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RESUMO

Estudou-se o comportamento de ovocitos imaturos bovinos submetidos a criopreservacéo
classica com duas concentragdes diferentes do crioprotetor propanediol. Utilizou-se ovocitos
imaturos, envoltos em celulas do “cumulus”, oriundos de bovinos abatidos em matadouro. Os
ovacitos foram distribuidos em dois tratamentos e um grupo controle. No tratamento | utilizou-se
1,6 M de propanediol, no qualos ovdcitos foram desidratados em trés etapas crescentes (0,53 M;
1,06 M e 1,6 M, com10 minutos cada etapa) a temperatura ambiente, e congelados pelo método
classico. Os ovocitos foram descongelados em agua a 37°C por 30 segundos, e reidratados em
trés etapas decrescentes (1,6 M; 1,06 M e 0,53 M, acrescidos de 0,25 M de sacarose, com 7 mi-
nutos cada etapa). No tratamento Il utilizou-se 2,0 M de propanediol em trés etapas crescentes
para desidratacdodos ovdcitos (0,7 M; 1,4 M e 2,0 M com 10 minutos cada), e reidratacdotam-
bém em trés etapas decrescentes (20M; 1,4 M e 0,7 M acrescidos de 0,25 M de sacarose, com 7
minutos cada etapa). O congelamento e descongelamento foram idénticos a otratamento I. Apés a
reidratacdo os ovocitos de ambos os tratamentos foram lavados duas vezes em meio TCM 199, e
levados para maturagdo “in vitro”. O grupo controle foi constituido de ovocitos recéem colhidos
(ndo congelados). Todos 0s ovdcitos foram colocados para maturacdo por 24 h em meio TCM
199 com soro de vaca em estro e FSH em co-cultura com células da granulosa com 5 % CO» no
ar a 39 °C. Os resultados foram semelhantes (P>0,05) para as duas molaridades de propanediol
utilizado, quando se avaliou a morfologia, desnudamento, rompimento da “zona pellicida” e ex-
pansao das células do “cumulus”. De 308 ovdcitos analisados nos tratamentos | e 11, 69,48 %
apresentaram morfologia normal, corn celulas do “cumulus” fracamente aderidas e 5,2 % apre-
sentaram desnudamento. O rompimento da “zona pelicida” ndo ocorreu apos o descongelamento,
0 que foi observado em 19, 15 % dos ovocitos apos a maturagdo “in vitro”, quando do desnuda-
mento. A expansao das células do “cumulus” apos maturacgdo foi observada em todos 0s ovocitos.
A taxa de maturacao nuclear ndo foi diferente (P>0,05) entre os ovocitos criopreservados. De 98

ovacitos criopreservados com 1,6 M, 2,04 % atingiram metafase Il e de 135 criopreservados com



xiii
2,0 M, nenhum atingiu a metafase 11. Esses resultados diferem do grupo controle (P<0,05), onde
de 131 ovocitos, 84 % atingiram a metéfase II.

Verificou-se que a morfologia dos ovocitos, apds descongelamento e expanséo das células
do “cumulus”, ndo foi relacionada com a taxa de maturacdo“in vitro”, e que a presenca das célu-
las do “cumulus” na criopreservagédo pode propiciar maior protecdo a “zona pelucida”. O propa-
nediol ndo foi um bom crioprotetor para ovdcitos imaturos de bovinos nas duas concentracdes
usadas no método de criopreservagdo cléssica.

Palavras-chave: bovinos, criopreservacdo, ovocitos
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6 - ABSTRACT

The aims of this investigationwere to study the ability of immature bovine oocytes to sur-
vive after cryopreservation, as well as their subsequent “in vitro” maturation, in two different con-
centration of 1,2 propanediol, following the :standard procedure. Immature cumulus-oocytes com-
plexes (COC) were obtained from cows at a slaughterhouse. The COCs were divided in two tre-
atment groups and a control one. In the treatment group |, oocytes were dehydrated with 1.6 M
propanediol at room temperature, in three increasing stepwise (0.53 M, 1.06 M and 1.6 M; 10
minutes each), and then frozenfollowing the standard procedure. Oocytes were thawed at 37°C in
a water bath for 30 seconds and rehydrated in three decreasing stepwise concentration of 1,2 pro-
panediol (1.6 M, 1.06 M and 0.53 M; 7 minutes each), added of 0.25 M sucrose. In the treatment
group 11, oocytes were dehydrated with 2.0 M propanediol at room temperature, in three increa-
sing stepwise (0.7 M, 1.4M and 2.0 M; 10 minutes each), and then frozenand thawed by the sa-
me procedure of group 1. Oocytes were rehydrated in three decreasing stepwise concentration (2.0
M, 1.4 M and 0.7 M; 7 minutes each), added of 0.25 M sucrose. After rehydration, ocytes of
both treatment groups were washed twice in TCM 199 medium followed by the “in vitro” matura-
tion. The control group consisted of nonfrozen oocytes. Ocytes of allthree groups were cultured
in TCM 199 medium with 10 % of estrus cowserum (ECS), 20 mcg / mi FSH, 5 % CO, air in co-
culture of granulosa cells at 39°C, for 24 h. The following caracteristics were similar (P>0.05) for
treatment groups 1and 2: oocyte morphology, the rupture of zona pelucida, cumulus cells expan-
sion and denuded oocytes. In 308 COC analysed in the two treatment groups, 69.48 % showed
normal morphology and 5.2 % oocytes werc: denuded. However the cumulus cells of intact COC
were weakly joined. The rupture of zona pelucida was observed in 19.59% of the oocytes, but only
when they were denuded in the process of mount on slides glass and fixation, after “in vitro” ma-
turation. The cumulus cells expansion afier “in vitro’” maturation was observed in all COC. The “in
vitro” maturation rate of cryopreserved oocytes were similar (P> 0.05) for treatment groups 1 and
2. Metafase Il was reached by 2.04 % of 98 cryopreserved oocytes with 1.6 M propanediol. None

of 135 cryopreserved oocytes with 2.0 M propanediol reached metafase I1. However, the result of
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“in vitro” maturation of control group was signicantly higher (P<0.05) than that of treatment 1 and
2. From 131 nonfrozen oocytes, 84 % reached metafase 11, being significantly different of the both
treatment groups (P<0.05).

In conclusion, the results indicated that: a) the oocyte morphology after freezing and
thawing, and cumulus cells expansion after “In vitro” maturation of immature bovine oocyte cryo-
preserved, were not related with the “in vitro” maturation rate; b) the presence of cumulus cells
during cryopreservation may protect the zona pelucida freezing injuries; c) the two concentrations
of 1,2 propanediol utilized did not protect the immature bovine oocyte, by the cryopreservation
method used.

Keywords: bovine, cryopreservation, oocyte



1 - INTRODUCAO

O melhoramento animal tem como objetivo identificar e selecionar animais geneticamente
superiores, visando melhoria da produtividade. Inameros métodos sdo utilizados para selecédo de
animais superiores, como os da selecéo pelo pedigree e o teste de progénie. Estes métodos podem
ndo ser muito confiaveis para caracteristicas de baixa herdabilidade (selecdo pelo pedigree) ou
entdo exigir um intervalo entre gerages maior (teste de progénie).

A avaliacdo do individuo através das informagdes de desempenho de parentes, como seus
ascendentes, colaterais (irmdos) e progénie, indica de maneira mais precisa seu merito genético.
Com a transferéncia e criopreservacdo de embrides, pode-se utilizar a avaliagdo do individuo
através de seus parentes colaterais (irméos), diminuindo o intervalo entre geracdes. Utilizando-se
técnicas de superovulacédo e transferéncia de embrides e possivel aumentar a intensidade de
selecdo, pelo aumento da taxa reprodutiva das fémeas. Para aumentar a eficiéncia da selecéo é
necessario ter um numero grande de parentes, para melhor avaliagdo do mérito genético do
individuo. Visando este aproveitamento tem-se criado ndcleos de multiplas ovulagbes e
transferéncia de embrides (MOET), onde se utiliza essas técnicas para se obter um maior nimero
de irméos e consequentemente um maior numero de informagdes.

Outra técnica de grande utilidade no inelhoramento animal € a fecundago “in vitro” (FIV),
que permite o aproveitamento de um numero muito maior de ovocitos do que a transferéncia de
embrides (TE), pois a presenca de um foliculo dominante no ovario ndo afeta a colheita de
ovacitos da maneira como afeta a resposta dosfoliculos ao horménio FSH. Além disso, permite
aspirar ovocitos mais de uma vez em um mesmo ciclo estral, com um melhor aproveitamento das
ondas foliculares. Assim, a FIV pode proporcionar um aumento da intensidade de selegdo,
diminuindo o intervalo entre geracfes de maneira mais acentuada do que a TE, por fornecer um
numero muito maior de irm&os. Outra perspectiva da FIV é sua utilizacdo em conjunto com
técnicas de sexagem, clonagem e de engenharia genética. A FIV é uma realidade pratica em alguns

paises, como o Canadd, onde ja had comércio de produtos oriundos dessa técnica. Outra vantagem
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da FIV sobre a TE, € a producdo de embrides de menor custo, devido ao grande nimero de
estruturas comque se trabalha, e por ser menos dependente de resposta da doadora a horménios.

O aproveitamento de gametas femininos para a producédode animais superiores implica
também na necessidade do desenvolvimento de técnicas para conservacdo desses gametas, para
serem utilizados no futuro. Dessa maneira, estudos tém sido desenvolvidospara a criopreservacao
de ovocitos. Essa técnica permitira a formagdo de bancos de gametas femininos, preservados
indefinidamente para serem utilizados em pesquisa ou em aplicacbes comerciais, fornecendo
ovocitos para o desenvolvimento de técnicas relacionadas a clonagem e a engenharia genética, e
de animais superiores geneticamente para 0 melhoramento. A criopreservagéo de ovécitos também
é importante para a conservacaode espécies raras ou em extin¢do. Sua utilidade sera ainda maior
quando se puder recuperar ovocitos em foliculos pré-antrais, pois o0 nimero de ovocitos
disponiveis para a fecundacdo “in vitro” sera maior do que a simples aspiracdode ovocitos de
foliculos antrais, visto que uma fémea bovina de quatorze anos possui aproximadamente 2,500
ovocitos em foliculos pré-antrais. Pela criopreservagdo esses ovOCitos em excesso Sserdao
conservados para serem utilizados “a posteriori*. A criopreservacao tera também aplicacdono
aproveitamento de ovdcitos oriundos de doadoras superovuladas, pois 0 excesso de ovOcitos
poderd ser preservado para fecundagdo “in vitro”, principalmente na falta de receptoras e no uso
de doadoras inférteis, com riscos de perda da funcéo ovariana ou que serdo abatidas devido a
doencas. Desse modo podera haver um aproveitamento maior de fémeas a serem descartadas.

A técnica de criopreservacdo de ovocitos ndo vem se desenvolvendo no mesmo ritmo
ocorrido comos embrides, particularmente no caso dos bovinos. No entanto, recentes avangos e 0
estabelecimento de técnicas para a maturagdo, fecundagdo e cultivo “in vitro” de embriBes, tem
despertado novos interesses na preservagdode ovocitos.

Reconhece-se que a capacidade de desenvolvimento de ovocitos mamiferos é
extremamente limitada. Em geral, ovocitos bovinos criopreservados tem pouca capacidade de
desenvolvimento quando comparado com ernbrides em estagios mais tardios, dai 0 insucesso no
congelamento para a subsequente fecundacdo “in vitro” e para a producdo de descendentes
normais. Embora alguns embrides tenham sido produzidos e nascimentos ocorridos, oriundos de
ovacitos criopreservados de camundongos fecundados “in vitro” e transferéncia do embrido, a
taxa de desenvolvimento € muito baixa pelos métodos de criopreservagéo utilizados, sendo

menores ainda com ovocitos bovinos.
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Estudos tém demonstrado efeitos da criopreservacdo de ovocitos de camundongos sobre
os microtubulos dos fusos, ativacdo parteiiogenética, e inducdo de aneuploidia e poliploidia,
enquanto outros demonstram que estes efeitos podem ser reversiveis ou diminuidos. As estruturas
dos fusos de ovocitos maturados sdo as que mais sofrem no congelamento, e por ser a
preservacdo desses fusos de fundamental importéncia, pode ser aconselhavel congelar ovocitos em
estagios de vesicula germinal (imaturos). Outro motivo para conservar ovocitos imaturos € o
aproveitamento destes a campo, sendo congelados logo apos a aspiracéo, sem necessidade de um
laboratorio modernoe equipado, indispensavel a maturagéo, fecundagéo e cultivo “in vitro” de
embrides.

Entre os métodos de criopreservagdo de ovocitos, 0 congelamento classico tem sido a mais
utilizado, apesar de apresentar resultados inconsistentes em termos de eficiéncia e seguranga.
Como crioprotetor, o propanediol (PROH) tem sido um dos mais utilizados, embora também
apresente resultados inconsistentes.

Este trabalho tem o objetivo de estudar a eficiéncia de duas concentra¢des (molaridades)
diferentes de propanediol na criopreservagédo, pelo método cléssico, de ovdcitos imaturos de
bovinos envoltos em células do “cumulus”, verificando sua viabilidade apos descongelamento e

subsequente maturacgdo “in vitro”, visando obter maiores conhecimentos sobre esta técnica.



2- REVISAO DE LITERATURA

A sobrevivéncia de embrides e ovocitos a criopreservacdo € influenciada pelo tipo de
crioprotetor utilizado, pela maneira como 0s ovOcitos sdoexpostos aos mesmos e pelo esquema
de congelamento/descongelamento utilizado.

Atencéo deve ser dada aos efeitos prejudiciais das baixas temperaturas e dos crioprotetores
sobre 0s ovocitos mamiferos, provocancdo baixa viabilidade destes, pelo surgimento de
aneuploidias, poliploidias, polispermia e taxa de fecundacdo reduzida. Estudos devem ser
conduzidos sobre a criopreservacao de ovécitos imaturos ou maturados “in vitro” afim de se

diminuir provaveis efeitos nocivos sobre estas células.

2.1. CRIOPRESERVACAO DE OVOCITOS IMATUROS E MATURADOS "IN
VITRO"

O ovécito maturado esta em metafase 11, quando 0s cromosomas estaoligados as fibras
dos fusos. Neste caso, certas condi¢des de resfriamentoe exposicdo das células a crioprotetores
podem induzir a uma instabilidade dos fusos meioticos, provocando uma segregacao anormal dos
cromosomas no reinicio da meiose na fecundacdo, podendo ocasionar anormalidades
cromosdmicas (PICKERING & JOHNSON, 1987). O ovdcito imaturo esta em préfase I, onde se
inicia a condensagdo dos cromosomas e 0s fusos da metafase | ainda ndo foram formados. Este
fato pode reduzir as anormalidades que possam vir a ocorrer em relacdo ao fuso quando na
criopreservacdo destes ovocitos imaturos (VAN BLERKOM, 1989).

As alteragbes na organizagdo dos fusos de ovocitos maturados, resultantes da
criopreservacao, podem ndo ser significantes, quando do congelamento de ovocitos imaturos, e
nem nas etapas subsequentes de maturacdo “in vitro”, mas baixa frequéncia de fecundacéo “in
vitro” pode resultar em mudancas fisico-quimicas na zona pellcida relacionadas a o resfriamento,

prejudicando a penetracdo espermatica (VAN BLERKOM, 1989).
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Entre os trabalhos realizados com ovocitos imaturos e maturados “in vitro” de bovinos,
HERRLER et al. (1991) citam que ovdcitos imaturos parecem ser mais sensiveis quando expostos
a crioprotetores, obtendo melhor taxa de clivagem com ovdcitos maturados “in vitro”. YANG et
al. (1994) congelaram ovocitos imaturos de bovinos com células do “cumulus” (complexo
ovocito-"cumulus”, COC) e concluiram que o desenvolvimento de ovocitos imaturos
criopreservados, tanto no congelamento classico como na vitrificagdo, é severamente prejudicado
devido a danos ultraestruturais, sendo que somente uma proporcao pdde completar a maturacao,
fecundacéo e clivagem “in vitro”. No entanto, ARAV et al. (1993) obtiveram melhores resultados
com a vitrificacdo de ovocitos imaturos de bovinos. SCHELLANDER et al. (1994) obtiveram
taxas de clivagem semelhantes entre ovocitos imaturos e maturados “in vitro” de bovinos,
congelados com crioprotetores diferentes, através do método classico. Os autores também
observaram que 0s procedimentos de congelamento e descongelamento induziram a uma alta
proporcdo de degeneragédo do citoplasma (62 % para ovocitos imaturos, observados apos a
maturacao “in vitro”, e 72 % para maturados “in vitro”, observados apds a fecundagdo “in vitro”)

A Tab. 1 mostra resultados de diversos autores sobre criopreservacdo, pelo método
classico, de ovdcitos imaturos e maturados “in vitro” de bovinos, com crioprotetores e
concentragdes diferentes. Os resultados de fecundacdo e clivagem “in vitro” siio variados,
demonstrando uma alteracdo do comportamento dos ovacitos frente a procedimentos semelhantes
de congelamento.

Nos trabalhos com o congelamento clasico (Tab. 1), verifica-se que os resultados com
ovocitos bovinos sdo varidveis, independente do estagio de meiose em que se encontram, mas
melhores resultados foram obtidos com ovdcitos maturados “in vitro” (FUKU et al., 1992; LIM et
al.,, 1992; OTOI et al.,, 1993). Ovocitos de camundongos, maturados “in vivo”, produzem
melhores resultados do que ovocitos imaturos, provavelmente devido a danos causados a
organizagdo dos microtubulos, refletindo na primeira divisédo meittica (SCHROEDER et al.,
1990).

Alguns trabalhos analisaram a taxa de maturagdo “in vitro” de ovocitos bovinos
congelados pelo método classico. LIM et al. (1992) utilizaram ovdcitos imaturos de bovinos
envoltos em células do “cumulus” (complexo ovocito-"cumulus”, COC), congelados em glicerol,
e obtiveram aproximadamente 35 % de maturacdo “in vitro” apos cultivo por 24 h, enquanto de
BEM et al. (1993) obtiveram 43,5 % de maturacéo utilizando ovocitos desnudos, congelados em
propanediol (PROH). SCHELLANDER et al. (1994) observaram taxa geral de 38% de COC
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imaturos congelados em glicerol, dimetil sulfoxido (DMSQO) e PROH, que permaneceram intactos
apos descongelamento e maturacao“in vitro”, enquanto YANG et al. (1994) observaram taxas de

14,2 % e 8,3 % de maturacdo quando utilizaram COC com glicerol ou PROH, respectivamente

2.1.1. CRIOPROTETORES

Para o congelamento de ovocitos bovinos tém-se utilizado diversos crioprotetores, como o
glicerol, DMSO (dimetil sulfoxido) e propanediol (PROH).

Alguns autores citados na Tab. 1 ndo mencionam se utilizaram ovaocitos envoltos em
células do “cumulus” (Complexo ovdcito-"cumulus”, COC) (LIM et al., 1991; SUZUKI &
MSHIKATA, 1992; SCHMIDT et al., 1995), mas a maioria dos autores o fez, com excec¢éo de
BEM et al. (1993) e XU & BETTERIDGE (1992).

A molaridade dos crioprotetores utilizada em inumeros experimentos variam de 1,0 a 1,6
M de glicerol (LIM et al., 1991; OTOl et al., 1993), de 1,0 a 2,0M de PROH (FUKU et al., 1992;
SCHELLANDER etal., 1994) ede 1,02 1,6 M de DMSO (OTOl et al., 1993; SCHELLANDER
et al., 1994).

Entre diversos crioprotetores, os mais utilizados s&o o glicerol e o propanediol (PROH).
Melhores taxas de clivagem “in vitro” de ovdcitos imaturos de bovinos congelados foram obtidas
por SUZUKI & NISHIKATA (1992) com 1,4 M de glicerol mais 0,2 M de sucrose (16 %) e 1,6
M de PROH mais 0,1M de sucrose (35 %). No entantooutros autores utilizaram apenas 0
glicerol ou o propanediol e ndo obtiveram o mesmo sucesso (FUKU et al.,, 1992;
SCHELLANDER et al., 1994). A variacdo nos resultados de clivagem obtidos com estes
crioprotetores vai de 0 (WATANABE & OLIVEIRA FILHO, 1992) atée 35 % (SUZUKI &
NISHIKATA, 1992), quando utilizados em ovocitos bovinos.

Apesar de SUZUKI & NISHIKATA (1992) terem obtidos uma maior porcentagem de
clivagem “in vitro” (35 %) com ovdcitos imaturos, apenas o congelamento com 1,6 M de PROH
produziu embrides (3%), enquanto LIM et al. (1992) obtiveram uma taxa de clivagem menor
(12,5%), mas com porcentagem de embrides semelhante (2,1 %), quando utilizaram 1,0 M de
glicerol. Outros estudos ndo obtiveram embrides com 2,0 M de PROH em ovdcitos imaturos de
bovinos (FUKU et al., 1992). A taxa de clivagem “in vitro” de ovocitos congelados de bovinos,
maturados “in vitro”, também possui uma variacdo ampla, de 3 % (SCHMIDT et al., 1995) a 31,3
% (LIM et al., 1992) quando utilizado o glicerol, e de 7,9 % (XU & BETTEFUDGE, 1992) a 22,4
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%(OTOlet al., 1993) quando utilizado o PROH. A obtencéo de embrides oriundos de ovocitos
maturados “in vitro” e congelados, tem sido pouco superior a de ovocitos imaturos congelados.
LIM et al. (1991) obtiveram 8,9 % de embribes, quando utilizaram 1,0 M de glicerol, enquanto
FUKU et al. (1992) obtiveram 9,8 % de embriées com 2,0 M de PROH.

A maioria dos trabalhos com ovocitos imaturos de bovinos ndo cita os resultados da
maturac@o nuclear, mas ao se analisar 0s trabalhos que avaliaram a taxa de maturacdo “in vitro”,
verifica-se que houve também uma variagdo da resposta dos ovocitos imaturos congelados,
durante o cultivo para maturacdo “in vitro”. O congelamento de ovocitos imaturos desnudados de
bovinos com 0,625 M de glicerol ou com 20 M de PROH, através do meétodo classico,
proporcionou taxas de maturagdo nuclear de 6,1 % para glicerol e 43,5 % para PROH (de BEM et
al., 1993), enquanto LIM et al. (1992) obtiveram taxas de 34,8 % de maturagéo “in vitro”, quando
utilizaram 1,0 M de glicerol para o congelamento de ovdcitos com as células do “cumulus™
(COC). YANG et al. (1994) observaram 14,2% de maturagéo “in vitro” com 1,0 M de glicerol e
8,3 % com 1,6 M de PROH.

Comparando diversos crioprotetores para 0 congelamento de ovdcitos imaturos de
bovinos, SUZUKI & NISHIKATA (1992) citam que 0 PROH pode ser mais apropriado quando
comparado com glicerol, no entanto SCHELLANDER et al. (1994) ndo observaram diferengas
nas taxas de clivagem “in vitro” entre glicerol, PROH e DMSO. OTOl et al. (1993) congelaram
ovocitos maturados “in vitro” de bovinos e concluiram que PROH pode ser um crioprotetor mais
eficiente para a sobrevivéncia dos ovdcitos, enquanto SCHELLANDER et al. (1994) néo
encontraram nenhuma diferenca entre PROH, glicerol e DMSO para ovocitos maturados (Tab. 1).
SHAW & TROUSON (1989) concluiram que 0 PROH causa maiores perdas de ovocitos de
camundongos, como resultado da ativacdo putenogenética e degeneracao, do que a exposic¢éo ao
DMSO, no entanto, para SCHALKOFF et al. (1989) tanto o DMSO como 0 PROH séo
insatisfatérios como crioprotetores de ovocitos.

Estudos de criopreservacdo também tern avaliado a morfologia dos ovoécitos apds o
descongelamento e reidratacdo. Congelando ovdcitos imaturos de bovinos, pelo método classico,
em 1,0 M de glicerol, LIM et al. (1992) observaram 33,3 % dos ovocitos imaturos congelados
apresentando caracteristica morfologica normal, enquanto FUKU et al. (1992) observaram valores
semelhantes (30,7 %), quando congelaram ovaocitos imaturos em 2,0 M de PROH. YANG et al.
(1994) observaram valores de morfologia normal de 78,4 % e 80,9 %, quando congelaram

ovocitos imaturos com 1,0 M de glicerol e 1,6 M de PROH mais 0,1 M de sucrose,



TABELA 1. Resultados obtidas no congelamente classico de ovocitos tmaturos ¢ maturados “in

vitro™” de bovinos com diversos crioprotctorces ¢ concentragdes diferentes.

crioprotetor ovocitos imaturos ovocitos cclulas do referéneia
' maturados ' “cumulus™”
mat. fec. cliv. fec. cliv.
() (%) (%) (%) (%)

0.625 M gliccrol 6.1 - - - - (-) dc BEM ct al., 1993

1.0 M glicerol - - - - 31,1 - LIM ct al.. 1991

1.0 M gliccrol 348 192 1253 39.1 31,3 {(+) LIM ct al., 1992

1.0 M gliccrol 142 10 - - - {(+} YANG ctal, 1994

1.0 M glicerol - - 9.8 - 10.6 - SCHELLANDER ct al .
1994

1.4 M gliccrol - - 0 - - - SUZUKI & NISHIKATA.
1992

1.5 M glicerol - - - {0 - WATANABE &
OLIVEIRA FILHO, 1992

1.5 M glicerol - - 11,6 - 14,7 - SHELLANDER ct al.,
1994

1.6 M glicerol - - - 50.9 206 (+) OTOl ¢t al., 1993

10 % glicerol - - - 29 3 - SCHMIDT et al., 1995

1.4 M glicerol + - - 3 - - - SUZUKI & NISHIKATA.,

0.1 M sucrose 1992

1.4 M gliccrol + - - 16 - - - SUZUKI & NISHIKATA,

0.2 M sucrose 1992

1.0 M DMSO - - 3.5 - 18 - SHELLANDER ct al..
1994

1.5 M DMSO - - 4.6 - 8.8 - SCHELLANDER ¢t al .
1994

1,6 M DMSO - - - 38,3 18,3 (+} OTOfctal., 1993

1.0 M PROH - - 13.3 - 11.9 - SCHELLANDER ct al..
1994

1.4 M PROH - - 18 - - - SUZUKI & NISHIKATA.
1992

1.5 M PROH - - - 10.7 - WATANABE &
OLIVEIRA FILHQ, 1992

1.5M PROH - - - 375 7.9 {(-) XU & BETTERIDGE.,
1992

1.5 M PROH - - 12.1 - 17,3 - SCHELLANDER et al.,
1994

1.6 M PROH - - - 57.9 224 () OTOI ¢t al., 1993

1.6 M PROH 83 7,1 - - - ) YANG et al., 1994

2.0 M PROH - 91 15 51 l6,2 +) FUKU et al., 1992

2.0 M PRCH 435 - - - - (-) de BEM ct al.. 1993

1.6 M PROH + - - 30 - - - SUZUKI & NISHIKATA,

0.2 M sucrose 1992

1.6 M PROH + - - 33 - - - SUZUKI & NISHIKATA,

0,1 M sucrose 1992

1- Mat .= maturagdo “in vitro™; fec = fecundagdo “in vitro’

" eliv.= clivagem “in vitro™
2- C¢lulas do “cumulus™ (-) auséncia: (+) presenga: - sem citagdo
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respectivamente. SCHELLANDER et al. (1994) observaram uma alta propor¢do de degeneracao
do citoplasma quando congelaram ovocitos bovinos pelo método classico com glicerol, PROH ou
DMSO, e que apenas 38 % dos ovocitos imaturos congelados permaneceram intactos.

Ovacitos de camundongos tambem tém sido congelados em diversos crioprotetores, sendo
0s melhores resultados obtidos com 1,5 M de PROH (HERNANDEZ-LEDEZMA & WRIGHT
Jr., 1989). LEE & CHEN (1991) obtiveram resultados semelhantes quando congelaram ovdcitos
imaturos de camundongos em 1,5 M de PROH ou em etilenoglicol (55,3 % e 59,9 % de
viabilidade, respectivamente).

A toxicidade de um crioprotetor é relacionada & temperatura (KASAI et al., 1990), por
esta razdo a temperatura de manipulagdo de gametas e estruturas embrionérias deve ser observada
e estudada.

Para ovocitos maturados de camundongos, 0 resfriamento a 4 °C na auséncia do
crioprotetor, ou a exposicao a crioprotetores em temperaturas entre 20 e 37 °C, produz efeitos
adversos na zona pelGcida, na organizacdo dos fusos e cromosomas, e na taxa de fecundacao "in
vitro" (VICENT et al., 1990). Estes autores verificaram um efeito nocivo menor nos ovocitos,
quando estes sdo colocados em crioprotetor previamente resfriado & 4°C, para a desidratacéo e
reidratacdo, evitando assim a exposi¢do dos ovocitos ao crioprotetor & 37°C. No entanto, a
exposicao de ovocitos maturados "in vitro™ de bovinos a 4°C provoca completo desarranjo dos
fusos, e apos o reaquecimento a 39°C ndo ha o retorno da morfologia normal dos fusos (AMAM
& PARKS, 1994), demonstrando, talvez, uma maior sensibilidade dos ovécitos bovinos a
criopreservacdo, do que ovocitos de camundongos.

Recentes estudos tem revisado 0 uso na criopreservacao de proteinas anticongelantes ou
proteinas "hysteresis" termicas (THPS), que s&o encontradas no sangue de peixes antarticos. Estas
proteinas protegem embriBes e ovacitos durante a exposicdo & temperaturas criogénicas (-196 °C)
e hipotérmicas (4°C), interagindo e estabilizando as membranas celulares. Sua fungéo
crioprotetora é dependente da concentracdo e tipo de THP utilizado. Para congelamento classico,
a concentracdo varia de 0, 1 a 1,0 mg/ml, enquanto para vitrificagdo é necessario mais do que 40
mg/ml (ARAV et al., 1994).
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2.1.2. CURVAS DE CONGELAMENTO

Curva de congelamento refere-se & velocidade em que ocorre 0 congelamento. Existem
diversos métodos de criopreservagdo com curvas de congelamento diferentes, cuja concentragdo e
tipo de crioprotetor também podem ser diferentes. Os mais estudados com embrides e ovocitos de
mamiferos s&o 0 método classico, a vitrificagao e o ultra-rapido.

O método cléssico consiste de uma curva de congelamento lento, com inicio entre -6 e -7
°C, logo apos a inducdo da cristalizacao, até entre -30 e -35°C (NIEMANN, 1991), com
velocidade entre 0,3 a 0,6 °C por minuto (RODRIGUES, 1992). Normalmente utiliza-se o glicerol
como crioprotetor de embrides bovinos, com aproximadamente 1,4 M ("NIEMA", 1991). Este
método promove uma desidratacdo intracelular, impedindo a formacéo de cristais de gelo, e
prolonga a exposicéo das células ao crioprotetor durante o congelamento classico (LEEUW et al.,
1991). Inclui cinco eventos de grande impcrtancia para a sobrevivéncia celular: o equilibrio da
celula com o crioprotetor, para esse penetrar e ter inicio a desidratacdo; a inducéo da cristalizacdo
do meio extracelular, para dar continuidade a desidratacdo e impedir a formacdo de gelo
intracelular; a velocidade de congelamento, para haver tempo suficiente de desidratacéo, sendo
esta a parte mais critica do processo; o descongelamento répido, para evitar a formacao de cristais
de gelo; e a remocao do crioprotetor e reidratacao celular, que normalmente é realizada em vérias
etapas (banhos) (LEEUW et al., 1991).

Diversos trabalhos tem induzido a cristalizacdo para congelamento de ovdcitos bovinos em
temperaturas que variam de -5,5 a -8 °C, e velocidades de congelamento entre 0,3 a 0,7°C/min
(LIM etal., 1992; FUKU et al., 1992; OTOI et al., 1993; SCHELLANDER et al., 1994; OTOI et
al., 1994). Estes ultimos observaram que velocidades de congelamento de 0,3, 0,6 e 0,9°C/min
ndo afetaram o desenvolvimento de ovdcitos maturados “in vitro” de bovinos, sendo a taxa de

fecundag&o “in vitro” de 19 %, 11,1 % e 12,5 %, respectivamente. Os resultados do congelamento
de ovocitos maturados “in vitro” de bovinos pelo método classico tem variado de 10,7 %
(WATANABE & OLIVEIRA FILHO, 1992) a 57,9 % (OTOl et al., 1993). A taxa de clivagem
“in vitro” para estes ovocitos, utilizando o PROH, tem ficado entre 16,2 % (FUKU et al., 1992) e
30 % (SUZUKI & NISHIKATA, 1992) e comglicerol tem atingido 31,1 % (LIM et al., 1991).
Entretanto a taxa de desenvolvimento embrionério “in vitro”, de zigoto a blastocisto, tem

permanecido geralmente abaixo dos 6% (LIM et al., 1992; OTOI et al., 1993).
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Os meios usados para congelamento classico tém utilizado como base 0 PBS (LIM et al.,
1992; OTOI et al., 1992) ou 0 TCM 199 (FUKU et al., 1992; WATANABE & OLIVEIRA
FILHO, 1992; OTOI et al., 1993), adicionados de 0,4 %de albumina sérica bovina (BSA) (LIM
etal., 1991:LIM et al., 1992: FUKU et al., 1992) ou 5 a 20 % de soro fetal bovino (SFB) (OTOI
et al.,, 1992; XU & BETTERIDGE, 1992; OTOI et al., 1993; de BEM et al., 1993). A
desidratacdo dos ovdcitos tem sido realizada em um unico banho (etapa) ou em ate trés banhos
(FUKU et al., 1992; SUZUKI & NISHIKATA, 1992; OTOI et al., 1992; OTOI et al., 1993;
SCHELLANDER et al., 1994), enquanto a reidratacdo tem sido realizada em dois a quatro banhos
(FUKU et al., 1992; OTOI et al., 1993; de BEM et al., 1993). Normalmente utiliza-se algum tipo
de carboidrato para descongelamento de embrides, e no caso de ovocitos ndo tem sido muito
diferente, utilizando-se normalmente a sucrose como carboidrato, com a molaridade variando
entre 0,25 M e 0,5 M (FUKU et al., 1992; WATANABE & OLIVEIRA FILHO, 1992; de BEM
et al., 1993). SCHELLANDER et al. (1994) ndo observaram nenhum efeito benéfico do uso de
sucrose, lactose ou trehalose, tanto com 0,25 M ou 0,5 M, na reidratagéo de ovocitos imaturos
bovinos, atingindo taxas de clivagem “in vitro” de 6,8 %, 12,6 %, 8,4 % e 8,6 % para 0S grupos
controle, sucrose, lactose e trehalose, respectivamente.

Outro método para criopreservacdo de embrides e ovocitos mamiferos é o chamado
vitrificagdo. Este método previne a formagdo de gelo intracelular utilizando o processo de
vitrificacdo, isto €, induz a solidificacdo do meio por provocar uma extrema elevacdo na
viscosidade do liquido durante o congelamento, sem a formacéo de cristais de gelo (RALL et al.,
1987). Este método pode ser realizado através de uma combinacéo de resfriamento répido (10 a
2000°C/min.) e alta concentracGes de crioprotetores (6 a 7 M) (LEEUW et al., 1991).
Normalmente s&o utilizados um ou mais crioprotetores em altas concentra¢@es, como o glicerol,
propanediol, etilenoglicol, DMSO, acetamide, sucrose (NIEMA, 1991).

Quando compararam 0 processo de vitrificagdo com 0 método classico, FUKU et al.
(1992) atingiram taxas de sobrevivéncia de ovocitos imaturos e maturados “in vitro” de bovinos
de 30,7 % e 53,3 %, respectivamente, quando congelados pelo método classico com 2,0 M de
PROH, contra 14,6 % e 14 % para a vitrificacdo. Também encontraram taxas de fecundagéo “in
vitro” para ovocitos imaturos e maturados “in vitro” de 9,1 % e 51 %, respectivamente, para 0
método classico, e 7,7 % e 11,6 %, respectivamente, para a vitrificacdo. YANG et al. (1994)
congelaram apenas ovocitos imaturos e encontraram 12,1 % de fecundagdo “in vitro” para a

vitrificagdo, 10 % para 0 método classico com 1,0 M de glicerol e 7,1 % para 1,6 M de PROH.
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ARAV et al. (1993) obtiveram taxas de fecundacéo “in vitro” maiores (70 %), quando utilizaram a
vitrificagdo para ovocitos imaturos de bovinos.

O método ultra-rapido é realizado com a exposi¢do das estruturas a uma mistura de
crioprotetores, e o mergulho das palhetas contendo as estruturas diretamente em nitrogénio
liquido. Ao contrario da vitrificagdo, este método envolve a cristalizagdo da &gua intra e
extracelular. Para o sucesso deste protocolo é necessario a presenca de um crioprotetor que
penetre na célula, normalmente o glicerol, e outro que ndo penetre, como a sucrose (NIEMANN,
1991). Estas estruturas devem sofrer uma desidratacdo prévia, antes do congelamento, que pode
ser obtida com a exposi¢do das estruturas a altas concentragcdes do crioprotetor por um curto
periodo, ou a exposicdo a concentracGes mais baixas por um tempo maior. O descongelamento
deve ser rapido, enquanto a reidratagdo realizada de maneira gradual (RODRIGUES, 1992).
Alguns autores tém realizado uma desidratacdo parcial com a exposi¢ao de ovocitos mamiferos a
uma solugdo com 0,25 ou 0,5 M de sucrose, seguida da exposi¢cdo a uma solucdo contendo 0
crioprotetor que penetre na célula, juntamente com 0,5 M de sucrose (AIGNER etal., 1992; VAN
DER ELST et al., 1993). Normalmente a concentracdo do crioprotetor varia de 2,0 a 3,5 M
(NIEMANN, 1991).

Ovacitos de camundongos tém sido criopreservados, com relativo sucesso, através do
método ultra-rapido. VAN DER ELST et al. (1993) encontraram alta porcentagem de ovocitos de
camundongos morfologicamente normais (78 %), atingindo 59 % de zigotos que desenvolveram
até estagio de duas células.

Comparando 0 método ultra-rapido com 0 cléssico para ovocitos de camundongos,
AIGNER et al. (1992) obtiveram taxa de sobrevivéncia de 69 % para ovocitos maturados “in
vivo” de camundongos, congelados pelo método classico com 1,5 M de DMSO, contra 94 % pelo
método ultra-rapido. NOWSHARI et al. (1993) atingiram taxas de fecundacdo “in vitro” e de
desenvolvimento de 74% e 65%, respectivamente, para o congelamento ultra-rapido com

ovacitos maturados “in vivo” de camundongos.

2.2. EFEITOS DA CRIOPRESERVACAO SOBRE OS FUSOS DE OVOCITOS
MAMIFEROS



13

2.2.1. EFEITO DA TEMPERATURA

Ovacitos maturados "in vivo" de camundongos expostos a temperaturas de 25, 4 e 0 °C,
passam por uma ruptura ou desarranjo progressivo dos microttbulos dos fusos (AIGNER et al.,
1992) e provavel dispersdo dos cromosomais (PICKERING & JOHNSON, 1987). Os fusos de
ovocitos bovinos também parecem ser sensiveis ao resfriamento a 25 e 4°C (PARKS &
RUFFING, 1992).

Analisando o efeito do resfriamento sobre ovocitos maturados “in vivo" de camundongos,
SATHANANTHAN et al. (1992) verificaram que os microtubulos dos fusos despolimerizam a 0
°C ou a -7°C, mas repolimerizam ao reaquecimento a 37°C por duas horas, restaurando a
estrutura normal dos fusos na maioria dos ovdécitos. Estes autores encontraram que 0S
cromosomas tendem a rotacionar em baixas temperaturas, mas que 0 deslocamento dos
cromosomas fora da zona dos fusos foi rararnente observado e consequentemente a dispersao dos
cromosomas ndo foi observada na maioria dos ovocitos. Outros autores concordam que ha
recuperacdo dos fusos apds uma hora & 37°C (RALL, 1992), mostrando configuracdo normal
(AIGNER et al., 1992).

Segundo KOLA et al. (1988), pode aumentar em trés vezes a incidéncia de zigotos com
aneuploidia, tanto com 0 congelamento classico como com a vitrificagdo. De acordo com estes
autores, mesmo com a repolimerizacdo dos fusos ao reaquecimento, pode haver um
posicionamento anormal dos cromosomas, induzindo & uma segregacao anormal. Desse modo, a
unido desta celula com um gameta normal resultaria em embrides com aneuploidia. No entanto,
BOS-MICKICH & WHITTIGHAN (1991) e VAN DER ELST et al. (1993) ndo observaram
aumento da aneuploidia em ovdcitos de camundongos congelados, sendo que estes ultimos
verificaram apenas um aumento da poliploidia, e que a morfologia dos fusos meidticos tiveram
pouco ou nenhum valor para influenciaras condi¢des de poliploidia ou mesmo para aneuploidia.
CARROLL et al. (1989) verificaram que a poliploidia talvez seja provocada pelo aumento da
retencdo do segundo corpusculo polar.

O fato de surgir alta porcentagem de ovdcitos com fusos intactos apds uma ou trés horas
do descongelamento, sugere que 0 efeito do congelamento e descongelamento sobre a morfologia
dos fusos e arranjo dos cromosomas € limitado, e pode néo ser suficiente para explicar a reducao

da sobrevivéncia do ovocito e da fecundacdo (AIGNER et al., 1992). Portanto, devem ser
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considerados 0s danos provocados pelo congelamento as outras estruturas citoplasmaticas. Os
resultados destes autores ndo suportam a idéia de que a maioria dos ovocitos de camundongos
devera mostrar anormalidades acentuadas nos fusos depois da criopreservacgdo, provocando
desequilibrio cromosomal, pelo contrario, alta porcentagem dos fusos foi observada mostrando

morfologia normal apds congelamento classico e ultra-rapido.

2.2.2. EFEITO DOS CRIOPROTETORES

Os crioprotetores podem causar danos as células devido ao efeito osmotico ou toxicidade
quimica, particularmente no citoesqueleto da célula (PARKS & RUFFING, 1992). VICENT et al.
(1989) verificaram que a exposicdo de ovocitos de coelhos ao DMSO ou PROH induzem ao
surgimento de microtUbulos no citoplasma e um desarranjo dos fusos, freqlientemente associadas
com anomalias na posi¢do do cromosoma. Esta anomalia foi a desorganizagéo dos cromosomas na
placa equatorial, mas quando comparado com o controle ndo houve deslocamento extensivo.
Apos a remocgao do PROH, os fusos alterados foram reformados e os microtubulos formados no
citoplasma desapareceram progressivamente, 0 mesmo néo foi observado com o DMSO.

Em ovocitos de hamster foi observado um efeito de despolimerizagdo nos fusos,
provocado pelo PROH, mas apds a remogéo do crioprotetor estes efeitos foram reversiveis. Esta
reversdo ndo foi observada com DMSO (TOBBACK et al., 1991). Desta maneira, 0 PROH pode
ser superior como crioprotetor, durante as mudangas osmaticas e de volume que ocorrem durante

0 congelamento.

2.3. EFEITO DA CRIOPRESERVACAO SOBRE AS ORGANELAS
CITOPLASMATICAS

Observando os efeitos da criopreservacdo sobre ovocitos maturados “in vivo” de
camundongos, SATHANANTHAN et al. (1992) verificaram que algumas organelas
citoplasmaticas, como reticulo endoplasmaético liso (REL), inclusGes fibrilares e areas ocupadas
por glébulos de lipideos, sdo mais vulnerdveis ao resfriamento do que as mitocdndrias,
corpusculos multivesiculares, microfilamenitos e granulos corticais (GC). A maioria destas
mudancas ocorridas durante o resfriamento foram reversiveis ao reaquecimento por duas horas,

mas que a restauracdo ndo ocorreu completamente, desde que 0 REL e glébulos de lipideos
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permaneceram desorganizados. Segundo este autor, parece que as membranas de certas organelas
citoplasmaticas, como a reticulo endoplasmatico, Complexo de Golgi e 0 envelope nuclear, séo
particularmente susceptiveis ao resfriamento.

Analisando ovécitos imaturos bovinos apds congelamento classico e vitrificagdo, YANG et
al. (1994) observaram diminuicdo ou desaparecimento das microvilosidades, ruptura da zona
pelicida e da membrana plasmatica, desaparecimento da crista mitocondrial, diminuicdo da
densidade da matriz mitocondrial, expansao da cisterna do reticulo endoplasmatico, destruicdo do

Complexo de Golgi e microtubulos e desconex&o entre células do “cumulus” e do ovocito.

2.4. PAPEL DAS CELULAS DO "CUMULUS" NA CRIOPRESERVACAO

Durante a maturacdo, 0 LH aurnenta a taxa de maturacdo e 0 desenvolvimento
embrionario ap6s a fecundacdo. O LH pode atuar na maturacdo modificando o ambiente
nutricional, aumentando a energia disponivel para o ovoécito suportar a fecundacdo e o
desenvolvimento embrionério. As células do “cumulus” possuem um papel importante na
maturacdo, pois pode intermediar a acdo do LH na atividade metabdlica do ovocito (BRACKETT
& ZUELKE, 1993).

Séao duas as hipdteses para 0 inicio da maturacdo em resposta ao LH, a primeira € de que
0 LH poderia interromper a comunicagéo entreas células do “cumulus” e 0 ovécito, impedindo a
passagem de algum fator inibitério do inicio da maturagdo para os ovécitos e vice-versa, e a
segunda é de que esta gonadotrofina poderia induzir a secre¢do de um fator positivo produzido em
células somaticas, como as células da granulosa e do “cumulus”, e que atingiriam o ovdcito
através das células do “cumulus” (DOWNS, 1993).

CHIAN et al. (1994) ndo observaram diferenca na taxa de maturacdo “in vitro” e de
penetracdo espermaética entre ovocitos cultivados com ou sem celulas do “cumulus”, mas as
células do “cumulus” afetaram significativamente a formagdo do prondcleo masculino e no
desenvolvimento subsequente do zigoto, evidenciando que a presenca das células do “cumulus”
durante a maturagdo é essencial para o desenvolvimento normal do ovécito apds a fecundagao.
Esses trabalhos mostram que as células do “cumulus” possuem uma importancia significativa na
producéo de embrides “in vitro” e desta maneira deve-se considerar a presenca ou auséncia destas

células no congelamento de ovocitos imaturos.
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A remocao das células do “cumulus” antes da exposicao de ovocitos de camundongos ao
PROH ou ao etilenoglicol, foi associado com a reducdo da ativagdo partenogenética, sugerindo
que a susceptibilidade dos ovdcitos & ativacdo partenogenética pode ser modificada pelas células
do “cumulus” e da “coronaradiata” (SHAW & TROUSON, 1989).

Os danos causados as células do “curnulus”, durante o congelamento de ovécitos imaturos
de camundongos, pode torna-los deficientes para suportar a maturagdo “in vitro” pos-
descongelamento. Muitas células do “cumulus” apresentam-se picndticas depois do congelamento
e descongelamento, e 0s ovocitos estdo freqiientemente desnudados como resultado da
manipulacdo para maturagéo e fecundagdo “in vitro”. No entanto ovdcitos imaturos desnudos de
camundongos resultam em menor sobrevivihcia quando comparado com ovocitos envoltos em
células do “cumulus” (SCHROEDER et al., 1990).

Congelando ovocitos maturados “in vivo” de camundongos com células do “cumulus”
intacta, SATHANANTHAN et al. (1992) concluiram que estas células podem ter uma influéncia
protetora sobre a zona cortical dos ovdcitos, prevenindo a exocitose de grénulos corticais.
Quando se adiciona SFB ao meio de congelamento de ovdcitos de camundongos com células do
“cumulus” intacta, € necessario maior tempo de lavagem pés-descongelamento, para a remogao do
soro, do que para ovocitos desnudados, mas apds o tempo de lavagem adequado s&o encontrados
boas taxas de fecundag&o “in vitro” (GEORGE et al., 1992).

Congelando ovacitos imaturos desnudos de bovinos, de BEM et al. (1993) observaram
taxa de maturacéo “in vitro” de 435 % com PROH e 6,1% com glicerol, no entanto YANG et al.
(1994) utilizando complexo ovocitos-"cumulus” (COC) no congelamento, observaram taxa de
maturacdo “in vitro” de 8,3 % com PROH e 14,2 % com glicerol. FUKU et al. (1992) nédo
encontraram diferencas quando congelaram ovocitos imaturos e maturados “in vitro” de bovinos
com células do “cumulus” densa e compacta, classificada como classe A, e com células do
“cumulus” compacta, mas esparsa ou entdo parcialmente desnudados, classificada como classe B.
Os ovacitos imaturos de classe A obtiveram 29 % de morfologia normal ap6s descongelamento, e
0s ovocitos de classe B obtiveram 32,2 %. ‘Tambémndo houve diferenca na taxa de fecundagéo

“in vitro”.



3- MATERIAL E METODOS

3.1 COLHEITA E MANIPULACAO DOS OVARIOS

Foram colhidos 995 ovacitos, aspirados de 218 ovarios de fémeas bovinas mesticas, com
idade entre 2 e 12 anos, colhidos em matadouro distante 35 km do laboratoério. Os ovarios foram
transportados acondicionados em frascos com solugédo fisiologica (0,9 % NaCl) contendo
antibioticos (0,1 g/lde sulfato de estreptornicina), a temperatura entre 30 e 34°C, dentro de 3 h
apos a coleta. O processamento dos ovdcitos ocorreu dentro de 4 h apos a colheita dos ovarios. O
experimento foi conduzido de janeiro a julho de 1995, no Laboratorio de ReproducdoAnimal da
EMBRAPA - Centro Nacional de Pesquisa de Gadode Leite, Coronel Pacheco, MG.

3.2. ASPIRACAO MANIPULACAO E CLASSIFICACAO DOS OVOCITOS

Os foliculos de tamanho acima de 1,5 milimetros foram puncionados comuma seringa de 3
ml e agulha 25 x 7. O conteudo foi depositado em um calice cénico contendo meio Talp Hepes
(BAVISTER et al., 1983), previamente aquecido a 37°C. Apos um periodo de decantagcdode 10
min., o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi lavado commeio Talp Hepes e depositado
em uma placa de Petri mantida em placa aquecedora a 38°C onde ocorreu a manipulacdo dos
ovacitos. Os ovocitos foram encontrados como auxilio de um microscopio estereoscopio (Wild,
modelo M 8), lavados por duas vezes em meio Talp Hepes e em seguida avaliados
morfologicamente. Os ovocitos contendo células do “cumulus oofhorus” compacto, com no
minimo 3 camadas (complexo ovocito-"cumulus”, COC) e citoplasma homogéneo foram

classificados como viaveis (HAWK & WALL, 1994) e foram selecionados para o experimento
(Fig. 1).
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3.3. CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DOS OVOCITOS

Neste experimento foram utilizados 541 ovocitos viaveis, divididos em dois tratamentos e
um grupo controle. Todos 0s ovdcitos foram congelados com suas respectivas células do
"cumulus™ (complexo ovocito-"cumulus”, COC).

O meio utilizado para congelar e descongelar foi 0 TCM 199 (ANEXO 1), acrescido de
0,4 % de albumina sérica bovina (BSA fragdo V, MERK, ref. 12018). Os tratamentos utilizados

para este experimento foram 0s seguintes:

Tratamento |

Foram utilizados 190 COC, congelados em 1,6 M de 1,2 propanediol (SIGMA, ref. P-
1009) pelo método classico. Logo apos a lavagem dos COC em Talp Hepes, estes foram
desidratados em trés banhos (etapas), com quantias crescentes do crioprotetor, em dez minutos

cada etapa, a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), de acordo como segue:

1°etapa: 0,53 M de 1,2 propanediol
2° etapa: 1,06 M de 1,2 propanediol
3° etapa: 1,6 M de 1,2 propanediol

Antes de completar a 3° etapa os COC foram envasados em palhetas de 0,25 ml. Ao
término desta etapa foram levados a maquina de congelamento (BIO-COOL ™, FTS Systems
Inc., modelo BC-70-4A), previamente resfriada a -7 °C, onde permaneceram por 10 minutos para
a estabilizac&o, realizando-se logo em seguida o "seeding"”, seguido de mais 5 minutos para nova
estabilizagdo. Apos este periodo a temperatura desceu de -7 a -32°C a uma velocidade de 0,5
°C/minuto. Atingindo -32°C as palhetas forain mergulhadas em nitrogénio liquido (-196 °C). Estas
palhetas foram conservadas em nitrogénio liquido por no minimo uma semana.

O descongelamento foi feito em &gua a 37°C por 30 segundos, e a reidratacdo em
temperatura ambiente, em 3 banhos (etapas) com quantias decrescentes do crioprotetor,
adicionados de 0,25 M de sacarose (MERK, ref. 7651), com 7 minutos de duragédo para cada

etapa, de acordo como segue:
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1%tapa: 1,6 M de 1,2 propanediol + 0,25 M de sacarose
2°etapa: 1,06 M de 1,2 propanediol + 0,25 M de sacarose
3° etapa: 0,53 M de 1,2 propanediol + 0,25 M de sacarose

Tratamento Il

Foram utilizados 220 COC congelados em 2,0 M de propanediol, pelo método classico. A
desidratagéo foi realizada da mesma maneira do tratamento I, contendo apenas concentragdes

diferentes do crioprotetor, que foram as seguintes:

1°etapa: 0,7 M de 1,2 propanediol
2°etapa: 1,4 M de 1,2 propanediol
3° etapa: 2,0 M de 1,2 propanediol

A curva de congelamento foi a mesma do tratamento I, assim como o descongelamento e

reidratacdo, com as seguintes concentracdes do crioprotetor:

1%tapa: 2,0 M de 1,2 propanediol + 0,25 M de sacarose
2° etapa: 1,4 M de 1,2 propanediol + 0,25 M de sacarose
3%etapa: 0,7 M de 1,2 propanediol + 0,25 M de sacarose

Logo apds a reidratacdo, os COC, de ambos os tratamentos, foram lavados duas vezes em
meio TCM 199 (COSTA et al., 1994). Apds as lavagens, os COC foram colocados para maturar

"in vitro".

Controle

Constituido de 131 COC néo congelados (frescos), que foram levados para a maturacdo

"in vitro" logo apos serem selecionados e lavados em TCM 199 .



Figura 1 — COC imaturos bovinos logo apds a aspiracdo, considerados viave's,
contendo no minimo 3 camadas de células do cimulus compacta (40 x).
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3.4. MATURACAO “IN VITRO" DOS OVOCITOS

Os cultivos “in vitro” para todos os ovocitos foram realizados em placas de Petri de 35
milimetros de didmetro, contendo 3 ml de TCM 199, previamente equilibrado durante uma hora a
39°C, e com 1,5 a 2 milhdes de células da granulosa/ml em suspensdo, conforme COSTA et al.
(1994). Os cultivos foram realizados em estufa incubadora (N AP C O, modelo 6100) a 39°C, em

atmosferade 5 % de CO2, 95 % de ar atmosférico e 95 % de umidade por 24 horas.

3.5. AVALIACAO DOS OVOCITOS

A avaliacdo da morfologia dos ovdcitos foi realizada baseando-se nas condi¢fes das
celulas do “cumulus” e a aparéncia do citoplasma. Os COC foram classificados em normais (com
células do “cumulus” aderidas, compactas e homogéneas e ovocitos com citoplasmahomogéneo e
sem fragmentacdo) ou degenerados, e ovocitos com rompimento da zona peltcida. Logo apos a
avaliacdo, todos 0s COC congelados foram levados para maturacéo “in vitro”. Apds a maturacao,
o0s ovacitos foram desnudados, hipotdnizados, fixados em laminas e corados com Orceina a 2 %
(COSTA, 1994). A leitura das laminas foi realizada em microscopio optico (DIALUX, modelo 22
EB) com aumento de 1000 x, para verificagdo de maturacdo nuclear.

Para verificar se houve efeito do tempo entre a aspiracéo e o inicio do congelamento sobre
0 reinicio da meiose, 60 ovdcitos permaneceram por 90 minutos em meio Talp Hepes aquecido a
37°C. Estes ovocitos foram corados por trés métodos diferentes: 20 foram corados pelo mesmo
método utilizado com os ovocitos congelados e maturados “in vitro”, segundo COSTA (1994); 22
foram corados com Giemsa e 18 foram corados com 2 % de Orceina. O procedimento utilizado

nos dois Ultimos métodos esta listado no ANEXO 2.
3.6. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas trés repeticdes para cada tratamento. Os dados obtidos foram analisados
pelo teste de X2 (GOMES, 1977).



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COLHEITA DE OVARIOS E ASPIRACAO DE COMPLEXOS OVOCITO-
»CUMULUS” (COC)

Os 218 ovarios utilizados no experimento produziram 745 COC considerados viaveis,
resultando em 3,48 COC viaveis por ovario, e 250 ovécitos parcial ou totalmente desnudos ou
com células do “cumulus” expandidos, considerados invidveis. Dos 745 COC, foram utilizados
541 (72,6 %) para 0 experimento e orestante para a rotina do laboratorio.

A média de ovdcitos viaveis por ovario obtida por este experimento (3,48) foi menor que
0S 6,2 ovocitos aptos a maturacao “in vitro”, obtidos por VERGOS et al. (1990), citados por
GORDON (1990), mas semelhantes aos 3,62 ovdcitos apresentando “cumulus” compactoou com
até 3 camadas, obtidos por COSTA (1994). A variacdo da populacdo de ovécitos obtido por
ovario é dependente da técnica utilizada, assim, GORDON (1990) comenta que a disseccao de
foliculos como método de obtencdo dos ovocitos é superior ao método de aspiracdo, e ainda
reduz os danos aos ovacitos. No entanto este método é mais laborioso e lento do que a aspiracéo.
Atualmente utiliza-se apenas a aspiracdo dos foliculos para a obtencdo dos ovocitos.

Outro fator que pode alterar a quantidade de ovocitos obtidos é o estado de atividade
ovariana. Animais com baixa condi¢do corporal ou com acentuada restricdio alimentar, podem ter
uma atividade ovariana menor. SHORT & ADAMS (1988) comentam que o desenvolvimento
folicular e a ovulacdo, podem ser alterados pela restricao de dieta energética e pela diminuicdo da
condicdo corporal. FERREIRA (1993) também relata que a restricdo alimentar por um tempo
longo resulta em bloqueio da atividade ovariana luteinica ciclica. MURPHY et al. (1991)
reportaram que a dieta afeta a dindmica folicular em novilhas. Desse modo, animais com condicdo
corporal baixa podem ter uma populacdo de foliculos terciarios menor do que animais em boa

condicdo corporal, e assim fornecer menor nimero de ovdcitos para a maturacdo “in vitro”.



42 COMPLEXOS OVOCITO-"CUMULUS” (COC) RECUPERADOS APOS
DESCONGELAMENTOQ

Os numeros ¢ porcentagens de COC recuperados apos o descongelamento estao na Tab. 2.

Nio houve diferenga (P> 0.035) entre o grupc congelado em 1,6 M ou em 2,0 M de PROH.

TABELA 2. Numero e porcentagem de COC imaturos congelados com 1,6 M e 2,0 M de PROH,
recuperados apos descongelamento.

Tratamento Total congelado COC encontrados
n n (%)
1,6 M PROH 90 150 (78,94 %)
2.0 M PROH 220 194 (88,18 %)
Total 410 344 (83,9 %)

As diferengas observadas nao foram significativas estatisticamente (P>0,05).

O total de COC recuperados apos o descongelamento foi de 83.9 %. Esta taxa foi
semelhante aos 86,25 % encontrado por FUKU et al. (1992) que utilizaram o congelamento
classico com 2,0 M de propanediol para COUC imaturos de bovinos. Estes valores foram inferiores
aos 94,1 % de ovocitos imaturos desnudos de bovinos, recuperados por de BEM et al. (1993).
SCHELLANDER ¢t al. (1994) obtiveram taxas entre 90 e 95 % de COC imaturos de bovinos
recuperados apos o descongelamento.

A perda de ovocitos pode ter ocorrido devido a destruigdo total das estruturas durante o
congelamento e descongelamento, ndo restando vestigios, ou pelas perdas ocorridas durante a

manipulagdo dos ovocitos no descongelamento ¢ nas fases de reidratagdo.

43. EFEITO DA CRIOPRESERVACAQ SOBRE A MORFOLOGIA DO COMPLEXO
OVOCITO-"CUMULUS” (COC).

Os resultados do congelamento e descongelamento sobre a morfologia dos COC estdo na

Tab 3. A porcentagem de ovocitos com morfologia normal foi semelhante entre os dois
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tratamentos (P> 0,05). Os ovocitos cons.derados com morfologia anormal apresentaram o
citoplasma menos denso e com textura irregular, com presenga de halos claros (vactolos) e alguns
ainda apresentavam o espago perivitelino aumentado (Fig. 2).

Nio observou-se diferenga entre as congelacdes realizadas com 1,6 M ou com 2,0 M de
propanediol na morfologia dos COC, produzindo um total de 69,48 % de COC com aparéncia
morfologica normal. Essa taxa é superior a0s 33,3 % de COC imaturos normais de bovinos
encontrados por LIM et al. (1992) e aos 30,7 % de COC venficados por FUKU et al. (1992).
CHEN et al. (1994), obtiveram 55,1 % de ovécitos maturados “in vitro” de camundongos quando

utilizaram 1,5 M de propanediol.

TABELA 3. Efeito da criopreservac¢io sobre a morfologia dos COC congelados em 1,6 M ou 2,0

M de PROH.
Tratamento n Numero de COC com
morfologia normal (%)
1,6 M PROH 136 97 (71.32)
2,0 M PROH 72 F17 (68,02)
Total 308 214 (69,48)

As diferengas observadas ndo foram significativas estatisticamente (P> 0,05).

Entretanto os resultados sdo inferiores aos 78,1 % obtidos por de BEM et al. (1993), e aos
80,9 % observados por YANG et al. (1994), ambos utilizando PROH. SCHELLANDER et al.
(1994) observaram 95 % de aparéncia morfologica normal em COC imaturos congelados pelo
método classico com glicerol, propanediol e DMSO, mas apos a maturagio “in vitro” apenas 38 %
permaneceram intactos.

A maioria dos ovocitos apresemou as células do “cumulus” aderidas apés o
descongelamento (Tab. 4 e Fig. 3), com um total de 52 % de ovocitos total ou parcialmente
desnudos. Nio houve diferenga estatistica en're os dois métodos de congelamento (P>0,05). Apos
a maturagdo “in vitro” todos 0s ovocitos apresentaram expansdo das células do “cumulus™.

Apesar das células do “cumulus” continuarem presentes nos ovacitos apds o
descongelamento, e de ter ocorrida a expansdo apds a matura¢do “in vitro”, estas células foram

facilmente destacadas durante o processo de desnudamento para se realizar a fixagio e coloragio
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dos ovocitos apos a maturagdo. A duragdo do processo de desnudamento levou menos de trés
minutos para os ovocitos congelados em ambos os tratamentos, enquanto que para oS OvoOCitos

nio congelados, apos a maturagio “in vitro”, este tempo foi de cinco minutos.

TABEIA 4. Efeito da criopreservagao de COC sobre as células do “cumulus™.

Tratamento n Numero de ovocitos
apresentando celulas do
“cumulus” (%)

1.6 M PROH 136 125 (91,91)
2,0 M PROH 172 167 (97,09)
Total 308 292 (94,8)

As diferengas observadas ndo foram significativas estatisticamente (P>0,05).

A expansao das células do “cumulus” tem sido utilizada como critério de avaliagdo da
matura¢do “in vitro” para ovocitos ndo congelados (LIU et al., 1991, BALL et al., 1983).
Segundo SIRARD et al. (1992) a expansio das células do “cumulus™ nos experimentos com co-
cultura de células, ¢ um bom indicador do status da maturacio “in vitro™ dos COC. As células do
“cumulus” podem intermediar ou produzi- diversos fatores que interferem na maturacdo e
subsequente desenvolvimento do zigoto, podendo afetar o metabolismo do ovocito (BRACKET
& ZUELKE, 1993; DOWNS, 1993; THIBAULT et al., 1987).

Neste ponto € interessante manter a integridade das células do “cumulus” e a sua
comunicagiio com o ovocito , para propicier um acamule de energia suficiente para permitir a
fecundagdo e desenvolvimento embrionario inicial “in vitro”, ja que o ovicito necessita produzir
todos os metabdlitos necessarios para que o zigoto recém formado desenvolva até que o genoma
embrionario torne-se ativo (SIRARD et al, 1992). Dessa maneira, a presenca das células do
“cumulus™ aderidos aos ovocitos apos o descongelamento pode favorecer a maturagio, posterior
fecundagao e desenvolvimento embrionario “in vitro™

Neste experimento 94,8 % dos ovocitos apresentaram as células do “cumulus” apds
descongelamento, para ambos os tratamenlos, e 100 % das células se expandiram apés a
matura¢do “in vitro”, indicando que mantiveram sua viabilidade apos a criopreservacgio. Esses
resultados concordam com os de DIDION et al. (1990) que observaram que as células do

“cumulus” de ovécitos imaturos de suinos sobrevivem o congelamento, enquanto YANG et al.
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(1994) encontraram 60 % de expansio das celulas do “cumulus” apos o descongelamento, quando
utilizaram COC de bovinos. No entanto as cilulas do “cumulus” estavam fracamente adertdas aos
ovdcitos, o que foi observado durante a manipulagio e no processo de desnudamento, ao serem
facilmente destacadas. Isto pode implicar em insuficiente comunicagdo entre as células do
“cumulus” e ovocito, interrompendo o transporte de metabdlitos entre essas duas células,
alterando a attvidade metabolica do ovccito.  Provavelmente este fato pode prejudicar a
maturacio, fecundagio “in vitro” e o futuro desenvolvimento da célula apos a fecundagéo.
SCHROEDER et al. (1990} postulam que lesdes nas células do “cumulus” durante o
congelamento podem tornar os ovocitos deficientes para suportar a maturagdo “in vitro” e

diminuir a sobrevivéncia pos-descongelamento.

4.4, EFEITO DA CRIOPRESERVA(CAQO SOBRE A ZONA PELUCIDA

Nio foi observado rompimento da zona pelicida apos descongelamento e reidratagdo.
Porém, durante o processo de desnudamento, para fixagdo e coloragdo dos ovocitos apos
maturagdo “in vitro”, houve o rompimento da zona pelicida para ambos os tratamentos {Tab. 5).
Nos ovocitos do grupo controle ndo ocorreu rompimento da zona pelucida, indicando assim, que
houve alteragdo nas propriedades fisicas da zona peltcida de ovécitos congelados, tornando-as

menos resistentes. Entretanto ndo houve diferenga entre os tratamentos.

TABELA 5. Efeito da criopreservagdo com 1,6 M ou 2,0 M de PROH sobre a zona pelucida.

Tratamento n Numero de ovocitos com
zona pelucida rompida (%)

1,6 M PROH .36 27(19,85)
2,0 M PROH 72 32 (18,60)
Total 308 59 (19,15)

As diferencas observadas nio foram significativas estatisticamente (P> 0,05).

Este fato mostra que houve um enfraquecimento da mesma ou alteracio de seus
constituintes durante o congelamento e descongelamento, mas que ndo foi suficiente para rompé-

la durante essas fases. Estas lesdes sdo confirmadas por YANG et al. (1994) e SCHMIDT et al



Figura 2 — COC imaturos bovinos, criopreservados com PROH. As setas indicam
ovacitos com morfologia anormal. (40 x).



Figura 3 — COC imaturos bovinos, criopreservados com PROH, apresentando
morfologia normal (40 x).
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(1995) em ovdcitos criopreservados, atraves de microscopia eletronica. SATHANANTHAN et al.
(1992) também observaram rompimento de zona pellcida em ovécitos de camundongos. A taxa
total de zona pelucida rompida deste experimento (19,15 %), encontrado ap6s 0 desnudamento,
foi inferior aos 27,8 % obtidos por de BEM et al. (1993), onde este rompimento ocorreu no
descongelamento de ovocitos imaturos desnhudos de bovinos. Talvez a presenca das células do
“cumulus” possa ter um papel de protecdo para a zona pellcida durante o congelamento e
descongelamento. TODOROW et al. (1989) observaram 26 % e 20 % de “zonas pelucidas”

danificadas ap0s a criopreservacao de ovocitos de camundongos e de hamster, respectivamente.

4.5. EFEITO DA CRIOPRESERVAGCAO SOBRE A MATURAGCAO “IN VITRO" DE
OVOCITOS

O namero e porcentagem de ovocitos que atingiram metafase | e metéfase Il para ambos
0s tratamentos estdo na Tab. 6. Observa-se um efeito adverso da criopreservacdo sobre 0S
ovocitos dos grupos tratados, evitando que atinjam as fases de metafase | e Il. Ndo houve
diferenca (P>0,05) entre o congelamento com 1,6 e 2,0 M de PROH, mas houve entre as
congelacgdes e o grupo controle (ovocitos frescos) (P<0,05).

Na Fig. 4 e 5 observamos ovdcitos frescos e criopreservados em metafase I, e na Fig. 6 e
7 ovacitos frescos e criopreservados em metéfase Il, respectivamente.

Dos 131 ovdcitos do grupo controle, 11 pararam a maturagdo “in vitro” em metafase I,
110 continuaram até metafase Il e 10 ndo apresentaram figuras cromosdmicas. A taxa de
maturagdo “in vitro” do grupo controle (84 %), encontrada neste experimento, foi superior aos 78
% encontrados por OCANA QUERO et al. (1994) e aos 80 % citados por GREVE & MADISON
(1991), e inferiores aos 93,1 % encontrados por COSTA (1994).

Estes resultados demonstram que o PROH néo foi eficiente como crioprotetor durante a
criopreservacao de COC imaturos bovinos, como utilizado nesse experimento.

Os valores de maturacdo “in vitro” obtidos com 1,6 M (2,04 %) e com 2,0 M (0 %) de
PROH foram inferiores aos 43,5 % obtidos por de BEM et al. (1993) utilizando 2,0 M de PROH.
Esses autores utilizaram ovocitos desnudos, reidratacdo em quatro banhos e a avaliacdo da
maturacdo nuclear foi realizado somente com0s ovocitos considerados com morfologia viavel, ao
contrario desse experimento, que utilizou COC, desidratacéo e reidratacdo em trés banhos e

avaliacdo da maturacéo nuclear em todos 0s ovocitos, independente da avaliagdo morfologica. Os
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resultados de maturagdo “in vitro” do presente experimento também foram inferiores aos 8.3 %
obtidos por YANG et al. (1994), utilizando COC e 1,6 M PROH com um banho para desidratagdo

e reidratagio.

TABELA 6. Efeito da criopreservagio sobre a maturag@o “in vitra” de ovocitos.

Tratamento n Metafase | Metafase {1
n (%) n (%)
1,6 M PROH 98 3 (3,06) 2(2,04)°
2,0 M PROH 135 2 (1,48) 0(0)*
Controle 131 11(8,39) 110 (84,0)°

Colunas com diferentes letras sobrescritas sao diferentes estatisticamente (P<0,05).

(O uso de ovdcitos desnudos pode ndo interferir na taxa de maturago “in vitro” (CHIAN
et al., 1994), mas pode permitir a entrada e saida de agentes crioprotetores de maneira mais facil
(GEORGE et al., 1992), necessitando de um tempo menor para desidratacdo. No entanto
devemos considerar que a presencga das célilas do “cumulus” durante a maturagio “in vitro” €
importante para a fecundagio e posterior desenvolvimento inicial “in vitro” do zigoto (CHIAN et
al., 1994). Pensando neste fato, os ovocitos deste experimento foram criopreservados com suas
células do “cumulus”, e passaram por trés banhos de desidratagdo e reidrata¢fio, o que pode ser
insuficiente para o trinsito do crioprotetor entre o meio extra e intracelular de COC. 1sso mostra
que talvez COC necessite um mator numero de banhos para reidratagdo do que o utilizado por
YANG et al. (1994} e no presente experimento. Entretanto, outros experimentos utilizando COC
maturados “in vitro” banhados apenas uma ou trés vezes obtiveram melhores resultados de
fecundacio “in vitro” (FUKU et al., 1992, OTOI et al., 1993). Parece que ovocitos imaturos sio
mais sensiveis durante as fases de  desidratagdo e reidratacio do que ovoécitos maturados “in
vitro”,

E comum a realizacio da selecdo de COCs recém colhidos através da morfologia das
células do “cumulus” e do citoplasma homogéneo ¢ granuloso (DUNFORD et al., 1994:
MILOVANOV & SIRARD, 1994). A selegiio de ovocitos através da quantidade e compactagio
das c€lulas do “cumulus”, € um bom indicador do potencial da célula em desenvolver a blastocisto

(MADISON et al, 1992). Para ovocitos maturados “in vitro” e criopreservados, OTO] et al.
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(1993) verificaram que a capacidade de desenvolvimento parece nédo ser afetada pelo crioprotetor,
quando se utiliza ovécitos morfologicamente normais apds o descongelamento, para a fecundacao
“invitro”.

As relacGes existentes entre ovocitos com células do “cumulus” compacta e sua
capacidade de maturar “in vitro” e entre a expansao das células do “cumulus” e a maturagdo “in
vitro”, verificada em ovdcitos frescos, pode ndo existir quando se refere a ovécitos imaturos
recém descongelados e reidratados ou apos a maturagcdo “in vitro” destes, ao contrario do
verificado por OTOI et al. (1993). Neste experimento verificamos que apesar de 69,48 % dos
COC apresentarem morfologia normal (Tab. 3 ), e o fato de ter ocorrido expanséo das células do
“cumulus”, ap6s a maturagdo “in vitro”, em todos 0s ovdcitos criopreservados encontramos uma
taxa de maturacdo nuclear muito baixa (2,04 % e 0 % para 1,6 M e 2,0 M respectivamente),
indicando que esses ovocitos ndo estavam aptos a maturar. Resultado semelhante foi observado
por YANG et al. (1994) que encontraram 80,9 % de COC com morfologia normal e 60 % de
expansdo das células do “cumulus”, mas apenas 8,3 % maturaram “in vitro”. Talvez lesbes
importantes estejam ocorrendo a nivel citoplasmético, sem afetar em demasia a morfologia dos
ovacitos. Neste caso a avaliacdo apds descongelamento e reidratagdo deve ser rigorosa, para se
ter um nimero maior de ovécitos viaveis para a maturagao “in vitro”. Ainda assim esta avaliacdo
pode ndo indicar o nimero de ovocitos realmente aptos a maturar “in vitro”. O mesmo é vélido
para a avaliacdo ap0s a maturacdo “in vitro”, ja que a expansdo das células do “cumulus” em COC
criopreservados parece ndo ser um bom indicador da maturagdo, necessitando-se realizar a
avaliacdo da maturacdo nuclear, pois nesse experimento obteve-se expansdo das células do
“cumulus” em todos os COC, apds a maturacdo “in vitro, e taxa de maturacdo nuclear
extremamente baixa (2,04 % paral,6 M e O para 2,0 M de PROH), semelhante ao observado por
YANG et al. (1994).

Verificou-se que a maioria dos COC criopreservados com 1,6 M e 2,0 M de PROH nédo
foram aptos a atingir metafase |1 ou metéfase Il. No entanto os ovocitos apresentaram uma
condensacao dos cromosomas (Fig. 8), independente da concentragdo (molaridade) do PROH.
Para verificar se esta condensacdo ocorreu antes do congelamento, ovdcitos imaturos foram
corados pelo mesmo procedimento utilizado com o0s ovdcitos congelados. Os ovdcitos
permaneceram por 90 minutos em meio Talp Hepes aquecido a 37 °C tempo suficiente entre a
colheita e inicio do congelamento. Esses ovdcitos apresentaram uma condensacdo dos

cromosomas menor do que os congelados e sem a observacao de vesicula germinal (VG) (Fig. 9),
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0 que esta de acordo com SUSS et al. (1988) ao verificarem que o processo de condensacgao pode
ser induzido logo ap0s a aspiracao dos ovécitos dos foliculos, mas que o periodo de condensacao
dos cromosomas, na auséncia de FSH, vai de 8 a 10 h e na presenca do hormdnio vai até 13 h
apos o inicio da maturacao “in vitro”. Esses autores encontraram 3 % de vesicula germinal (VG) e
consideraram a condensa¢do dos cromosomas sem a presenca do nucleo como “breakdown” da
vesicula germinal (BDVG, dissolu¢do da membrana nuclear). No entanto SIRARD et al. (1989)
encontraram que 0S ovocitos permanecem 6 h no estagio de VG apo6s inicio da maturacéo “in
vitro”, que a BDVG ocorre entre 6 e 8 h, e que a condensacdo da cromatina ocorre entre 8 e

10:30 h. Essa diferenca entre os dois trabalhos talvez possa ser explicada pelos métodos de
coloragdo, pois SUSS et al. (1988) utilizaram um método hipotdnico, onde ocorre a ruptura da
célula e provavelmente a ruptura da membrana nuclear e a coloragdo foi realizada com Giemsa, e
SIRARD et al. (1989) utilizaram um método onde 0s ovécitos permanecem inteiros, mantendo a
integridade das membranas das células, e coloracéo realizada com Orceina a 1 %. Desse modo,
SUSS et al. (1988) ndo observaram a VG, pois provavelmente a membrana nuclear estava
destruida, mas verificaram que a condensacao dos cromosomas inicia-se logo apds a aspira¢cdo. No
entanto, como SIRARD et al. (1989) utilizaram um método que conserva a integridade do
ovacitos, conseguiram observar a VG em maior nimero e por mais tempo.

O tempo de condensacdo dos cromosomas descrita por SIRARD et al. (1989), de 8 a
10:30 h, ndo é muito diferente do citado por SUSS et al. (1988), que observaram a condensagao
dos cromosomas até 13 h apds o inicio da maturacéo “in vitro”, quando na presenca de FSH.

Esses estudos demonstram que a condensacdo dos cromosomas inicia-se logo ap6s a
aspiracdo, mesmo o ovocito estando em estagio de VG, e que 0S cromosomas continuam se
condensando até entrarem em metafase I, o que ocorre apds 10 h de cultivo (SIRARD et al.,
1989).

O método utilizado no presente experimento para corar 0s ovocitos imaturos, foi
semelhante ao utilizado por SUSS et al. (1988), com excec¢édo do corante, onde a Giemsa foi
substituida pela Orceina a 2 %, e em ambos, 0s achados foram semelhantes, com observacéo do
inicio da condensacdo dos cromosomas em ovdcitos imaturos e auséncia de VG. Para confirmar
os achados de SIRARD et al. (1989), utilizou-se também o método realizado por esses autores.
Alguns ovocitos foram mantidos novamente em meio Talp Hepes & 37°C por 90 minutos antes de
proceder a manipulacéo para a fixago. Estes ovadcitos foram fixados de maneira a preservar a sua

integridade (ANEXO 2), e corados com Orceina a 2 % ou com Giemsa. Neste método, diferente



Figura 4 — Configuragdo cromossdomica em metafase | (bivalentes) de ovécito ndo
congelado de bovino, apos 24 h de maturagdo “in vitro” (1000 x).



Figura5 — Configuracdo cromossdmica em metéfase | (bivalentes) de ovécito bovino,
criopreservado com PROH, ap6s 24 h de maturag&o “in vitro” (1000 x).



Figura 6 — Configuracdo cromossdmica em metéfase |1 de ovécito ndo congelado de

bovino, apos 24 h de maturagdo “in vitro”. CP: conjunto de cromossomas
pertencentes ao corpusculo polar (1000 x).



Figura 7 — Configuracdo cromossdmica em metafase |l de ovécito bovino,
criopreservado com PROH, ap6s 24 h de maturagdo “in vitro”. CP:
conjunto de cromossomas pertencentes ao corpusculo polar (1000 x).
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do método hipotonico realizado anteriormente, foram observadas VG com ambos 0s corantes,
sendo que com a Orceina também foi possivel observar o inicio da condensacdo dos
cromosomas (Fig. 10 e Fig. 11) e a auséncia da membrana nuclear, indicando ter havido
“breakdown” da VG (BDVG) (Fig. 12). Assim verificou-se que ha a presenca de VG e BDVG em
ovdcitos imaturos apds a aspiracdo, e que nao foi observado a VG no procedimento hipot6nico,
talvez pela ruptura da membrana nuclear.

Desse modo, provavelmente a condensacdo dos cromosomas observada ap6s a maturacdo
“in vitro” dos ovocitos congelados (Fig. 6), ndo ocorreu antes do congelamento e sim durante o
tempo de cultivo ap6s o descongelamentoe reidratacdo. Isto porque a condensacao observada nos
ovacitos imaturos (Fig. 7) foi em grau menor do que em ovacitos congelados. Essa condensagéo
vai aumentando de acordo com o tempo de cultivo, podendo permanecer até 13 h, como foi
observado por SUSS et al. (1988), até que oscromosomas entrem em metafase I.

Essas observacGes indicam que 0s ovdcitos congelados iniciaram a maturagdo, mas resta
saber por qual motivo esta ndo foi adiante, parando na condensagdo dos cromosomas, néo
iniciando nem mesmo a metéfase 1. O tempo de maturacéo “in vitro” utilizado neste experimento
foi de 24 h com co-cultura de células da granulosa, tempo suficiente para que ocorra a maturagao
nuclear em ovdcitos nao criopreservados (COSTA, 1994). No entanto, com relacdo a ovocitos
criopreservados, 0 tempo necessario para a maturagao “in vitro” pode ser maior. LIM et al. (1992)
utilizaram 24 h para maturacdo “in vitro” com co-cultura de células da granulosa, para ovocitos
criopreservados de bovinos, e obtiveram 34,8% de maturacdo nuclear, enquanto YANG et al.
(1994) utilizaram 22 h e obtiveram 8,3 % de maturagdo “in vitro”. No entanto, de BEM et al.
(1993) utilizaram 26 h de cultivo para miaturagdo “in vitro” de ovocitos criopreservados e
obtiveram 43,5% de maturacéo. Talvez o tempo maior de maturacéo utilizado por de BEM et al.
(1993) tenha permitido que maior porcentagem de ovdcitos alcangassem a metafase 11. Neste
experimento a porcentagem de metéfase Il para ovacitos criopreservados foi baixa apds 24 h de
maturacao “in vitro”, no entanto a metafase | também foi baixa. Isto pode indicar que o tempo de
maturacao necessario para COC possa ser maior do que as 26 h utilizado por de BEM et al.
(1993), para permitir que 0s ovdcitos atinjama metafase | e posteriormente a metafase Il, ou que
ndo houve influéncia do tempo de maturacdo neste experimento, e sim que os efeitos da

criopreservacdo podem estar impedindo que os ovécitos alcancem a metéafase |I.



Figura 8 — Condensacdo cromossdmica ovoécito bovino, criopreservados com PROH,

ap0s 24 h de maturacdo “in vitro” (1000 x).



Figura 9 — Inicio de condensacdo cromossdmica ovacitos bovinos, 90 minutos apos a
aspiragéo dos ovarios (1000 x).
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Alguns autores postulam que a BDVG e 0 inicio da condensacdo dos cromosomas Sao
dependentes da sintese proteica (SIRARD et al., 1989; SIMON et al., 1989). SIRARD et al.
(1989) verificaram que a cicloheximide, um inibidor da sintese proteica, bloqueia a BDGV quando
adicionada nas 3 primeiras horas da maturacdo “in vitro”, e que inibe a metéfase I, permitindo
apenas a condensacdo dos cromosomas, quando adicionada entre 6 e 9 h de maturagéo.
KASTROP et al. (1990) encontraram mudancas na sintese proteica durante a BDVG, e
observaram que a fosforilagdo de algumas proteinas ocorre principalmente antes da BDVG.
MILOVANOV & SIRARD (1994) verificaram que a manutengdo de cromosomas em metéfase
depende da sintese continua de proteinas, e que a inibi¢do da sintese proteica pode levar ovdcitos
do estagio de metafase para intérfase. Esses dados indicam a necessidade da sintese proteica para
0 reinicio e continuacdo da meiose.

Alguns estudos analisaram a ultra-estrutura de ovdcitos imaturos e maturados “in vitro” de
bovinos apds a criopreservacgdo, pelo método classico, com glicerol ou propanediol. YANG et al.
(1994) verificaram que ap0s a criopreservacdo com 1,0 M de glicerol ou com 1,6 M de PROH,
COC imaturos de bovinos apresentaram um aumento da cisterna do reticulo endoplasmatico (RE),
destruicdo do Complexo de Golgi, desaparecimento da crista mitocondrial e diminuicdo da
densidade da matriz mitocondrial. Ja SCHMIDT et al. (1995) analisando ovécitos maturados “in
vitro” de bovinos, encontraram uma dilatacdo acentuada no reticulo endoplasmatico liso e nas
mitocOndrias. Esses estudos indicam a vulnerabilidade dessas organelas citoplasmaticas no
processo de criopreservacdo. Como o reticulo endoplasmatico (RE) encontra-se associado com
ribossomas, ele desempenha um papel fundamental no acimulo e processamento de proteinas.
Assim como o Complexo de Golgi também é importante, pois recebe proteinas e lipideos recém-
sintetizados do reticulo endoplasmatico e os distribui, e também participa na formacdo de
glicoproteinas, através da glicosilacdo (ALBEIRTS et al., 1994).

Desse modo, lesfes nessas organelas durante a criopreservagdo podem prejudicar a sintese
proteica ou diminuir 0 aproveitamento de proteinas. Se for utilizado ovécitos imaturos, em estagio
de VG ou BDVG, essas lesbes podem impedir que atinjam a metafase, ocorrendo apenas a
condensagdo dos cromosomas. As lesdes podem afetar a sintese, glicosilacdo e secrecdo de
proteinas, agindo semelhante a inibidores da sintese proteica. SIRARD et al. (1989) mostraram
que a adi¢do de cicloheximide entre 6 e 9 h apds inicio da maturagdo “in vitro”, em ovécitos em

BDVG, permitiu apenas a condensacdo dos cromosomas, evitando que alcancasse a metafase I,
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indicando que a sintese proteica é um pré-requisito para 0s ovdcitos atingirem a maturacgdo. O
mesmo pode ter ocorrido com 0s ovacitos criopreservados, onde as lesdes citoplasmaticas em
ovadcitos em VG ou BDVG permitiriam que esses apresentassem a condensagdo dos cromosomas,
evitando a metafase I, pois as principais lesdes observadas no citoplasma sdo em nivel de RE,
Complexo de Golgi e mitocondrias, organelas esséncias para a sintese e secre¢ao proteica e para a
producdo de energia.

Outra hipétese para 0s ovocitos ndo terem prosseguido a meiose € descrita por
SCHROEDER et al. (1990), segundo o0s quais ovocitos imaturos podem sofrer danos na
organizacdo dos microtibulos durante a criopreservacao, influenciando na 12 divisdo mei6tica. Se
para ocorrer a metafase | sdo necessarios os microtibulos para a formacéo dos fusos, e como
esses microtubulos sdo estruturas proteicas, as lesdes a nivel de RE e Complexo de Golgi também
podem afetar a formacdo dos fusos. Além disso, YANG et al. (1994) observaram que 0s
microttbulos podem ser destruidos na criopreservagdo, assim tanto a ndao formacdo e/ou a
destruicdo dos microtibulos podem prejudicar a formacao dos fusos, evitando que 0s ovocitos

atinjam a metafase .



Figura 10 — Ovdcito de bovino apresentando vesiculagerminal (VG), apés 90 minutos
da aspirac&o dos ovérios. O corante utilizado foi o Giemsa (400 Xx).



Figura 11 — Ovdcito de bovino apresentando vesiculagerminal (VG), apés 90 minutos
da aspirac&o dos ovérios. O corante utilizado foi o Orceinaa 2 % (400 x).



Figura 12 — Ovdcito de bovino apresentando ‘breakdown” da vesicula germinal
(BDVG), apds 90 minutos da aspiragdo dos ovarios. O corante utilizado
foi aOrceinaa 2 % (1000 x).



5- CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que o propanediol, nas molaridades de 1,6 e 2,0, ndo foi
eficiente para a crioprote¢do de COC imaturos bovinos, pela técnica utilizada. A baixa taxa de
metafase | e 1l pode ser devida a lesbes citoplasmaticas em nivel de reticulo endoplasmatico,
Complexo de Golgi e mitocondrias, capazes de alterar a sintese proteica, permitindo que 0s
ovacitos alcancem apenas a condensacao dos cromosomas, e/ou de prejudicar a formacéo dos
fusos da meiose I.

A relacdo entre morfologia de ovécitos descongelados e reidratados com sua capacidade
de maturar “in vitro”, pode ndo ser proporcional, pois a porcentagem de ovécitos com morfologia
normal foi bem superior a taxa de maturacéo “in vitro” encontrada, assim como a expanséo das
celulas do “cumulus” também ndo foi um bom indicador da maturag&o “in vitro”, como ocorre
com ovacitos frescos. A criopreservacao das células do “cumulus” junto aos ovécitos provocou
uma protecdo maior a “zona pelucida”, pois ndo foi observado rompimento desta apds
descongelamento e maturacdo “in vitro”, no entanto suas propriedades foram afetadas, pois
estavam mais susceptiveis a danos fisicos, 0 que foi observado durante o desnudamento. Talvez
COC imaturos sejam mais susceptiveis durante as etapas de desidratacdo e reidratacdo,
necessitando de maior tempo para entrada e saida dos agentes protetores.

Enfim, a criopreservacdo de ovocitos imaturos de bovinos necessita ser mais estudada, em
seus diversos aspectos e fases, tendo em vista 0s baixos resultados encontrados na literatura
mundial, inclusive o deste trabalho.
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7- ANEXOS

ANEXO |- Meio TCM 199, utilizado para congelamento de ovocitos imaturos de bovines.

Produto Quantidade
Acido ascérbico 0,0075 g
Sulfato de estreptomicina 0,005g
TCM 199 com sais de Earle ' 0,7944 g
Hepes 6,29 mM
Lactato de Calcio 2,75 mM
NaHCO- 34,82 mM
Piruvato 2,27 mM
Penicilina G sodica 5000 U1
H, O tridestilada (qsp) 100 ml

1- SIGMA, ref. M-5017
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ANEXO 2- Procedimento utilizado para fixa;do e coloragio de ovocitos imaturos bovinos.

Foram adotadas as seguintes etapas para & execucdo da técnica

1- Desnudamento dos ovacitos imaturos, conforme técnica descrita por COSTA (1994).

2- Preparagio da lamina, colocando duas colunas de uma mistura de parafina e vaselina, preparada
conforme RAFFERTY (1980), sobre a lZmina, com distancia entre si suficiente para encaixar
uma laminula sobre elas.

3- Colocar ovocitos desnudos sobre a lamina, entre as colunas de parafina, com uma pequena
quantidade de liquido.

4- Colocar laminula sobre a parafina e pressiona-la, permitindo que escorra um pouco de liquido
pelas bordas, mas evitando que os ovocitos estourem:

S- Colocar 1dmina preparada com os ovocitos em recipiente contendo 1/3 de metanol: acido
acetico 3.1, permitindo que o liquido suba na ldmina por capilaridade, permanecendo por 12 a
24 h para a fixagao.

6- Apos a fixaglo, colocar o corante (Orceina a 2 % ou Giemsa) entre a lamina e lamunula com a
ajuda de papel de filtro, deixando o coranie por 2 a 3 minutos.

7- Proceder a lavagem da lamina. Se o corarte utilizado foi a Orceina a 2 %, colocar a ldmina em
um recipiente contendo 1/3 de acido acético & 20 % em agua destilada e com a ajuda de um
papel de filtro fazer com que o acido acético penetre entre a 1dmina e laminuta, fazendo a
retirada do corante. Se utilizado o Giemsa, realizar a lavagem com agua destilada somente, e se
necessario utilizar papel de filtro para fazer a agua penetrar entre limina e laminula.

8- Apos a retirada do corante vedar as bordas com esmalte e analisar em microscépio optico,

utilizando aumentos de 400 x e 1000 x err oleo de imersio.



