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RESUMO
Objetivou-se avaliar a qualidade dos oócitos caprinos submetidos à vitrificação e congelação lenta. Foram coletados 422 oócitos de ovários caprinos oriundos de abatedouros locais de Teresina, Piauí, Brasil. Os grupos foram formados por oócitos com citoplasma uniformes, ligeiramente granulados e coloração homogênea.  GRUPO 1 (vitrificação), GRUPO 2 (congelação lenta) e GRUPO 3 (oócitos frescos). Na avaliação dos métodos de criopreservação, o grupo de oócitos vitrificados apresentou melhores resultados, pois obteve menor taxa de oócitos degenerados (14,3%) quando comprado com os oócitos que passaram pelo método de congelação lenta (26,6%). De acordo com o estudo, o método de vitrificação causa menos danos aos oócitos, indicando ser o método de escolha na criopreservação de oócitos caprinos.
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ABSTRACT
The objective was to evaluate the quality of goat oocytes submitted to vitrification and slow freezing. 422 goat ovary oocytes were collected from local slaughterhouses in Teresina, Piauí, Brazil. The groups were formed by oocytes with uniform, slightly granulated cytoplasm and homogeneous staining. GROUP 1 (vitrification), GROUP 2 (slow freezing) and GROUP 3 (fresh oocytes). In the evaluation of cryopreservation methods, the group of vitrified oocytes showed better results, as it obtained a lower rate of degenerate oocytes (14,3%) when purchased with oocytes that passed through the slow freezing method (26,6%). According to the study, the vitrification method causes less damage to the oocytes, indicating that it is the procedure of choice in the cryopreservation of the goat oocytes.
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INTRODUÇÃO
O sucesso da criopreservação de oócitos de mamíferos tem grande relevância para as biotecnologias reprodutivas da pecuária e para banco de germoplasma feminino (PRENTICE e ANZAR, 2011). A criopreservação pode auxiliar no intercâmbio internacional de ótimos germoplasmas, e possivelmente evitar lesões e ricos sanitários envolvidos no transporte de animais.  Pode ser associada a produção in vitro de embriões permitido alta eficiência reprodutiva, ademais da preservação do material genético de animais de alto valor e em extinção (PEREIRA e MARQUES, 2008).
Mesmo com sua grande importância, devemos levar em conta que a criopreservação pode danificar seriamente a estrutura do oócitos do mamíferos, a função fisiológica e a capacidade de fertilização in vitro (FIV) e seu desenvolvimento (KUWAYAMA, 2007). Todavia o êxito dessa técnica segue uma delicada e complexa interação entre importantes variáveis, envolvendo fatores físicos e químicos e adição de substâncias que proporcionem uma crioproteção celular durante a redução da temperatura (VAJTA et al., 2007). Os crioprotetores impedem a formação de cristais de gelo e o choque osmótico e oxidativo, atuando na estabilização da membrana celular (SANTOS et al., 2008).
Diante da relevância e benefícios da criopreservação de oócitos porporcionados para biotécnicas de reprodução, e a necessidade de escolha de protocolos ideais com relação a viabilidade oocitária, objetivou-se avaliar a qualidade de oócitos caprinos submetidos a vitrificação e congelação lenta. 
MATERIAL E MÉTODOS
O experimento foi conduzido no Laboratório de Biotecnologias da Reprodução Animal da Universidade Federal do Piauí, Campus Petrônio Portela, Teresina, Piauí. Aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFPI), sob o número 386/17.
Os complexos cúmulos-oócitos (CCOs) provenientes de 126 ovários de cabras oriundos de abatedouros locais de Teresina-PI. Os ovários colhidos foram transportados em solução salina fisiológica a 37°C acrescida de 40 mg/mL de sulfato de gentamicina. 
As aspirações foram realizadas com o uso de bomba a vácuo e selecionados oócitos com citoplasma uniforme, levemente granulado e coloração homogênea em estereomicroscópio, sob aumentos de 10X e 40X, seguidamente foram transferidos para aplacas com gotas de Dulbeco phosfhate buffered saline ( DPBS) e divididos em três grupos: GRUPO 1 (vitrificação), os oócitos foram submetidos ao protocolo do kit Cryotech® (Ortho Way, Fort Madison, EUA) desenvolvido para congelação ultrarrápido de oócitos e embriões humanos. GRUPO 2 (congelação lenta), os oócitos foram estabilizados em três (3) gotas de 200μL de etilenoglicol (EG, IMV Technologies, Campinas, SP, Brasil) a 0,5; 1,0 e 1,5 M por 5 minutos respectivamente, seguidamente foram envasados em grupos de 05 (cinco) a 10 (dez) em palhetas de 0,25 mL (IMV Technologies, Campinas, SP, Brasil) com EG a 1,5 M e colocados em máquina de congelação programável (TK 3000®, TK Tec. Congel. LTDA, Uberaba, MG, Brasil) e armazenadas em botijão criogênico. A descongelação (obedeceu a sequência inversa ao equilíbrio para congelação). GRUPO 3 (controle/frescos). 
RESULTADOS E DISCUSSÃO
 	 Analisando os oócitos criopreservados (Tab. 1), o grupo dos oócitos vitrificados apresentou melhores resultados, pois obteve menor taxa de oócitos degenerados (14,3%) quando comprado com os oócitos que passaram pelo método de congelação lenta (26,6%).
Tab. 01: Análise das taxas de recuperação e degenerados dos grupos de oócitos criopreservados e oócitos do grupo controle
	
   Parâmetros
	GRUPOS EXPERIMENTAIS

	
	Vitrificação
(G1)
	Congelação lenta
(G2)
	Controle
(G3)

	
	n (%)
	n (%)
	n (%)

	Oócitos recuperados
	140 (100,0)a
	139 (100,0)a
	143 (100,0)a

	Oócitos degenerados
	20 (14,3)ab
	37 (26,6)a
	13 (9,1)b


Teste Qui-quadrado com 5% de significância.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa (p < 0,05).
Foram observada a presença de vários tipos de lesões nos oócitos após desvitrificação e descongelação como: fratura da zona pelúcida, perda da integridade da membrana, citoplasma retraído, retração e distensão do oócito. 
 A criopreservação pode causar várias lesões nos oócitos: fratura da zona pelúcida é um dano frequente, que compromete a capacidade de desenvolvimento posterior. Com o aumento da concentração de Ca2+ intracelular causado pela exposição aos crioprotetores simula o pico que acontece durante o processo de fertilização, ocorrendo o endurecimento prematuro da zona pelúcida desencadeado da exocitose dos grânulos corticais, que é um processo dependente de Ca2+, interferido a posterior penetração do espermatozoide e a fertilização (KOHAYA et al., 2011).   Geralmente, os Crioprotetores podem ter efeitos osmóticos drásticos nas células durante o processo de congelação/descongelação. A adição e remoção de crioprotetores no oócito causam um desequilíbrio osmótico na membrana que pode resultar em grandes alterações volumétricas e causar danos na morfologia do oócito, na estrutura e função do citoesqueleto (CHIAN et al. 2014). Estudos indicam que o processo de vitrificação de oócitos diminui o conteúdo de ATP e o potencial de membrana das mitocôndrias, refletindo-se na capacidade de desenvolvimento dos oócitos e comprometendo posterior desenvolvimento embrionário (ZHAO et al., 2011). No entanto, Rao et al., (2012), relatou que a exposição a vitrificação e crioprotetores não prejudicaram significativamente a viabilidade de oócitos de cabras, corroborando com os resultados observados em nosso estudo. QUAN et al., (2014) relataram mais 90% de viabilidade em oócitos caprinos vitrificados, semelhante ao grupo controle fresco. Nesse estudo observamos que o método de vitrificação provoca menos danos aos oócitos, indicando ser um método de escolha na criopreservação de oócitos caprinos.
CONCLUSÃO
De acordo com o estudo, o método de vitrificação causa menos danos aos oócitos, indicando ser o método de escolha na criopreservação de oócitos caprinos.
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