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Influéncia da vitrificacao na incidéncia de ovécitos bovinos aneupléides maturados
in vitro.

Influence of vitrification on the incidence of bovine aneuploid oocytes matured in vitro.
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RESUMO

O presente estudo objetivou verificar a
incidéncia de aneuploidias em ovocitos
bovinos vitrificados em diferentes
periodos de maturagdo. Os ovocitos
foram obtidos de ovérios de abatedouro
e divididos em cinco grupos: controle
(ovocitos nao vitrificados); grupos 0-h
(vitrificados antes do comego da
maturagdo); e grupos 8, 12 e 22 h
(vitrificados respectivamente 8, 12 e 22
h apdés o comeco da maturacdo). Os
ovocitos permaneceram vitrificados por
24 h e entdo foram desvitrificados,
completando 24 horas de maturagdo.
Em seguida os ovocitos foram
desnudados, fixados em lamina e
corados com orceina-acética. Nenhuma
diferenga foi encontrado (P > 0,05)
entre o grupo controle (6,2%, 1/16 ) e
grupos 0 h, (22,0, 2/9) 8 h (22,0, 2/9),
12 h (25,0%, 3/12), 22 h (23,5%, 4/17).
Os resultados sugerem que a vitrificagao
em diferentes periodos de maturagdo
nao influencia na taxa de aneuploidia.
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SUMMARY

The present study aimed to verify the
incidence of bovine aneuploid oocytes
when vitrified at different maturation
stages. Bovine cumulus-oocyte
complexes were recovered from ovaries
at a slaughterhouse and then divided
into five groups: control group
(unvitrified oocytes), 0 h group
(composed of oocytes vitrified before
the onset of maturation) and 8, 12, and
22 h groups (vitrified at 8, 12 and 22 h
after the onset of maturation,
respectively). The oocytes remained
vitrified for 24 h, and then were thawed.
In all groups, the oocytes completed 24
h of maturation. Subsequently, the
cumulus cells were removed, and the
denuded oocytes fixed on slides and
stained  with  aceto-orcein.  No
differences (P >0.05) on the incidence
of aneuploid oocytes were observed
between the control, nonvitrified group
(6,2%, 1/16) and oocytes vitrified at 0 h
(20,0%, 2/10), 8 h (22,0, 2/9), 12 h
(25,0%, 3/12 ) or 22 h (23,5%, 4/17).
These results suggest that the nuclear
stage in which bovine oocytes are
vitrified does not affect the incidence of
aneuploid oocytes after completed 24 h
of maturation.
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INTRODUCAO

O estudo de alteragdes cromossdémicas em
gametas torna-se relevante uma vez que
os sistemas de cultivo in vitro estiao
sujeitos a grande influéncia de variaveis
externas. Entre outras, destacam-se
choques térmicos, choques osmoticos,
resfriamentos, meios de  cultivo,
hormoénios, tempo de cultivo, pH,
osmolaridade,  antibioticos, luz e
criopreservacao (LECHNIAK,
SWITONSKI e SOSNOWSKI, 1996;
OCANA-QUERO et al., 1999).

Vérias espécies de animais domésticos
foram estudadas com relacdo a frequéncia
de aneuploidias, entre elas: bovinos, 5,8%
(YADAYV et al., 1991); suinos, 11,9%
(KOENIG e STORMASHAK, 1993);
eqiiinos, 5,5% (KING et al., 1990); e

camundongos, 2,7% (A"ARABI,
ROUSSEL e CHANDLE, 1997). Em
embrides, as aneuplodias sao

responsaveis por mais de 20% das
alteragdes cromossomicas (KING, 1990).
O estudo citogenético de ovocitos
apresenta-se como uma importante
ferramenta no  monitoramento  de
biotecnologias ligadas a programas de
reproducdo assistida. O ovocito ¢
submetido a excessivas manipulagoes,
sendo exposto a alteracdes nucleares e
citoplasmaticas, que podem resultar em
anormalidades cromossomicas. A
criopreservacdo de gametas femininos ¢
uma importante biotécnica para o
estabelecimento de bancos de
germoplasma animal, entretanto,
limitados t€m sido os sucessos obtidos em
bovinos (FUKU, XIA e DOWNEY, 1995;
MARTINO, SONGSASEN e LEIBO,
1996; SUZUKI et al., 1996; CETIN e
BASTAN, 2006). Também tém sido
observadas alteragdes citogenéticas em
ovocitos bovinos criopreservados (LUNA
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et al., 2001). Assim, o presente estudo
objetivou verificar o efeito da vitrificagdo
na incidéncia de aneuploidias em ovdcitos
bovinos maturados in vitro.

MATERIAL E METODOS

Coleta de Ovarios

Para o presente estudo foram colhidos
ovarios (n=188) provenientes de
abatedouro local. Os ovérios foram
retirados imediatamente apds o abate do
animal e imersos em solucdo de PBS
acrescido de 100 Ul/ml de penicilina e 50
pug de estreptomicina a 37 °C. Em
seguida, foram acondicionados em caixa
térmica para transporte ao laboratorio.

Aspiracdo Folicular e Maturagio In
Vitro (MIV)

Procedeu-se a aspiracdo de foliculos
ovarianos, cujas medidas variaram entre 2
¢ 8 mm. Foram considerados inadequados
e, portanto, descartados os ovocitos que
apresentavam reduzida quantidade de
células da corona radiata, auséncia das
mesmas (desnudos) ou expansdo. Os
ovocitos selecionados foram introduzidos
em placas de 4 pogos, colocando-se, no
maximo, 25 ovdcitos por poco. Os
ovocitos foram divididos em cinco
grupos: controle (ovocitos nao
vitrificados); grupos 0-h (vitrificados
antes do comeg¢o da maturagdo); e grupos
8, 12 e 22 h (vitrificados respectivamente
8 12 e 22 h apés o comeco da
maturacao). Os ovocitos permaneceram
vitrificados por 24 h e entdo foram
descongelados e completaram 24 horas de
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maturagdo. O meio de cultivo foi
composto por TCM 199 sem HEPES
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)
com 10% de Soro Fetal Bovino, 10
pg/mL de hormonio foliculo estimulante
(FSH), 24 U.L. de hormdnio luteinizante
(LH) e 50 pg/mL de Gentamicina. A
maturacao foi realizada em estufa umida
com atmosfera controlada de 5% de CO,
a 39 °C, por um periodo de 24 horas.

Vitrificacao

Para vitrificagdo, os ovocitos foram
expostos por 30 segundos na solucdo 1,
composta por 10% de etileno-glicol, 10%
de DMSO diluidos em meio de
manutencdo (TCM-199 com HEPES
suplementado com 20% de soro fetal
bovino). Apods esse procedimento os
ovocitos foram expostos por 25 segundos
a solucdo 2, composta por 20% de
etileno-glicol, 20 % de DMSO diluidos
no meio de manutencdo suplementado
com 0,5 M de sacarose. Os ovocitos
foram vitrificados pelo método Open
Pulled Straw (OPS) (VAJTA et al.,
1997). Apo6s desvitrificagdo, os ovocitos
foram transferidos para solu¢do composta
por 0,25 M de sacarose, por 5 minutos, €
entdo transferidos para solugdo composta
por 0,15 M de sacarose, pelo mesmo
periodo. Apos remogdo do crioprotetor,
todos ovocitos foram  colocados em
estufa para completar a maturagdo in
Vitro.

Preparaciao Cromossomica

Apds a maturagdo dos ovocitos, foram
colocados em solucao de hialuronidase a
0,3%, por 5 minutos, em estufa a 39 °C.
As células da corona radiata foram
removidas por repetidas pipetagens. Para
a hipotonizacdo e fixacdo dos ovocitos,
utilizou-se a técnica descrita por Tarkoski
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(1966) com modificagdes (ECTORS et
al., 1995).

Analise Citogenética

As laminas foram coradas com orceina
acética a 2%, por 30 segundos. A analise
citogenética foi realizada em microscopio
optico com aumento de 1000X, como
descrito por Yadav et al. (1991) e
Lechniak e Switonski (1998).

A freqiiéncia de ovocitos aneupldides foi
calculada sobre o nimero de ovocitos
hiper-haploides que apresentavam
adequado espalhamento dos
cromossomos ¢ auséncia de sobreposicao.
Todos os ovocitos hipo-hapléides (que
apresentaram < 30 cromossomos) foram
descartados do estudo.

Analise Estatistica

Para cada tratamento, foram realizados
cinco repeticdes. Para analisar os dados
foi utilizada a transformagdo arcsen. Em
seguida foi realizado analise de variancia
(ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados relacionados as
aneuploidias encontrados estao
apresentados na Tabela 1. Em todos os
grupos do experimento, das 174
metafases I haploides obtidas, 64
metafases (36,7%), permitiram analise
dos cromossomos. As metafases II hipo-
haploides foram  descartadas. Este
procedimento tem sido recomendado
devido a possibilidade de perdas
cromossomicas durante a  fixacdo
(YADAV et al., 1991; TIVERON et al.,
1992; LECHINIAK e SWITONSKI,
1998).
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No grupo controle foi encontrado apenas
1 ovécito hiper-haploide, entre os 16
analisados (6,2%). No grupo 0 h, foi
observada a presenca de 2 ovocitos hiper-
hapléides dos 10 analisados (20,0%). No
grupo 8 h, 2 ovdcitos hiper-hapldides dos
9 analisados (22,0%). No grupo 12 h, dos
12 ovocitos analisados, observou-se 3
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hiper-haploides (25,0%) e, finalmente,
dos 17 ovocitos analisados no grupo 22 h
foram observados 4 ovocitos hiper-
haploides (23,5%). O teste estatistico
aplicado ndo  mostrou  diferenca
significativa (P>0,05) entre os grupos
controle e vitrificados.

Tabela 1. Incidéncia de aneuploidia nos ovdcitos vitrificados em diferentes tempos de

maturacao.
Metafases Metafases com Hiper-haploide
Grupos Analisadas 30 cromossomos (%) >30 cromossomos (%)
Controle 16 15(93,7) 1(6,2)
0-h 10 8 (80,0) 2 (20,0)
8-h 9 7(77,7) 2(22,2)
12-h 12 9 (75,0) 3(25,0)
22-h 17 13 (76,4) 4(23,5)

Estudos cromossomicos em ovocitos
bovinos mostram que a freqiiéncia de
aneuploidia pode variar de 3,8 a 7,1 % em
ovocitos maturados in vitro, sem processo
de resfriamento ou criopresrevagdo
(LECHNIAK e SWITONSKI, 1998;
YADAV et al., 1991; LUNA et al.,
2000). Os ovdcitos criopreservados no
presente estudo ndo mostraram aumento
significativo de aneuploidias quando
comparados ao grupo controle. Apesar do
nimero de ovocitos analisados ser
relativamente baixo, esses resultados vém
corroborar  para  alguns  estudos
citogenéticos de ovocitos
criopreservados. Bouquet er al. (1992)
realizaram  estudo citogenético em
ovocitos de camundongo onde encontram
4,6% de hiper-haploidia no grupo
controle e nenhum ovocito hiper-haploide
no grupo criopreservado.

Vérios  estudos indicam que a
criopreservacao de ovocitos nao leva a
aneuploidias em embrides oriundos de
ovocitos criopreservados (BOUQUET,
SELVA e AUROUX, 1992; BOUQUET,
SELVA e AUROUX, 1995). Entretanto,

a criopreservacdo pode levar a
anormalidades no fuso meidtico e
aumentar os riscos de aneuploidias
(GLENISTER et al., 1987). Por outro
lado, estudos mostram que a morfologia
normal do fuso pode ser recuperada em 1
hora de cultivo ap6s o descongelameto
(AIGNER et al.,, 1992). No presente
estudo, em todos grupos experimentais,
0s ovocitos retornaram ao cultivo por no
minimo 2 horas (grupo 22-h) e, no
maximo, 24 horas (grupo 0-h). Esse fato,
provavelmente, permitiu a reorganizagao
do fuso, evitando a ocorréncia de taxas
elevadas de aneuploidias, uma vez que o
fuso ¢ muito sensivel a variacdes de
temperatura.

Luna et al. (2001) verificaram aumento
de metafases II diploides ocasionadas,
certamente, pela retencdo do primeiro
corpusculo polar em ovocitos bovinos
vitrificados antes do comeco da
maturagdo ou 8 horas apos. Tal fendmeno
pode ter ocorrido pelo fato de que nestes
periodos de congelamento o fuso se
encontra em desenvolvimento, podendo
haver alteragdes que impossibilitem a

80



Rev. Bras. Saude Prod. An., v.6, n.2, p. 77-82, 2005
ISSN 1519 9940

elimina¢do do primeiro corptsculo polar.
Contudo, ndo foram obtidos 0s mesmos
resultados com relacdo as aneuploidias. A
ndo ocorréncia de aneuploidias poderia
ser atribuida aos  ovocitos  que
conseguiram re-organizar a estrurura do
fuso e terminar a meiose sem alteragdes
cromossdmicas.

E de fundamental importincia o estudo
dos sistemas de maturagdo de ovocitos
bovinos, em particular, os submetidos ao
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