo crioprotetora composta de
etileno glicol, dimetil sulféxido e sacarose foi eficiente para
vitrificagdo com a tecnologia OPS. O baixo custo, simplicidade de
aplicacdo e a possibilidade de obtencdo de bezerros normais e
saudaveis a partir de oocitos imaturos vitrificados tornam esse metodo
atraente para preservacdo e multiplicacdo dos recursos genéticos
femininos. Porém, novos estudos devem ser conduzidos com o
objetivo de melhorar as taxas de desenvolvimento embrionario in vitro

e in vivo.
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4- DISCUSSAO

Os baixos percentuais de desenvolvimento obtidos com a
maioria dos métodos de criopreservacdo, especialmente com o0citos
imaturos, tém determinado que em muitos trabalhos a progressédo até o
estagio de metafase 11, formacdo de prd nucleos ou clivagem, sejam
utilizados como parametros de viabilidade ap0s a criopreservacéo.
Mesmo que esses parametros sejam indicativos de diferencas na
viabilidade, quando se compara duas metodologias, eles ndo séo
suficientemente efetivos para predizer a capacidade do futuro
desenvolvimento dos embrides. FUKU et al. (1995b) observaram uma
baixa correlacdo desses parametros com o posterior desenvolvimento
embrionario.

Na criopreservacdo de oocitos bovinos imaturos, bons indices
de clivagem ja foram obtidos. SUZUKI et al. (1996) obtiveram 42,1%
com o congelamento rapido e Le GAL & MASSIP, (1998) alcangaram
25,6% com a vitrificagdo. Os resultados verificados neste
experimento, 46,4% e 49,0% nos grupos CDVitri e Vitri,
respectivamente, sdo comparaveis aos melhores indices encontrados
na literatura. Entretanto, mesmo com bons indices de clivagem as
taxas de desenvolvimento ainda sdo consideradas muito pobres. Isto
pode ser exemplificado pelos 0,8% de blastocistos obtidos por
SUZUKI et al. (1996) e 3,6% obtidos por YANG et al. (1998), com
congelamento rapido de odcitos bovinos imaturos. Com a vitrificacdo
em OPS, Le GAL & MASSIP (1998) alcancaram 3,3% de blastocistos
fazendo uso de etileno glicol, glicerol e galactose. Resultados

semelhantes também foram observados na presente pesquisa com
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3,5% de blastocistos em D8 no grupo CDVitri e 6,1% no grupo Vitri.
Estes resultados reforcam as observacdes de FUKU et al. (1995b), de
que a clivagem ndo é um parametro satisfatorio para avaliacdo da
viabilidade pos criopreservacdo. Mesmo que os resultados ainda ndo
sejam satisfatorios para uso em larga escala, 0s 6,1% de blastocistos
verificados no grupo Vitri, representam um incremento importante em
relacdo aos resultados ja obtidos. Isto caracteriza uma evolugédo na
técnica de vitrificagdo. Embora os indices sejam baixos, a maior
viabilidade (6,1%) observada no grupo Vitri, em relagdo aos 3,3%
observados por Le GAL & MASSIP (1998), pode ter sido
determinada pela maior permeabilidade e capacidade de manutencéo
do estado vitreo conferida pelo dimetil sulfoxido utilizado neste
experimento, em relacdo ao glicerol, utilizado por aqueles autores.

A identificacdo das causas que determinam o baixo
desenvolvimento embrionario ap0s a criopreservacdo de o00citos,
mesmo com boas taxas de clivagem, poderia representar uma
contribuicdo importante para a adequar a metodologia de
criopreservacdo. LUNA et al. (2001), utilizando a mesma solucdo de
vitrificacdo empregada neste experimento, evidenciaram que com
odcitos imaturos, a incidéncia de poliploidia é significativamente
maior do que a observada com a vitrificagdo apés 8, 12 ou 22 horas de
maturacdo. Essas observacOes sugerem que a baixa capacidade de
desenvolvimento embriondrio apds a criopreservacdo de odcitos
Imaturos pode ser decorrente de alteracdes gendmicas.

Entretanto, relatos de nascimento de produtos (SUZUKI et al.,
1996; KUBOTA et al., 1998) e os nascimentos obtidos a partir da
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transferéncia de blastocistos expandidos, tanto do grupo Vitri quanto
do grupo CDVitri, sugerem que em alguns odcitos o efeito da
criopreservacdo ndo gera danos capazes de bloguear a capacidade de
desenvolvimento embrionario posterior a clivagem. Desta forma, a
evolucdo da técnica de criopreservacdo de odcitos imaturos depende
da identificacdo dos mecanismos que permitem a evolucéo de alguns
embrides, em relacdo aos demais.

Informacdes referentes ao efeito dos estabilizadores do
citoesqueleto na criopreservacdo de o00citos Sdo escassas,
principalmente na espécie bovina. Com embrides bovinos produzidos
in vivo, DOBRINSKI et al. (1995) obtiveram um incremento de 23
para 61% no percentual de desenvolvimento de mérulas e blastocistos
vitrificados apdés tratamento com citocalasina B. Todavia,
MEZZALIRA et al. (2002) observaram que independente da
concentracdo utilizada, a citocalasina B ndo produz efeito benéfico na
criopreservacdo de o00citos bovinos maturados, bem como na
criopreservacdo de blastocistos bovinos produzidos in vitro. Em
caprinos, 00citos imaturos aumentaram seu coeficiente de
permeabilidade ap0s serem expostos a citocalasina D, atingindo o
mesmo coeficiente observado em o6citos maturados (Le GAL et al.,
1994), o que poderia determinar um aumento na viabilidade destas
estruturas apos a criopreservacdo. Na espécie suina, ISACHENKO et
al. (1998), observaram um efeito positivo da citocalasina B sobre
odcitos imaturos vitrificados. Entretanto, neste estudo o pré-
tratamento dos o0citos com citocalasina D nédo teve influéncia positiva

sobre a manutencdo da viabilidade, indicando que seus efeitos nédo
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foram suficientes para prevenir os danos causados pela
criopreservacdo. Isto é demonstrado pela semelhanca nas taxas de
clivagem (46,4 e 49,0%) e de blastocistos (3,5 e 6,1%), entre 0s
tratamentos CDVitri e Vitri, respectivamente. Embora a citocalasina D
ndo tenha proporcionado um incremento na viabilidade de odcitos pos
vitrificacdo, ela ndo exerceu um efeito negativo sobre o futuro
desenvolvimento dos odcitos. Isto é demonstrado pelo nascimento de
uma bezerra normal e saudavel apods transferéncia de blastocistos
vitrificados, provenientes de oocitos do grupo CDVitri.

A facilidade de execucédo, o baixo custo e a possibilidade de
aplicacdo direta no campo fazem da vitrificagdo de oocitos imaturos
uma alternativa atraente de criopreservacdo, com possibilidade de
aplicacdo em larga escala, permitindo o aproveitamento do potencial
de fémeas superiores e a preservacdo da variabilidade genetica. As
novas investigacbes que deverdo ser conduzidas para solucionar os
problemas ainda existentes poderdo possibilitar a obtencdo de
melhores indices de desenvolvimento embrionario, num futuro

préximo.

5 - CONCLUSOES

- Embrides derivados de oo6citos imaturos vitrificados com a
tecnologia OPS apresentam capacidade de desenvolvimento in
vitro e in vivo, permitindo a obtencdo de bezerros normais e
saudaveis.
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- Embribes derivados de odcitos imaturos vitrificados, submetidos a
nova vitrificacdo no estagio de blastocisto expandido, possibilitam
a obtencdo de bezerros normais e saudaveis.

- O pré-tratamento com 20ug/ml de citocalasina D ndo aumenta o
potencial de desenvolvimento embrionario de o6citos bovinos
Imaturos e vitrificados com a tecnologia OPS.

- A solugédo de crioprotetora composta por 20% de etileno glicol,
20% de dimetil sulfoxido e 0,5 M de sacarose mostrou-se eficiente
para a vitrificagdo de odcitos bovinos imaturos com a tecnologia
OPS.
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