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RESUMO - Diferentes metodologias de desnudamento parcial de oécitos bovinos maturados foram
avaliadas na produgéo in vitro de embrides e na vitrificagdo, em trés experimentos. No primeiro
avaliou-se o efeito do desnudamento parcial realizado por sucessivas pipetagens. No segundo,
comparou-se o desnudamento através de sucessivas pipetagens, com o realizado pela enzima
hialuronidase e no terceiro, avaliou-se a influéncia das duas metodologias na vitrificacao de oécitos.
Os odcitos foram submetidos aos tratamentos apds 22 horas de maturacdo em meio TCM 199.
Para a vitrificacao, foram expostos por 30 segundos a uma solugao de equilibrio e 20 segundos a
uma solucdo de vitrificacdo (20%EG + 20% Dimitilsufoxido (DMSO) + 0,3MSAC), envasados em
palhetas abertas e estiradas (OPS) e mergulhados em N, liquido. O reaquecimento foi realizado
com exposicao a concentragdes decrescentes de sacarose. Os o6citos de todos os tratamentos
foram submetidos a duas horas adicionais de maturacao, seguida da fecundacao e os possiveis
zigotos cultivados em meio SOFaaci. No experimento | foi observado um decréscimo de 28,7%
para 20,5% na taxa de blastocistos com o emprego do desnudamento (P<0,05). Os métodos de
desnudamento (sucessivas pipetagens ou enzima hialuronidase) proporcionaram semelhante taxa
de blastocistos apos cultivo (17,7% e 21,7% - Experimento 1), bem como apdés a vitrificacao (6,4%
e 8,9% - Experimento Ill). Todavia, a hialuronidase determinou um desnudamento parcial mais
homogéneo. Conclui-se que a hialuronidase pode substituir as sucessivas pipetagens no
desnudamento parcial de oécitos, com idéntica viabilidade e maior praticidade.

Palavras-chave: Odcitos; Bovino; Desnudamento; Vitrificacdo, Células cumulus.

ABSTRACT - Different methods of partial denudation of maturated bovine oocytes were evaluated
for in vitro embryo production and vitrification procedures, in three experiments. First the effect of
partial denudation by successive pipetting was evaluated. In the second experiment, the denudation
by pipetting was compared with the use of hyaluronidase, and finally, the effect of both methods
was evaluated in regard to the vitrification of oocytes. Oocytes were submitted to treatments after 22
hours of maturation in TCM 199 medium. For the vitrification, they were firstly exposed for 30 seconds
to an equilibrium solution and for 20 seconds to a vitrification solution (20% EG + 20% DMSO +
0.3M SUC), loaded in open pulled straws (OPS) and plunged into liquid nitrogen. The rewarming of
the oocytes suspensions was carried out by plunged them in decreasing sucrose concentrations.
Oocytes of all treatments were submitted to an additional 2 hours maturation period, followed by
fertilization. Presumptive zygotes were cultured in SOFaaci medium. In the first experiment the
denudation resulted in a decreased blastocyst rate (28.7% to 20.5% — P<0.05). Both denudation
methods (pipetting or hyaluronidase) provided similar blastocyst rate after culture (17.7% and 21.7%
- Experiment 1), as well as after vitrification (6.4% and 8.9% - Experiment Ill). Though, partial
denudation was more homogeneous with the effect of hyaluronidase We concluded that
hyaluronidase can replace the use of pipette in the partial denudation of bovine oocytes, with identical
viability, being easier to be conduced.

Key-words: Oocyte; Bovine; Denudment; Vitrification, Cumulus cells.
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Introducao

A técnica de criopreservacao de embrides
bovinos ja esta bem estabelecida,
proporcionando resultados préximos aos
obtidos apds transferéncia de embrides frescos.
Entretanto, na criopreservacao de oo6citos
bovinos os resultados ainda sdo pobres em
funcdo da maior sensibilidade dos
componentes do citoesqueleto, da zona
pelucida e dos fusos meidticos, tanto ao
resfriamento quanto a agao dos crioprotetores
(PARKS e RUFFINING, 1992). Segundo LIM et
al. (1992), maior sobrevivéncia, taxa de
clivagem e desenvolvimento sdo observadas
com oécitos em maturacao ou maturados, em
relagdo aos imaturos, bem como em odcitos
criopreservados no estagio de pré-nucleo,
quando comparados aos maturados. Isto
evidencia que a sensibilidade a criopreservacao
de oécitos é dependente do estagio de
maturacdo dos mesmos, sendo que 0s
maturados proporcionam melhores resultados.
Entretanto, para a criopreservacao destes
odcitos, principalmente com o processo de
vitrificagdo, existe a necessidade da remogéao
parcial das células do cumulus oophorus, ja que
a expansao destas, determinada pela maturacio,
dificulta o manuseio e a permeacdo dos
crioprotetores. Sabe-se que algumas camadas
de células do cumulus sdo necessarias para uma
adequada fecundacdo dos oécitos bovinos,
existindo evidéncias de que as células do cumulus
estdo envolvidas na interagdo entre os gametas
masculino e feminino, guiando o espermatozoide
em direcao ao odcito, induzindo a capacitagao e
a reagao do acrossoma, mantendo a motilidade
e viabilidade espermatica, além de prevenir o
endurecimento precoce da zona pellucida e
acentuar a penetracéo espermatica (FATEHI et
al., 2002). Desta forma, torna-se oportuno
determinar as consequéncias do desnudamento
parcial na posterior viabilidade dos oécitos
maturados, bem como avaliar alternativas que
busquem minimizar seus efeitos negativos e
assim aumentar a eficiéncia da criopreservacao.

O objetivo deste estudo foi avaliar o
desenvolvimento embriondrio in vitro de odcitos
bovinos submetidos a duas metodologias de
desnudamento parcial, associados ou nao a
vitrificacao.
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Materiais e Métodos

O estudo foi conduzido em trés
experimentos, realizados no Laboratério de
Reprodugédo Animal do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias, em Lages, SC. Salvo onde
indicado, os reagentes quimicos utilizados
foram adquiridos da Sigma (Sigma Chemical
CO-St. Louis, MO, USA).

Obtencado dos Odcitos: Ovarios bovinos
obtidos em frigorificos da regiao foram
transportados em solucéo salina tamponada
com fosfato (PBS) a temperatura aproximada
de 30°C. Os odcitos foram aspirados, através
de bomba de vacuo, de foliculos com
diametro de 2 a 8mm, utilizando-se uma
agulha 19G, acoplada a um tubo com
capacidade de 15 mL. Apds a puncao
efetuou-se a procura e selecdo dos odcitos
em placas de Petri 100 x 15 mm (Falcon;
1012), no proprio liquido folicular.

Maturagao dos Occitos: Os od6citos foram
submetidos a trés banhos em meio TCM - 199
((Gibco BRL, Paisley, NK) tamponado com
Hepes e divididos aleatoriamente em grupos
de 20 em placas de quatro pogcos (Nunc S/A-
Roskilde, Denmark), em 400uL de Meio TCM-
199 sais de Earle. Ao meio era adicionado
26,2mM de NaHCQO,, 25mM de Hepes, 0,2mM
de piruvato de sédio com 0,01Ul de FSH/mL
(Folltropin™ - Bioniche, Canada), 0,5ug/mL de
LH (Lutropin™ — Bioniche, Canada) e 10% de
soro de égua em estro (SEE). Foram mantidos
em estufa de cultivo a 39°C (Haeraeus
Instruments GmbH, Germany), com atmosfera
de 5% de CO, e 95% de umidade relativa.

No experimento |, conduzido em 14
repetigoes, foram utilizados 809 oécitos em dois
grupos, sendo um controle (N=439) e um
desnudado por sucessivas pipetagens (n=370).
Com 22 horas de maturagdo, um grupo era
depositado em 800ul de TCM 199 Hepes e
submetidos ao desnudamento parcial por
sucessivas pipetagens, com um pipetador
manual calibrado em 400uL. A cada 5 ou 6
pipetagens os odécitos que apresentavam
adequado desnudamento (5 ou 6 camadas de
células) eram retirados, repetindo-se o
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processo até que todos os odécitos tivessem um
adequado desnudamento. Durante este
periodo um grupo controle permanecia no meio
de maturacéo.

O experimento Il foi conduzido em 8
repeticbes, sendo utilizados 451 odécitos,
divididos em trés grupos experimentais, sendo
um controle (n=153), um desnudado com o
auxilio de pipetador (n=149) e outro desnudado
pela exposicao por dois minutos a enzima
hialuronidase (Sigma H-2251) na concentracao
de 0,5 Ul/uL (n=149). Logo apds os odcitos
eram submetidos a 3 banhos em TCM-Hepes
e duas horas adicionais de maturacao.

No experimento Ill, conduzido em 8
repeti¢cdes, foram utilizados 327 odcitos, sendo
118 desnudados com o auxilio de pipetador e
117 desnudados pela exposicdo por dois
minutos a enzima hialuronidase na
concentracdo de 0,5 Ul/uL e a seguir todos
foram vitrificados. Para a vitrificacéo, os o6citos
foram expostos por 30 segundos a uma solucéo
composta por 10% de Etileno Glicol (EG) + 10%
de Dimetil Sulféxido (DMSO) em TCM-Hepes
com 20% de SEE. Em seguida, foram
transferidos a uma solucdo de vitrificacéo
composta por 20% de EG + 20% de DMSO +
0,30M de sacarose em meio TCM-Hepes com
20% de SEE, por 20 segundos. Neste periodo
foram envasados em palhetas abertas e
estiradas (OPS) e a seguir mergulhados no
nitrogénio liquido, num angulo de 45 graus. No
reaquecimento cada OPS foi exposta ao ar
(sala climatizada a 25°C) por quatro segundos,
sendo em seguida mergulhada em uma solucéo
de 0,30M de sacarose, em TCM-Hepes,
acrescido de 10% de SEE. Os odcitos
permaneceram nesta solugdo por 5 minutos,
quando foram transferidos para uma solugéo
de 0,15M de sacarose por mais 5 minutos,
antes de serem depositados em TCM-Hepes
com 10% de SEE. Como controle, 92 odcitos
foram maturados, sendo em seguida
fecundados e cultivados até o estagio de
blastocisto.

Para a fecundacao, os od6citos foram
depositados em 400ul de meio Talp-Fert,
adicionado de 30ug/ml de heparina, 30ug/mi
de penicillinamine, 15uM de hypotaurina e 1uM
de epinefrina. A inseminagéo foi realizada pela
adicdo 20ul de sémen, previamente

selecionado pelo método de migracao
ascendente (swim-up), com uma concentracao
final de 1 x 108 células/mL. Apds um periodo
de incubacao de 24 horas os odcitos/zigotos
foram desnudados com auxilio mecanico
(vortex), submetidos a trés banhos em TCM-
Hepes e cultivados em SOFaaci (HOLM et al.,
1999).

O cultivo foi realizado a 39°C em estufa de
cultivo com atmosfera de 5% CO,, em 400ul
de SOFaaci, sob 6leo mineral. Com 48 horas
de cultivo foi avaliada a taxa de clivagem,
momento em que foram mantidos apenas os
zigotos clivados, sendo a partir de entao
utilizada uma bolsa (BAG) com atmosfera de
5% CO,, 5% O, e 90% N, para o periodo
restante de cultivo. A taxa de blastocistos foi
avaliada com 8 dias de cultivo no experimento
| e com 7 dias de cultivo no experimento Il e Il
Os dados observados foram submetidos a
analise de variancia e quando necessario ao
teste T, com nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

As taxas de desenvolvimento embrionario
obtidas apds a criopreservacao de odcitos
bovinos ainda sao baixas e isto normalmente é
atribuido as caracteristicas intrinsecas destas
estruturas (PARKS e RUFFINING, 1992). Tem
sido demonstrado que o periodo de maturacao
exerce influéncia na viabilidade poés
criopreservacgao, sendo os estagios mais tardios
0S que proporcionam maior viabilidade (LIM et
al., 1992), muito embora HOCHI et al. (1998)
tenham demonstrado maior viabilidade com
odcitos vitrificados com 12 horas de maturagéo.
Outros fatores como diferengas nos meios de
cultivo também influenciam o posterior
desenvolvimento embrionario de oécitos
bovinos criopreservados (MEZZALIRA, 2001),
sendo todos bem documentados. Além destes,
fatores como o desnudamento parcial, também
pode exercer influéncia, sendo todavia
escassos 0s estudos que investigam este
efeito, principalmente com o0d4citos
criopreservados. FATHEHI et al. (2002) relatam
um acentuado decréscimo nas taxas de
clivagem (56% para 25%) de oécitos maturados
submetidos ao desnudamento. Em nosso
estudo, no experimento |, foi possivel
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demonstrar um efeito negativo (P<0,05) da
remocao das células do cumulus com a
utilizacdo de sucessivas pipetagens, que
determinou a reducéo da taxa de blastocistos
de 28,7% no controle, para 20,5% no grupo
desnudado (TABELA 1). Muito embora tenha

ocorrido uma queda da viabilidade, esta foi
muito inferior a observada por FATHEHI et
al. (2002). Entretanto, estes autores
realizaram o desnudamento total dos oécitos,
enquanto em nosso estudo o desnudamento
foi parcial.

TABELA 1 — TAXAS DE CLIVAGEM E BLASTOCISTOS DE OOCITOS BOVINOS SUBMETIDOS AO
DESNUDAMENTO AO DESNUDAMENTO PARCIAL ATRAVES DE SUCESSIVAS PIPETAGENS.

TRATAMENTOS Oécitos(rl:;[ilizados CLIVO,ZG EM BLAST(?/:JISTOS
Controle 439 81,3 28,7°
Desnudamento com 370 735 20’5b
pipetador
Total 809 77,4 24,6

ab| etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05).

A reducao da viabilidade embrionaria
demonstrada em fungdo do desnudamento
com sucessivas pipetagens, demonstra a
necessidade de se adequar a metodologia a
uma forma menos injuriosa de realizar o
processo, buscando reduzir este efeito
negativo. Algumas alternativas sdo sugeridas
na literatura, como a utilizacdo de
equipamentos que associam micro-canais e
micro-fluidica (ZERINGUE et al., 2002) ao
possibilitarem taxas de clivagem de 90% com
o6citos desnudados. Entretanto, o
equipamento nao esta disponivel no mercado.
GORDON (2003) relata estudo realizado na
Irlanda na década de 80, o qual sugere que
oocitos submetidos a uma solugéao de citrato
de sédio a 3% por cinco minutos com
movimentos suaves, € capaz de remover as
células do cumulus sem efeitos adversos.
FONTES et al. (2002) avaliaram diferentes
protocolos de desnudamento empregando

hialuronidase ou tripsina, associadas ao vortex
ou sucessivas pipetagens. Os autores
observaram uma redugdo nas taxas de
blastocistos em todos 0s grupos, que entretanto
foi mais acentuada nos grupos submetidos ao
vortex. Em nosso estudo, no experimento |l
empregou-se o desnudamento parcial com
hialuronidase, comparando-o com o método
anteriormente descrito de sucessivas
pipetagens. Nao houve diferenca significativa
entre os dois métodos de desnudamento e
diferente do resultado observado no
experimento |, os grupos desnudados nao
diferiram do grupo controle (TABELA 2). Estes
resultados também diferem das observacdes
de FONTES et al. (2002) que obtiveram uma
queda acentuada da viabilidade apéds o
desnudamento. Todavia, estes autores
realizaram o desnudamento completo dos
odcitos, 0 que pode ter determinado um maior
dano as estruturas.

TABELA 2 — TAXAS DE CLIVAGEM E BLASTOCISTOS DE OOCITOS BOVINOS SUBMETIDOS AO
DESNUDAMENTO PARCIAL ATRAVES DE SUCESSIVAS PIPETAGENS OU UTILIZANDO

HIALURONIDASE.

TRATAMENTOS  Oécitos utilizados (n) CLIVAGEM BLASTORISTOS
Controle 153 70,7 25 42
Desnudamento com a
Pipetador 149 60,4 17,7
Desnudamento com 149 62.4 217

Hialuronidase

Letras semelhantes na mesma coluna nao diferem estatisticamente (P>0,05).
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Embora no segundo experimento ndo tenha
sido possivel demonstrar uma diferenga
estatistica entre os grupos, em valores
absolutos os percentuais mais elevados de
blastocistos ocorreram no grupo controle
(25,4%) e no grupo desnudado com
hialuronidase (21,7%). Como a finalidade do
desnudamento parcial, neste caso, € apenas
viabilizar o processo de vitrificagdo, tornou-se
oportuno a realizacdo de um terceiro
experimento para avaliar as taxas de
blastocistos apds a criopreservacao dos
odcitos, previamente submetidos aos dois
métodos de desnudamento parcial. Como pode
ser observado na TABELA 3, também neste
experimento, apés a vitrificacdo, nao foram
verificadas diferencas estatisticas nas taxas de
clivagem (32,0 e 41,0%) ou de blastocistos (6,4

e 8,9%) com odcitos desnudados parcialmente
com sucessivas pipetagens ou com a enzima
hialuronidase, respectivamente. Novamente, em
valores absolutos os percentuais mais elevados
de clivagem (41,0%) e de blastocistos (8,9%)
ocorreram no grupo desnudado com
hialuronidase, em relacdo ao grupo com
sucessivas pipetagens, que todavia ndo foram
estatisticamente significativos. Ainda, observou-
se que a utilizacdo da enzima teve maior
praticidade, promovendo um desnudamento
parcial mais uniforme, praticamente sem variagao
quanto ao nimero de camadas celulares entre
os oocitos, diferente do verificado nos odcitos
desnudados com sucessivas pipetagens, onde
frequentemente alguns eram excessivamente
desnudados, enquanto outros permaneciam com
as células intactas.

TABELA 3 - TAXAS DE CLIVAGEM E BLASTOCISTOS DE 0OCITOS BOVINOS MATURADOS,
SUBMETIDOS A DIFERENTES METODOS DE DESNUDAMENTO PARCIAL ANTES DA

VITRIFICACAO.
TRATAMENTOS Otcitos utiizados ()~ CHVAGEM BLASTOCISTOS
Desnudamento com 118 32,0° 6,42
pipetador
Desnudamgnto com 117 41,0° 8.9
Hialuronidase
Total / Média 235 36,5 7,6

Letras semelhantes na mesma coluna nao diferem estatisticamente (P>0,05).

Resultados

Os resultados observados apés a vitrificacao
foram semelhantes aos 8,0% obtidos por
SANTOS et al. (2004) com obcitos desnudados
parcialmente com hialuronidase, bem como aos
7,9% obtidos por MEZZALIRA et al. (2002), com
oocitos desnudados através de sucessivas
pipetagens e vitrificados em OPS.

Os resultados obtidos demonstram que o
desnudamento parcial com hialuronidase pode
substituir o desnudamento com sucessivas
pipetagens, produzindo maior homogeneidade
e praticidade, sem prejudicar a posterior
viabilidade dos odcitos na vitrificagao.

Novas investigacées devem ser conduzidas
a fim de avaliar outras causas que ainda
determinam a baixa taxa de embrides apos
criopreservacao de odcitos bovinos maturados.
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