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RESUMO

A condutividade térmica do recipiente pode alterar a velocidade de resfriamento e reaquecimento, durante a
criopreservagao de odcitos, influenciando sua viabilidade. Recipientes de diferentes condutividades térmicas foram comparados
na vitrificacéo de odcitos bovinos. Odcitos imaturos (n=1454) foram expostos a uma solucéo de 20% EG + 20% DMSO e 0,5 M
Sacarose, envasados em PM (palheta metélica inoxidavel, n=265), MV (micropipeta de vidro, n=279), PB (palheta cortada em
bisel, n=280), OPSpen pulled strayn=272) e vitrificados em nitrogénio submetido ao vacuo. O reaquecimento foi realizado
por 5 minutos de exposicdo a cada solucéo de sacarose (0,30 e 0,15 M), aquecidas a 35°C. Como controle, 358 odcitos foran
mantidos frescos, sem vitrificar. Os odcitos foram maturados e fecundados, sendo os provaveis zigotos cultiveidos em
SOFaaci, a 39°C, com 5% ;6% Q e 90% N, em umidade saturada. N&ao foram verificadas diferencas nas taxas de clivagem
entre os tratamentos, que foram inferiores (p < 0,05) ao grupo controle. Nos grupos vitrificados, maior taxa de blastocisto foi
obtida com o tratamento PM (10,2%), que foi superior (p < 0,05) aos tratamentos OPS (6,1%) e PB (6,1%), ndo diferindo do
grupo MV (8%), embora com tendéncia de ser superior (p <0,1). Os grupos tratados tiveram semelhantes taxas de eclosao que
todavia, foram inferiores ao controle. Conclui-se que o aumento da velocidade de resfriamento melhora a viabilidade apés a
vitrificacdo de odcitos bovinos imaturos, sendo que as palhetas metalicas, de maior condutividade, sédo mais efetivas do que
as palhetas pléasticas (OPS e PB), embora sem diferir da micropipeta de vidro (MV).

Descritores: vacuo, micropipeta de vidro, palheta de metal, OPS, odcitos, bovinos.

ABSTRACT

The thermal conductivity of the container can affect the cooling and warming rate during the oocyte cryopreservation,
influencing its viability. Containers of different thermal conductivities were compared for the vitrification of bovine.oocytes
Immature oocytes (n=1454) were exposed to a 20% EG + 20% DMSO and 0.5 M Sucrose solution, loaded into PM (stainless
straws, n=265), MV (glass micropipettes, n=279), PB (beveled-cut straws, n=280), OPS (open pulled straws, n=272) and
vitrified in nitrogen submitted to vacuum. Rewarming was performed by 5 min exposure to each sucrose solution (0.30 and
0.15 M), at 35°C. As control, 358 oocytes were used fresh (non-vitrification). Oocytés wiecematured and fertilized, with
the presumptive zygotes being cultured in SOFaaci medium at 39°C, with 3% Q and 90% I in saturated humidity.

No differences in cleavage rates were detected between treatments, being all lower than the control group (p < 0.05). In the
vitrified groups, the highest blastocyst rate was observed in the PM treatment (10.2%), which in turn was higher (pr< 0.05) tha
both the OPS (6.1%) and PB treatments (6.1%). However, although a trend existed (p < 0.1), no difference was observed
between the PB and the MV treatments (8%). All treatment groups had identical hatching rates, which were lower than the
control group. We concluded that the increase in cooling rates improved the viability of immature bovine oocytes after the
vitrification, and that higher conductivity stainless straws were more effective for oocyte vitrification than plasti€s@aws (

and PB), albeit not different from the glass micropipette (MV).
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INTRODUGAO agulha 18 G, ligada a uma linha de vacuo, utilizando-
se pressédo suficiente para aspirar 20 mL/minuto de

A criopreservagdo de odcitos possibilita o esta: ADG dimentacio do liauido folicular. bro
belecimento de bancos genéticos, mantendo a biodi9ua- APOS a sedimentag qu uiar, p

. . L - cedia-se a busca dos complexos cumulus o6citos
versidade animal; flexibiliza a producéo vitro, pro- , . ,p_

: ... .(CCO’s) em estereomicroscopio sendo, tanto a busca
porcionando o avanco do melhoramento genético;

. - . : z omo a sele¢édo, realizadas em liquido folicular centri-
disponibiliza material para pesquisas basicas [6

N . . ugado, durante 5 minutos.
Entretanto, o alto teor lipidico, o baixo coeficiente de . . . .
o ~ . Foram utilizados 1454 odcitos com citoplasma
permeabilidade, a alta relacdo volume/superficie, 0 ~ .
. homogéneo e totalmente envoltos por células com-
grande tamanho, as células do cumulus e o complexo o :
: e . actas do cumulus, divididos aleatoriamente entre os
citoesqueleto dos odcitos interferem negativamente na

e N rupos experimentais, sendo 265 no grupo palhetas
sua spbrewy encia a criopreservagao [9,10]. A, met(?netélicas (PM), 279 no grupo micropipetas de vidro
dologia mais adequada para criopreservar o0citos

S _ V), 280 no grupo palhetas em bisel (PB), 272 no
a V|t.r|f|ca<;ao [23],_que, por s_ua alta velocidade d rupo palhetas abertas e estiradas (OPS) e 358 no
resfriamento, permite uma rapida passagem pela zo %po controle, ndo-vitrificado. O experimento teve

cr,itica de temperatura, na qual ocorrem_as lesbes repeticdes, sendo o grupo controle mantido em
células [1_2]' As chamadas metoQoIoglas ab_ertaﬁquido folicular centrifugado até o final da vitri-
como asmicrodrops[6,7], electron mlcroscqpe grids ficacdo, quando foi submetido a maturacéo, junta-
[15], open pulled straw$OPS) [22], micropipetas de
vidro (MV) [16,18], ocryoloop [8] e onylon mesh
[1] proporcionam alta taxa de resfriamento. O emSolucdes de vitrificagéo e reaquecimento
prego de vacuo, para eliminar o vapor de nitrogénio As solucdes empregadas na vitrificagao eram
e seu efeito isolante, poderia ampliar ainda mais egtéeparadas imediatamente antes do uso, em placas
velocidade. O uso de nitrogénio sob vacuo, na vitrifide quatro pocos (Nunc - Roskilde - Dinamarca). No
cacdo de odcitos envasados em OPS, aumentoul®§0 1, adicionavam-se 400 pL de TCM 199 adicio-
taxas de desenvolvimento embrionario [20]. As Op8ado de Hepes (TCM Hepes), com 20% de soro de
tém baixa condutividade térmica, sendo possivel qugégua em estro (SEE) + 50 pL de EG e + 50 L de
materiais de maior condutividade, aumentem a vel®MSO (Solugdo de equilibrio). No pogo 2, a solu-
cidade de resfriamento e melhorem a viabilidade d&f0 €ra composta por 300 pL de TCM Hepes, com
técnica. 0,8 M de sacarose, na qual adicionavam-se 100 pL
Este estudo teve como objetivo avaliar a influénd® EG + 100 pL de DMSO (Solugdo de vitrificacéo).
cia de recipientes de diferentes condutividades térnfl0S Poc¢os 3 e 4 depositavam-se 400 pL de TCM
cas (palhetas metalicas, micropipeta de vidro, OPS bifPes com 20% de SEE. )
palhetas em bisel) sobre as taxas de embrides obtidas A SOlu¢80 de reaquecimento tambeém era prepa-
de o6citos bovinos imaturos, vitrificados em nitrogef@da em placa de quatro pogos, depositando-se 400 L
nio super-resfriado. de solucéo de sacarose a 0,8 M em TCM Hepes, adicio-
nado de 20% de SEE + 800 pL de TCM Hepes com

mente com 0s odcitos vitrificados.

MATERIAIS E METODOS 20% de SEE no poco 1, obtendo-se uma solugéo final
de, aproximadamente, 0,3 M. No poco 2, depositavam-
Obtencao dos o6citos se 200 pL de solucdo de sacarose a 0,8 M + 400 pL de

Ovarios bovinos coletados em frigorifico fo- TCM Hepes, obtendo a mesma solugéo do pogo 1. No
ram transportados, em solucgéo salina tamponada c@ugo 3, depositavam-se 100 pL de solugdo de sacarose
fosfato (PBS), adicionada de 100 Ul penicilina/mL e 0,8 M + 400 pL de TCM HEPES, obtendo-se uma
0,05 mg estreptomicina/mL, com temperatura entrsolucéo final com aproximadamente 0,15 M de sacarose.
30 e 38C. O tempo decorrido desde a obtencdo ddsnalmente, no poco 4, depositavam-se 400 pL de TCM
ovarios e o seu processamento ficou em torno de SHepes.

No laboratorio, os ovérios foram lavados em PBS, Os o0citos eram expostos a solugéo de equili-
procedendo-se, a seguir, a puncdo dos foliculos entseo, durante 30 segundos, e, apds esse periodo, colo-
2 a 8 mm de diametro, através do emprego de uncados na solugcdo de vitrificacdo que se encontrava no
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interior da placa, em uma gota de, aproximadamentepntendo a mesma solugdo, porém sem a contamina-
100 pL e, em seguida, em uma microgota de 2-5 pkdo dos crioprotetores. Nesta solucdo, os odcitos per-
guando eram envasados. O tempo de permanénciamaneciam por 5 minutos, sendo, logo a seguir, trans-
solucéo de vitrificacdo era de 20 segundos. feridos para uma solugdo contendo 0,15 M de sacarose
(poco 3), em que permaneciam por mais 5 minutos.

Envase . . .
L o final desse periodo, eram depositados em TCM
Os odocitos eram envasados em grupos de ~ : R ~
epes e, entdo, submetidos a maturagao.

ou 6, sendo que em cada repeticdo eram vitrificados
30 odcitos por tratamento. Foram utilizadas embaMaturacéo

lagens constituidas por diferentes materiais, depen- Apds o reaquecimento, os odcitos vitrificados,
dendo do tratamento. As palhetas metélicas (PMjem como os do grupo controle, eram depositados em
utilizadas no tratamento PM foram feitas a partir dplacas de quatro pogos contendo 400 ul de meio de
parte metalica de cateteres (BD Insyte-W) medindmaturacéo, composto por TCM-199 com sais de Earle
1.1 x 48 mm, dos quais extraiu-se o émbolo e gGIBCO BRL, Paisley, UK) adicionado de 26,2 mM
porgcao em bisel. No tratamento de micropipetas dége NaHCQ, 25 mM de Hepes, 0,2 mM de piruvato de
vidro (MV), as micropipetas foram confeccionadassodio, 0,01 Ul de FSH/mL, 0,5 pg/mL de LH e 10% de
a partir de capilares de micro-hematdcrito, estiraddSEE, por 24h a 3€, em incubadora com atmosfera
manualmente, ap6s o aquecimento em chama. Nie 5% de CQe 95% de umidade relativa.

tratamento palheta em bisel (PB), foram utilizada]'i_ecun dacdo

lh 25 mL is f ir . :
palhetas de 0,25 mL, das quais foram retirados 0s A fecundagéo foi realizada com 2 X Eper-

émbolos, sendo uma das extremidades cortadas na

diagonal, de forma a produzirem uma extremidad@atozo'deS/mL’ selecionados pelo métsdom up

em bisel. Para o tratamerapen pulled strawfOPS) em meioTalp-Fert adicionado de 30 pg/mL. de hepa-

foram utilizadas palhetas de 0,25 nalquecidas em fina, O’.72 Mg/mL. de pemcﬂamng, 0,26 Hg/mL d?
placa aquecedora (Fanem - modelo 250) e estira dhlg)otaurlna e 0,04 pg/mL de epinefrina, com incu-bacao

. ) 0

manualmente, até obter um didmedgroximado de elga 20h.’ em mcub_adora de cultivo com 5% &0
. 95% de umidade relativa.

um terco do original.

Vitrificagao Producéo dos embrides

Para a vitrificacéo, utilizou-se o equipamento Ao final do periodo de fecundagao, era proce-

. : . dida aremocédo das células do cumulus através de
Nitrocooler, que era abastecido com aproximadamente ¢

agitacdo mecanica e a transferéncia das estruturas

350 mL de nitrogénio liquido e mantido em funciona- : .

g N 9 . . jfara o meio SOFaaci, suplementado com 5% de SEE

mento, para produgéo de vacuo, por um periodo apro- _ . . : .

ximado de 5 minutos, quando ocorria a solidificagég mantido sob oleo mineral em incubadora de culti-
’ Vo a 5% CQe 95% de umidade relativa. Ap6s 24h

do nitrogénio. O equipamento era desligado, a tam%a\ . . .
AP . . . e cultivo, as estruturas nao-clivadas eram removi-
do nitrogénio aberta e os odécitos devidamente envg- . : . .
~ . e as, utilizando-se a partir dai o cultivo em bolsas
sados eram, entdo, mergulhados no nitrogénio, em .
. . . L . . impermeaveis (BAGS) [21], com atmosfera de 5%
posicéo obliqua. A seguir, 0s odcitos retirados do equi- L
. - . de CQ, 5% de Q 90% de N, por 130h adicionais,
pamento e depositados num recipiente contendo nitro- 2 .
o . qsuando era verificada a taxa de desenvolvimento
génio em atmosfera normal, em que eram mantido S L -
. . embrionéario. Os critérios de viabilidade adotados
até o momento do reaquecimento. . : .
foram as taxas médias percentuais de clivagem, de
Reaquecimento e remocé&o dos crioprotetores blastocistos, e de eclosdo. Os dados foram submeti-
O reaquecimento era realizado através ddos a analise de variancia, utilizando-se o pacote
exposicao ao ar por 4 segundos, seguido da imersa@statistico do SAS (SAS Institute, 1998), sendo pre-
da extremidade contendo os odcitos em 1,2 mL deamente testados para a normalidade dos residuos
uma solugdo de sacarose a 0,3 M, contido no pogopklo teste de Shapiro-Wilk [19]. As médias foram
da placa de reaquecimento. Logo apds serem locatiemparadas pelo teste de Tukey, com nivel de signi-

zados, os odcitos eram transferidos para o poc¢o fgancia de 5%.
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RESULTADOS DISCUSSAO
Com aproximadamente cinco minutos de fun- O primeiro relato de animal nascido (camun-

cionamento do equipamenbtitrocooler, foi obser- dongo) a partir de um odcito criopreservado ocorreu
vada a solidificagéo do nitrogénio liquido, inicialmen-em 1976. Desde entdo, embora tenha se obtido pro-
te com a formagéo de uma floculag&o. gresso, continua a necessidade da adequacéo da crio-
Dos 1454 odcitos utilizados no experimentopreservacéo de oécitos nas diferentes espécies, incluin-
1096 foram vitrificados, dos quais se obteve uma taxg 3 humana. Neste mesmo periodo, milhares de ani-
média de 34,9% de clivagem e 7,6% atingiram 0 egpajs de mais de 20 espécies, além de milhares de
tadio de blastocisto. Nao foram observadas difere’&'riangas, nasceram a partir de embrides criopre-
¢as significativas entre as taxas de clivagem nos digryados [11]. Para otimizar a criopreservacéo de
ferentes grupos experimentais que, todavia, foragfkitos yma variedade de condicdes e métodos vém
significativamente inferiores (P < 0,05) a0 grupo congep g filizadas, algumas com rigorosas formulagdes
0,
trole (86%), como demonstrado na Tabela 1. matematicas, buscando prever o comportamento de

Em relagdo a t_a_xa c_ie blastocistos, O grupo I:)Mmbriﬁes e o0citos em temperaturas subzero e, em
apresentou taxa significativamente superior (10,2% .
. gutras, comparando diferentes compostos, suplemen-
aos tratamentos OPS (6,1%) e PB (6,1%), respectiva- . : .
mente (P < 0,05). Os grupos PM (10,2%) & MV (8%3:’5’ equipamentos e velocidades de resfriamento e de
nao diferiam entre si, sendo observada, entretanto, u eaaqueC|mento~[9,11]. o L. _
tendéncia de superioridade (P < 0,1) do grupo PM. A Em funcédo das caracteristicas dos odcitos, prin-

taxa de blastocistos do grupo controle (35%) foi SUIOg_ipalmente 0 glto teor lipidico, metodolggias com maior.
rior (P < 0,05) aos grupos vitri-ficados (Tabela 1). dax@ de resfriamento e de reaquecimento sao mais
percentual de eclosdo nos grupos vitrificados apresdRdicadas, destacando-se a vitrificacao [23], espe-
tou uma variacdo entre 41 e 56%, ndo sendo constagiglmente com as chamadas metodologias abertas, que,
da diferenca significativa. Entretanto, todos os grupdiela alta velocidade de resfriamento, permite passar ra-
vitrificados apresentaram taxas de eclosdo significattidamente pela faixa critica de temperatura, na qual as
vamente inferiores ao grupo controle n&o-vitrificaddesdes séo produzidas [12], principalmente pela mudan-
(77%; P < 0,05). ca de fase dos lipidios.

Tabela 1. Desenvolvimento embrionario de odcitos imaturos vitrificados em nitrogénio liquido submetido ao vacuo e
envasados em diferentes recipientes.

Tratamentos/ Odocitos maturados  Clivagem  Blastocistos ~ Eclosdo*
Vitrificagdo em: (n) (%) (%) (%)
Palhetas estiradas - OPS 272 31,4 6,1 50,07
Palhetas em bisdl - PB 280 32,68 6,12 41,02
Palhetas metdlicas - PM 265 43,7 10,2 53,0
Micropipetas vidro - MV 279 31,8 8,0® 56,07
Controle n&o-vitrificado 358 86,0 35,0° 77,0
Total/Média 1454 45,1 13,1 55,4

abDiferentes letras na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
*Calculada sobre a taxa de blastocistos.
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Além das metodologias abertas de vitrificacdogle blastocistos (35%), demonstrando que fatores ainda
a taxa de resfriamento pode aumentar pela aplicacééo identificados e, provavelmente relacionados ao pro-
de vacuo ao nitrogénio liquido. O equipamentaesso de cultivo embrionario [13,14], ndo oferecem as
Nitrocooler, utilizado neste experimento, proporcionounelhores condi¢cdes para o desenvolvimento do em-
a condicdo de vacuo, determinando a solidifi-cacdo dwido. E provavel que, com odcitos vitrificados, esse
nitrogénio liquido e a queda de sua temperatura pardendmeno seja intensificado e, assim, determine a mai-
210°C (ponto de fusdo), além da mudanca do seu coor-reducdo na taxa de blastocistos. Em funcdo disso,
portamento estatico. Imediatamente apds a abertura eimbora a taxa de clivagem seja um bom critério para
recipiente hermético, contendo o nitrogénio solidificaavaliar a sobrevivéncia, ndo é um parametro satisfatorio
do, este se liquefez, porém mantendo, por cerca @ara avaliar a posterior viabilidade de desenvolvimento
cinco minutos, a caracteristica de ndo ebulicdo, quade odcitos [3].
do sdo mergulhados os recipientes contendo 0s 00citos, A literatura é escassa em trabalhos comparando
proporcionando assim maior difusdo térmica. Trabadiferentes recipientes de envase na vitrificacdo de odcitos.
lhos anteriores de nosso laboratério [20] demonstra vitrificacdo de odcitos bovinos maturados, com o em-
ram que o uso do nitrogénio super-resfriado aumentapaego de OPS ou de micropipetas de vidro (MV), foi
viabilidade embrionéaria apos a criopreservagado davaliado, ndo havendo diferenca na taxa de blastocistos
odcitos. Esta melhora na taxa de embrides foi atribuidips dois grupos, 10% para MV e 8% para OPS [18].
a maior velocidade de resfriamento com a consequen- Neste estudo, os materiais empregados para a
te reducao no tempo de exposicdo a faixa critica d®nfeccdo dos contéineres usados no envase dos
temperatura [2], que se centra entre 13 e 20°C, prewa@citos, para a vitrificacdo, possui marcante diferenca.
nindo, dessa forma, os danos. O aco inoxidavel possui condutividade térmica muito

As taxas de clivagem observadas entre osuperior ao plastico [4], podendo chegar a oitenta ve-
grupos vitrificados foram semelhantes, sendo M\zes, sendo ainda vinte vezes superior a condutividade
(31,8%), PB (32,64%), OPS (31,43%) e PM (43%)do vidro [5]. Isto explica as melhores taxas de desen-
Estas taxas se assemelham as obtidas em trabalkolvimento embrionario obtidas com as palhetas me-
previamente desenvolvidos no laboratério, ou sej#licas neste estudo. A taxa de blastocistos do tratamento
46 a 49% [24] e 33,9 a 41,2% [20], sendo ainda con®M (10,2%) foi superior (p < 0,05) aos grupos OPS e
paraveis as obtidas por outros autores apds a viteB (6,1% e 6,1%), respectivamente. Observou-se uma
ficacdo de odcitos bovinos imaturos (55,7%) [6] odendéncia de superioridade (p < 0,1) do grupo PM em
maturados (49,1% [17] e 50% [22]). A clivagem érelacdo ao grupo MV (8%), que tem a segunda maior
um bom indicativo de sobrevivéncia apds a crioprecondutividade entre os materiais testados. Entretanto, o
servagéo, e as taxas obtidas neste estudo e nos watamento MV ndo diferiu estatisticamente dos trata-
mais trabalhos atestam a viabilidade do processmentos OPS e PB.
Todavia, embora a clivagem dos grupos vitrificados Estd bem documentado que, no processo de
seja satisfatoria, foi muito inferior a observada naitrificacdo, o0 aumento na velocidade de resfriamento
grupo de controle (86%), demonstrando que o pre@ reaquecimento aumenta a viabilidade e a taxa de
cesso de vitrificacéo utilizado, independente do tipembrides [2,15,20]. Também neste estudo, as maiores
de recipiente empregado, ainda € danoso para taxas de desenvolvimento embrionario foram obtidas
odcitos. Apos a vitrificagdo de odcitos imaturos, eseom a utilizacdo da palheta de metal, recipiente que
tudos demonstraram alteracbes na configuragdo dapresenta maior condutividade térmica, confirmando
fusos meiodticos [6], que foram dependentes do teno- efeito positivo do aumento da velocidade de resfria-
po de exposicdo aos crioprotetores antes e durantenanto na vitrificacdo de odcitos bovinos.
vitrificacdo. Estas alteracfes, além de outros possi- No tratamento PB, era esperado uma viabili-
veis danos subcelulares, podem explicar a razdo dade semelhante as embalagens de maior condutivi-
reducdo nas taxas de clivagem e do reduzido num@ade térmica, jA que a maior parte da gota contendo
ro de estruturas clivadas que atingem estagios mais embrides é exposta diretamente ao nitrogénio. A
avangados como blastocisto. menor viabilidade observada pode ter sido devido ao

Também no grupo controle houve uma acerefeito isolante da parede da palheta, que é bastante
tuada diferenca entre a taxa de clivagem (86%) e a ta@apessa.
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A qualidade intrinseca do odcito é o fator CONCLUSOES
chave para determinar a taxa de blastocistos, en- Os resultados obtidos neste estudo permitem

quanto o periodo de cultivo apos a fecundagéo € Bncluir que (a) recipientes de maior condutividade

mais critico na determinag¢do da qualidade emb”‘?érmica, empregados no envase de o6citos bovinos

naria [13,14]. E possivel que o processo de vitrifijna4ros, melhoram a sua viabilidade durante o pro-

cacdo utilizado neste estudo tenha afetado negativasssg de vitrificacdo e (b) a utilizagio de palhetas
mente a qualidade dos oocitos. Da mesma maneigetglicas confeccionadas a partir de cateteres é de
as circunstancias de cultivo empregadas a partir §ixo custo, facil armazenamento em botijdes crio-
fecundacéo nao devem ter proporcionado condpanicos, e proporcionam maior taxa de embrides apds
¢Oes para a total recuperagao dos oo6citos vitrifly vitrificacdo de odcitos bovinos imaturos.

Cadosf 0 que explica a dlf.er.e.n(;a entre as ta)ias %egradecimentos.Ao CNPq, pelo suporte financeiro. A
eC|Osa0 dOS tratamentos VItI’IfIC&dOS em re|a(}a0 agDESC’ pe|0 fornecimento de bolsa de estudo. Ao Frigo_
grupo controle. rifico Verdi, pelo fornecimento dos ovarios bovinos
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