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RESUMO - Este trabalho teve por objetivo verificar a viabilidade de foliculos pré-antrais apds vitrificagdo em
suporte plastico. Os ovdrios foram coletados em abatedouro e transportados para o laboratério onde foram
isolados. O liquido contendo os foliculos isolados foi dividido em trés grupos: grupo controle (Gl),
imediatamente analisado, sem vitrificacdo; grupo toxicidade (G2), apenas expostos aos crioprotetores; grupo
vitrificado (G3), envasados em palhetas plasticas (0,25 mL) e imersas em nitrogénio liquido. O crioprotetor
utilizado no teste de toxicidade e para a vitrificagdo foi uma solugcdo composta por 20 % de etileno-glicol e 20 %
de dimetilsulféxido em 0,5 M de sacarose. Na desvitrificacéo os foliculos foram transferidos para uma solucio de
sacarose a 0,25 M, e em seguida para uma solucdo de sacarose a 0,15 M. Os foliculos pré-antrais foram
classificados em ndo vidveis ou vidveis quando foram corados ou ndo com o azul de tripan, respectivamente. O
G1 (261/280; 93,2 %) apresentou diferencas significativas com G2 e G3 (p<0,05) e o G2 (141/221; 63,8 %)
apresentou diferenga (p<0,05) com o G3 (76/300; 25,3 %). Os resultados obtidos indicam que o suporte pldstico
utilizado ndo foi eficiente na preservacdo de foliculos pré-antrais bovinos no processo de vitrificagao.
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ABSTRACT - This study aimed to verify the viability of pre-antral follicles after vitrification in plastic straw.
The ovaries were collected in a slaughterhouse and transported to the laboratory where they were isolated. The
liquid containing the isolated follicles were divided into three groups: control group (G1), analyzed immediately,
without vitrification, group toxicity (G2), only exposed to the cryoprotectants; group vitrified (G3), filled in
plastic straws (0.25 mL) and imersed in liquid nitrogen. The cryoprotectants used to test for toxicity and the
vitrification was a solution composed of ethylene glycol by 20 % and 20 % of dimethylsulfoxide in 0.5 M
sucrose. In devitrification follicles were transferred to a solution of sucrose at 0.25 M, and then to a solution of
sucrose at 0.15 M. The preantral follicles were classified as nonviable/viable when they were stained/not stained
with trypan blue, respectively. The G1 (261/280, 93.2 %) showed significant differences with G2 and G3
(p<0.05) and the G2 (141/221; 66,3 %) showed difference (p<0.05) with the G3 (76/300, 25.3 %). The results
indicate that support the plastic used was not efficient in preservation of pre-antral follicles cattle in the process
of vitrification.
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INTRODUCAO melhoramento genético animal ou conservacdo de
espécies ameagadas de extin¢do (Holt, 1997).
A criopreservagdo de foliculos ovarianos pré-antrais

tem sido realizada em diferentes espécies, como A vitrificagdo, entre outros métodos de
bovinos (Celestino et al., 2007), humanos (Oktay et criopreservagdo, € um procedimento simples, rapido
al, 1998), caprinos (Rodrigues, 2004), ovinos (Lucci e de baixo custo, entretanto, expde os gametas a altas
et al, 2004), ratos (Carrol et al, 1990), camundongos concentracdes de crioprotetores que podem levar a
(Choi et al., 2007) e felinos (Lima et al, 2006). Esta lesdes nas células por choques osméticos ou efeitos
tecnologia apresenta-se como uma ferramenta de toxicos (Galninski et al., 2003). Diferentes técnicas
grande interesse e aplicabilidade em programas de de vitrificacdo tem sido desenvolvidas, como:
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microgotas (Landa e Tepla, 1990); cryoloop (Lane et
al., 1999); OPS - Open Pulled Straw (Vajta et al.,
1997); grades de microscopia eletrdnica (MARTINO
et al., 1996); 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).

Neste sentido, muitos estudos sdo desenvolvidos na
tentativa de se obter melhores resultados apds
desvitrificacdo de gametas femininos, sendo uma das
formas a escolha adequada de materiais de suporte
para envase das estruturas vitrificadas (Bunn, 2007).
O objetivo do presente estudo foi verificar o efeito
da vitrificagdo com uso de suporte pldstico na
viabilidade de foliculos pré-antrais bovinos.

MATERIAIS E METODOS

Os ovdrios foram coletados em abatedouro e
transportados até o laboratdrio em bolsas pldsticas a
temperatura ambiente contendo solucdo salina de
NaCl a 0,9 %. Os ovarios foram lavados em alcool a
70 % por 10 segundos e em seguida em solugdo
salina.

Para o isolamento, os ovdrios foram fragmentados
com uso do mixer (Nuttinck et al., 1993). Apds a
fragmentacdo, o conteido obtido foi ressuspendido
em solucdo de NaCl a 0,9 % e entdo filtrada em
membranas de nylon com poros de 300 um e 100
um, respectivamente. O filtrado foi dividido em duas
partes, uma parte destinada ao controle, que foi
imediatamente submetido ao teste de viabilidade, € a
outra destinada a vitrificacdo ou ao teste de
toxicidade.

O contetddo obtido com isolamento dos foliculos pré-
antrais foi centrifugado por aproximadamente 2
minutos, apés este procedimento o sobrenadante foi
retirado para que restasse apenas um concentrado de
foliculos. Este contetddo foi entdo exposto a solugdo
crioprotetora composta de 20 % de etilenoglicol e 20
% de DMSO a 0,5 M de sacarose, por 1 minuto e
envasados em palhetas de plastico (0,25 mL), as
quais foram imediatamente imersas em nitrogénio
liquido sem fechamento das extremidades ou seja de
forma aberta, onde ficaram estocadas por um
periodo minimo 24 horas. Para teste de toxicidade,
os foliculos foram expostos a solugéo crioprotetora e
em seguida centrifugado por 3 minutos, para a
remog¢do do crioprotetor e respectiva lavagem dos
foliculos. Este procedimento de lavagem foi repetido
por duas vezes.
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Na desvitrificagdo, os foliculos foram transferidos
para uma solugdo de sacarose a 0,25 M, onde
permaneceram por 2 minutos e, em seguida,
transferidos para uma solug@o de sacarose a 0,15 M
por mais 2 minutos.

Para o teste de viabilidade, foi utilizado o corante
azul de trypan na concentracdo de 0,4%. As andlises
foram realizadas em microscépio O&ptico com
aumento de 100x, onde foram considerados vidveis
os foliculos que permaneceram ndo corados e
invidveis os corados (Gupta et al., 2002).

Para comparagdes entre os grupos, foi realizado o
teste ANOVA e Tukey. Foram considerados valores
significativos quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizou-se no presente estudo, o teste de toxicidade
ou seja apenas exposto a solugdo crioprotetora e a
vitrificagdo de foliculos pré-antrais bovinos isolado
em palhetas plasticas de 0,25 mL, diretamente
imersas em nitrogénio liquido. Os resultados obtidos
encontram-se apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Viabilidade dos foliculos pré-antrais no grupo 1
(controle), grupo 2 (exposto a solugdo crioprotetora) e no
grupo 3 (vitrificados).

Nuimero de Numero de
foliculos foliculos
Grupos analisados vidveis(%)
Grupo 1 280 261 (93,2)"
Grupo 2 221 141 (63,8)°
Grupo 3 300 76 (25,3)°

*Sobrescritos  diferentes na mesma coluna indicam
diferenga significativa (p<0,05).

O sucesso da vitrificagcdo estd ancorado em trés
fatores: viscosidade da solucdo de vitrificacdo,
velocidade de resfriamento e reaquecimento e
volume da amostra a ser vitrificada (Yavin & Arav,
2007). Diferentes formas de vitrificacdo de ovdcitos
tem sido propostas com objetivo de se alcangar
protocolos eficientes (Landa & Tepla, 1990; Martino
et al.,, 1996; Vajta et al.,, 1997; Mezzalira et al.,
1999; Lane et al., 1999).

Segundo Bunn (2007) o emprego de nitrogénio
liquido associado ao uso de materiais de maior
condutividade térmica, proporciona aumento da
velocidade de resfriamento, melhorando as
condi¢des para a obtencdo da vitrificacdo e por
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conseqiiéncia aumentando a viabilidade de ovdcitos
apds o reaquecimento.

No presente estudo realizou-se a vitrificacdo de
foliculos pré-antrais envasados em palhetas de
plastico de 0,25 mL, suporte este que comporta
grandes volumes de solugdo contendo grande
quantidade de foliculos pré-antrais quando
comparada com outras técnicas como o método OPS
(Open Pulled Straw) descrito por Vajta et al. (1997).
Este maior volume poderia ser considerada uma
vantagem na execugdo e armazenamento de material
genético — uma vez reduzir o nimero de suportes de
estoque no botijdo de nitrogénio assim como tornar
mais rapido e pratico o procedimento de vitrificacdo.
Entretanto, os dados obtidos no presente estudo
indicam que o suporte pldstico utilizado ndo foi
adequado para preservagdo da viabilidade dos
foliculos bovinos, uma vez preservar apenas 25% de
sua viabilidade. De acordo com Yavin & Arav
(2007) este aumento de volume, diminui a
probabilidade de ocorrer a vitrificagdo, aumentando
os riscos de ocorrer cristalizagdo, fendmeno este
altamente deletério aos foliculos criopreservados.
Outro fator importante a ser citado, no presente
estudo, foi a exposi¢c@o imediata dos foliculos a altas
concentragdes de crioprotetores, composta por 20 %
de etilenoglicol e 20 % de dimetilsulféxico acrescido
de 0,5 M de sacarose, sem prévia exposi¢do em
solucdes de menores concentragdes (solucdo de
equilibrio), que segundo Liu et al. (2001) aumenta o
potencial toxico dos crioprotetores.

Além da forma de vitrificacdo, observou-se um
efeito deletério dos crioprotetores, em funcdo da
exposicdo a altas concentracdes, que tém
caracteristicas toxicas. Diferentes alternativas foram
propostas para reduzir os efeitos tdéxicos. A
associacdo de diferentes crioprotetores, associag¢@o
com sacarose e reducdo do tempo de exposi¢do a
solucdo crioprotetora sdo algumas delas (Arav et al.,
1993; Fahy, 1984; Rall, 1989; Rall, 1987; Dhali et
al., 2000). O tempo de manipulacdo dos foliculos
pré-antrais apds o isolamento, no presente trabalho
foi de aproximadamente 3 minutos, tempo este que
pode ter contribuido na redugdo da viabilidade dos
foliculos vitrificados. Neste sentido a reducdo do
tempo de manipulacdo poderia diminuir os efeitos
toxicos.

Outro importante aspecto a ser discutido € o uso de
meios ricos em proteinas, como o soro fetal bovino,
no processo de vitrificagdo (Amorim et al., 2003).
No presente estudo a solugdo usada na diluicdo dos
crioprotetores foi composta de NaCl a 0,9 %, que
apesar de reduzir significativamente o custo e
apresentar facilidades em sua elaboragdo, pode
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também ter influenciado na redugdo da viabilidade
dos foliculos.

CONCLUSAO

Conclui-se que o protocolo usado com uso de
suporte pldstico com grandes volumes, afeta a
viabilidade dos foliculos pré-antrais bovinos.
Aperfeicoamentos da técnica de vitrificagdo devem
ser implementadas em fungdo do grande potencial
desta biotecnologia na conservacdo de recursos
genéticos animal.
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