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O objetivo de presente estudo foi avaliar a viabilidade de
foliculos pré-antrais bovinos isolados ap6s processo de
vitrificacdo. Ovérios foram obtidos em abatedouro e
submetidos a isolamento folicular. A suspenséo obtida foi
dividida em trés partes, uma parte foi para o grupo
controle, uma para o teste de toxicidade e a outra para
procedimento de vitrificagdo. Para vitrificacdo, o0s
foliculos foram expostos por 1 minuto a solucdo de
vitrificaglo 1, composta de 10% de etileno-glicol, 10% de
DMSO em solugdo salina (NaCl a 0,9%), e entdo 1 minuto
a solucdo de vitrificagdo 2, composta de 20% de etileno-
glicol, 20% de DMSO na mesma solugdo agora
suplementada com 0,5 M de sacarose. Os foliculos foram
vitrificados com o wuso de capilares de vidro e
permaneceram vitrificados por 24 horas. Apds

RESUMO

desvitrificacdo, foram transferidos para solugéo a 0,25 M
de sacarose por 2 minutos e entdo transferidos para
solucdo de 0,15 M de solucdo de sacarose por outros 2
minutos. Para o teste de toxicidade, os foliculos foram
somente expostos aos crioprotetores e analisados. Os
foliculos pré-antrais foram classificados em ndo viaveis ou
vidveis quando foram corados ou ndo com o azul de
tripan, respectivamente.  Diferengas (P<0,05) na
viabilidade folicular foram observadas entre o controle
(93,6%) e foliculos expostos (64,1%) ou vitrificados
(669%). A porcentagem de foliculos normais encontrados
apés exposicdo aos crioprotetores ndo apresentou
diferenca em relacdo aos vitrificados, indicando que a
reducdo de viabilidade é atribuida aos efeitos téxicos e
ndo ao processo de vitrificacéo.
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FOLLICULAR VIABILITY OF THE ISOLATED PREANTRAL FOLLICLES OF
BOVINE OVARIES AFTER VITRIFICATION

The aim of this study was to evaluate isolated bovine
preantral follicles after vitrification procedure. Ovaries
were obtained at a local slaughterhouse and submitted to
follicular isolation. From the obtained suspension, one
part was destined to control group. The remaining
suspension was divided into two parts, one to the toxicity
test and the other one to the vitrification procedure. For
vitrification, the follicles were exposed for 1 min to
vitrification solution-1, composed of 10% ethylene glycol,
10% DMSO in saline solution (NaCl 0.9%), and then 1
min to vitrification solution-2, composed of 20% ethylene
glycol, 20% DMSO in the same saline solution
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ABSTRACT

supplemented with 0.5 M sucrose. The follicles were
vitrified by use of glass capillaries and remained vitrified
for 24 h. After warming, they were transferred to a 0.25 M
sucrose solution for 5 min and then transferred to a 0.15
M sucrose solution for another 5 min. For the toxicity test,
the follicles were only exposed to cryoprotectants and
analised. The preantral follicles were classified as non-
viable orviable when they were stained or not stained by
trypan blue, respectively. Differences (P<0.05) in
follicular viability were observed among the control, non-
vitrified group (93.6%), and exposed (64.1%) or vitrified
follicles (66%). The percentages of normal follicles found
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after exposure to cryoprotectant did not differ significantly
(P>0.05) from that found after vitrification, indicating that
the reduction of percentage of viable preantral follicles

KEYWORDS: bovine; cryoprotectants; oocytes; vitrification.

INTRODUCAO
Biotecnologias relacionadas a
criopreservacdo de gametas femininos séo

alternativas para formacdo de bancos de
germoplasma. N&o obstante aos avangos ja
conquistados, o éxito na criopreservagdo de ovocitos
antrais de mamiferos ainda encontra-se limitado
(PARKS & RUFFING, 1992; NIEMAN, 1996;
LUNA et al., 2001). Uma alternativa para esse
problema é a utilizacdo de ovoécitos pré-antrais
inclusos ou isolados de tecido ovariano, que
apresentam uma larga area de superficie em relagdo
ao volume, proporcionando excelentes trocas de
substancias, além de apresentarem-se pouco
diferenciados, com poucas organelas e auséncia de
zona peldcida e granulos corticais (OKTAY et al.,
1998).

Entre os processos de criopreservacdo, a
vitrificacdo é um procedimento simples, rapido e de
baixo custo; entretanto, expde os gametas a altas
concentragdes de crioprotetores, geralmente entre
20% (ISACHENKO et al., 2003) e 40%
(SALEHNIA et al., 2002), que podem levar a lesdes
nas células por chogques osméticos ou efeitos tdxicos.
Diversos métodos foram desenvolvidos para o
processo de vitrificacdo, dentre os quais se destacam:
open pulled straw (VAJTA et al., 1997); microgotas
(LANDA & TEPLA, 1990); grades de microscopia
eletrénica (MARTINO et al.,, 1996); cryoloop
(LANE et al., 1999); solid-surface vitrification
(BEGIN et al., 2003); nylon mesh (Matsumoto et al.,
2001) e capilares de vidro (MEZZALIRA et al.,
1999; HOCHI et al., 2001). Em relacdo aos materiais
de envase dos gametas, este Ultimo proporciona
maior velocidade de resfriamento, uma vez que o
vidro apresenta maior condutividade térmica em
relacdo aos materias plasticos como o poliestireno
(BUNN et al., 2008).

Estudos em diferentes animais com
criopreservacao de foliculos pré-antrais isolados tem
sido realizados, destacando-se camundongos (dela
PENA et al., 2002; HOSEGAWA et al., 2004; CHOI
et al., 2007) e ovinos (SANTOS et al.,, 2006;
AMORIM et al., 2007). Em relagdo aos bovinos, a
maioria dos relatos quanto & criopreservacao
referem-se a foliculos crioestocados inclusos em
tecido ovariano com método convencional
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was due to a toxic effect of cryoprotectants and not to the
vitrification procedure itself.

(congelacdo lenta), por redugdo de temperatura
controlada (LUCCI et al., 2004; CELESTINO et al.,
2008). Assim, existe a necessidade de otimizacdo de
metodologias de vitrificacdo de foliculos pré-antrais
isolados de ovarios bovinos. O objetivo do presente
trabalho foi verificar a viabilidade de foliculos pré-
antrais bovinos isolados de tecido ovariano
submetidos ao processo de vitrificag&o.

MATERIAL E METODOS

Os ovarios (n=5) foram coletados, em
abatedouro local, de vacas aneloradas ndo prenhes e
transportados ao laboratério em bolsas plasticas a
temperatura ambiente em solugdo salina (NaCl a
0,9%) entre 50-60 minutos. Nesse local os ovarios
foram lavados em alcool a 70% por 10 segundos e
em seguida em solucdo salina. Em seguida, 0s
ovarios foram divididos em metades, retirando-se a
parte medular. As metades foram fragmentadas por
método mecéanico, com o uso do mixer (NUTTINCK
et al., 1993). Apés a fragmentagdo, o contetdo
obtido foi ressuspendido em solucéo salina e filtrada
em membranas de nylon com poros de 300 e 100
um, respectivamente.

O filtrado obtido foi dividido em trés partes:
uma destinada ao controle, que foi imediatamente
submetida ao teste de viabilidade pelo azul de tripan
(Grupo 1), e as outras destinadas ao teste de
toxicidade (Grupo 2) ou a vitrificagdo (Grupo 3).
Para vitrificagcdo, os foliculos foram manipulados
individualmente com o auxilio de micropipetas de
vidro, sob microscépio 6ptico com aumento de 100
X. Os foliculos, primeiramente, foram lavados em
solucdo salina e, em seguida, expostos a
combinagdes de crioprotetores (VAJTA et al., 1998).
A solugdo 1 foi composta de 10% etilenoglicol e
10% de dimetilsulfoxido (DMSO) diluidos em NaCl
a 0,9% a que foram expostos por 1 minuto; e a
solucdo 2 foi composta de 20% etilenoglicol, 20%
DMSO diluidos em solucdo salina acrescido de 0,5
M de sacarose, a que foram expostos por mais 1
minuto. ApOS exposicdo aos crioprotetores, 0s
foliculos (4 a 5) foram envasados em capilares de
vidro (Micron glass®; Didmetro de 1100 pm), por
capilaridade. Imediatamente apds esse procedimento,
foram imersos em nitrogénio liquido (-196°C) e
estocados em botijao de nitrogénio por periodo
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minimo de 24 horas.

Para desvitrificacdo, os foliculos foram
transferidos, imediatamente apds sua retirada do
nitrogénio, para uma solucdo de sacarose a 0,25 M,
onde permaneceram por 2 minutos e, em seguida,
transferidos para uma solucdo de sacarose a 0,15 M
por mais 2 minutos e depois depositados em solucéo
salina.

Para o teste de toxicidade, os foliculos foram
expostos aos mesmos crioprotetores e periodos de
tempo do grupo criopreservado, porém sem
vitrificacdo. Apos a exposicdo, o liquido contendo os
foliculos foi centrifugado por 2 minutos a 1000 rpm,
para a remocdo dos crioprotetores - esse
procedimento foi repetido duas vezes.

Para o teste de viabilidade, foi utilizado o
corante azul de tripan na concentragdo de 0,4 %. As
andlises foram realizadas em microscopio o6ptico
com aumento de 100 X, sendo considerados viaveis
os foliculos que permaneceram ndo corados e
invidveis os corados (GUPTA et al., 2002).
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Para comparacbes entre os grupos, foi
realizada andlise de variancia (ANOVA) e teste
Tukey. Os valores foram significativos quando
P<0,05. Foram realizadas cinco repeticdes para cada
tratamento (um ovario por repeticao).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma grande quantidade de foliculos pré-
antrais podem ser recuperados de um unico ovario
bovino por meio de métodos mecéanicos e
enziméaticos (FIGUEIREDO et al., 1993). Na
presente pesquisa, 584 foliculos foram isolados dos
ovarios por método mecénico e distribuidos entre os
trés grupos estudados. A Tabela 1 apresenta a
viabilidade dos foliculos pré-antrais imediatamente
apés o isolamento, grupo controle (Grupo 1),
exposicdo a solucdo crioprotetora (Grupo 2) e
vitrificagdo (Grupo 3). Observou-se diferenca
(93,6%) do Grupo 1 com os Grupos 2 (64,1%) e 3
(66%), mas ndo entre os dois Ultimos.

Tabela 1 - Viabilidade dos foliculos pré-antrais no Grupo 1 (controle), Grupo 2 (exposto a solucao

crioprotetora) e no Grupo 3 (vitrificado)

Grupos Numero de foliculos analisados Numero de foliculos viaveis (%)
Grupo 1 220 206 (93,6)*
Grupo 2 217 139 (64,1)"
Grupo 3 147 97 (66,0)"

*Dgnbrescritos diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).

A vitrificagdo é um método que expde as
estruturas a serem criopreservadas a altas
concentracbes de crioprotetores e taxas de
resfriamento quando comparado ao procedimento de
congelacéo cléssico. Por outro lado, evita a formagédo
de cristais de gelo intracelular que sdo deletérios aos
sistemas bioldgicos (YAVIN & ARAV, 2007).
GANDOLFI et al. (2006) compararam a vitrificagdo
com o método convencional na criopreservacao de
fragmentos de tecido ovariano de humanos, bovinos
e suinos. Observaram que o método de congelacdo
classico foi mais eficiente na preservacdo da
integridade folicular, apds analise histoldgica do
tecido, do que a técnica de vitrificacdo. No presente
trabalho, foram avaliados os efeitos da associagdo
dos crioprotetores etileno-glicol, dimetilsulféxido e
sacarose e do processo de vitrificacdo na viabilidade
de foliculos  pré-antrais  bovinos isolados
mecanicamente de tecido ovariano bovino,
diferentemente da forma utilizada por GANDOLFI
et al. (2006), em que os foliculos foram vitrificados

Ci. Anim. Bras., Goiania, v.12, n.4, p. 693 — 698, out./dez. 2011

inclusos em fragmentos ovarianos.

Em relacdo aos testes de viabilidade, o azul
de tripan tem sido utilizado por diversos
pesquisadores na analise da integridade folicular, em
particular da membrana de foliculos criopreservados
(DEMIRCI et al., 2001; AMORIM et al., 2003).
Observou-se, no estudo atual, uma reducdo na
viabilidade dos foliculos expostos a solucéo
crioprotetora (Grupo 2; 64%) e vitrificados (Grupo
3; 66%) quando comparados ao Grupo controle
(grupo 1; 93,6%); entretanto, a reducdo da
viabilidade é atribuida aos efeitos da exposicéo
prévia aos crioprotetores, utilizados no presente
trabalho, uma vez que ndo houve diferengas entre os
Grupos 2 e 3. Esses resultados indicam que a técnica
de vitrificagdo utilizada com envase dos foliculos em
capilares de vidro foi satisfatéria. SANTOS et al.
(2006) encontraram, em ovinos, no grupo controle,
expostos aos crioprotetores e criopreservados,
83,1%, 62,3% e 65,7%, respectivamente, de
viabilidade folicular, ap6s analise pelo teste do azul
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de tripan. Os resultados encontrados no presente
estudo sdo similares aos de SANTOS et al. (2006);
entretanto, esses autores utilizaram método de
congelacao cléssico e estudaram os efeitos de quatro
crioprotetores isoladamente (DMSO, etileno-glicol,
propanodiol e glicerol), constatando menores indices
de viabilidade com o glicerol.

Os crioprotetores apresentam efeitos toxicos
(SCHALKOFF et al., 1989; ViNcent et al., 1990;
FUKU et al., 1995), além de causarem choques
osmoticos (AGCA et al., 2000). Diferentes
alternativas foram propostas para reduzir os efeitos
toxicos dos crioprotetores. A associagdo de
diferentes crioprotetores, passagens de solucGes
menos concentradas de crioproteores (solucdo de
equilibrio) para solugdes mais concentradas,
associagdo de solucGes de crioprotetores menos
toxicas como a sacarose, reducdo do tempo de
exposicdo & solugdo crioprotetora (RALL, 1987;
ARAV et al., 1993; DHALLI et al., 2000; VAJTA et
al., 1998), entre outras. Em relagdo ao tempo de
exposicdo dos foliculos pré-antrais isolados, no
presente estudo, utilizaram-se 2 minutos (1 minuto
na solucdo 1 e 1 minuto na solugéo de vitrificagao 2),
tempo que pode ter contribuido para a reducdo da
viabilidade dos grupos de foliculos vitrificados.
Nesse sentido, a reducdo do tempo de exposigédo
poderia diminuir os efeitos lesivos encontrados,
mostrado pelo teste de viabilidade do azul de tripan.
Outro aspecto importante refere-se a concentracéo
dos crioprotetores em foliculos pré-antrais.
DEMIRCI et al. (2001) estudaram o efeito de vérias
concentragdes (2; 4; 6,5; 9; e 10 M) de DMSO e
Propileno-glicol em ovinos, encontrando altas perdas
de viabilidade, em particular com o crioprotetor
DMSO, a partir de 6,5 M. Nesse sentido, uma das
alternativas para a redugdo de efeitos toxicos,
encontrada no presente estudo, seria a reducdo do
tempo e também da concentragdo final da solucédo de
vitrificacéo.

Em relacéo ao suporte de envase de ovdcitos,
micropipetas de vidro tém sido utilizadas para
processos de vitrificagdo; no entanto, com a
diferenca no presente estudo de serem estiradas por
meio de aquecimento, para a reducdo de seu
didmetro (MEZZALIRA et al., 1999). O vidro
apresenta maior condutividade térmica que materiais
plasticos utilizados para envase de gametas e
embrides. Esse fato proporciona maior velocidade de
resfriamento, que é desejdvel no processo de
vitrificacdo (BUNN et al., 2008). O uso de pipetas de
vidro, sem estiramento, como se procedeu no
presente estudo, apesar de possivelmente apresentar
reducdo da velocidade de resfriamento, durante o
processo de vitrificacdo, mantém um padrdo
uniforme dos didmetros dos capilares nas repeticdes
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dos experimentos além de proporcionar maior
resisténcia do capilar no momento do
armazenamento no botijdo de nitrogénio, evitando
perdas por quebras durante a
vitrificacdo/desvitrificacao.

No presente estudo, foi utilizado capilar com
didmetro de 1100 um para envase dos foliculos por
capilaridade. Nesse aspecto, HOCHI et al. (2001)
estudaram a vitrificagdo de ovocitos antrais de
bovinos em capilares de vidro com diferentes
diametros — 2000, 1400, 1000, 630 e 440 um —, 0s
quais apresentaram, respectivamente, taxas de
resfriamento de 2000, 3000, 5000, 8000 e
12000°C/minuto. Os autores ndo observaram
diferencas na porcentagem de estruturas normais
ap6s fecundacdo dos ovocitos, em taxas de
resfriamento de 2000 (68%) e 3000°C/minuto (84%),
mas observaram diferenca (P<0,05) destes com
ovocitos vitrificados a 12000°C/minuto (49%). E
possivel que com a alta taxa de resfriamento obtida
tenha ocorrido o fendmeno de fratura, que pode ser
prevenido reduzindo a taxa de resfriamento,
concentragdes de crioprotetores e volume da amostra
(YAVIN & ARAV, 2007).

A vitrificagdo de foliculos isolados bovinos é
uma alternativa interessante por apresentar baixo
custo, praticidade e satisfatérios indices de
viabilidade das estruturas foliculares  ap6s
desvitrificacdo. Mais pesquisas com essa técnica sdo
fundamentais para o aperfeicoamento da tecnologia,
proporcionando a formacdo de bancos de gametas
femininos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo
permitem concluir que a reducdo da viabilidade de
foliculos pré-antrais, isolados de ovarios da espécie
bovina, foi devida aos efeitos dos crioprotetores e
ndo pelo processo de vitrificagao.
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