VITRIFICACAO DE OVOCITOS BOVINOS COM A UTILIZACAO DE MICROPIPETAS DE
VIDRO OU PALHETAS ESTIRADAS
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar diferentes formas de
envase no processo de vitrificagdo, complexos cumulus
oophorus (CCOs) obtidos de foliculos entre 2 e 8mm foram
divididos aleatoriamente em trés grupos e submetidos a
maturacdo em TCM 199 sais de Earle com 10% de soro de
égua em estro (SEE), em estufa a 39°C, com atmosfera de
5% de CO, e 95% de umidade relativa. Com 22 horas de
cultivo os grupos a serem vitrificados foram submetidos a
pipetagens sucessivas para 0 desnudamento parcial, em
uma placa contendo meio de manutencdo (TCM-Hepes
com 10% de soro fetal bovino - SFB), sendo entdo expostos
a uma solucgdo de equilibrio composta por 400ul de meio de
manutencéo, adicionado de 50ul de EG e 50ul de DMSO,
por 30 segundos. Em seguida foram transferidos para a
solucdo de vitrificagdo composta por 300ul de uma solucéo
de sacarose 0,8M em TCM-Hepes com 20% SFB,
acrescido de 100ul de EG e 100ul de DMSO, envasados
em grupos de cinco, em micropipetas de vidro (MV T1) ou
palhetas estiradas (OPS T2) e vitrificados. O
reaquecimento foi realizado pela imersdo direta das MV e
OPS numa solugdo de Sacarose 0,3M em meio de
manutenc¢do, a 37 —
38°C, onde os CCOs permaneceram por cinco minutos,
quando foram transferidos para uma solugdo com 0,15M de
sacarose por mais cinco minutos, antes de retornarem para
0 meio de manutengdo. A seguir os ovocitos dos dois
grupos retornaram ao meio de maturacdo por mais duas
horas. A partir de entdo, todos os grupos foram submetidos
aos mesmos procedimentos de fecundacéo e cultivo. Para a
fecundacdo utilizou-se sémen selecionado pelo processo de
migracdo ascendente (swim-up), em meio TALP-SPERM,
utilizando-se uma concentracdo final de 1 x 10°
espermatozdides/ml. A incubacdo dos ovdcitos com
espermatozdides foi realizada por 18 — 22 horas, em 400ul
do meio TALP-FERT, adicionado de 30ug/ml de heparina.
O cultivo foi realizado em SOFaaci, sendo avaliadas as
taxas de clivagem e blastocistos. Observou-se uma taxa de

clivagem de 55,5, 54,6 e 78,6% para os tratamentos MV,
OPS e Controle, respectivamente. A taxa de blastocistos
foi 10,0 e 7,9% para os tratamentos MV e OPS,
respectivamente, que ndo diferiram entre si (p>0,05) e
foram inferiores (p<0,05) aos 42,8% do tratamento
controle. Os resultados deste estudo demonstram que as
micropipetas de vidro estiradas podem ser utilizadas na
vitrificagdo de ovdcitos bovinos, proporcionando resultados
semelhantes aqueles obtidos com as palhetas estiradas.

PALAVRAS-CHAVE: vitrificacdo, OPS, ovdcitos
bovinos, micropipetas.

SUMMARY

To evaluate the effect of different embryo
containers in vitrification procedure, oocytes obtained from
2 to 8mm size follicles were randomly allocated in three
groups and submitted to maturation in TCM 199 Earle salts
medium with 10% of estrus mare serum (SEE), at 39°C,
with 5% CO; atmosphere and 95% of relative humidity.
After 22 hours of culture, two groups were submitted to a
partial remove of cumulus cells by successive pipeting in a
maintenance medium (TCM-Hepes + 10% fetal calf serum)
and then exposed to an equilibrium solution with 50ul of
EG and 50ul of DMSO in 400ul of maintenance medium,
for 30 seconds. After that, they were transferred to a
vitrification solution composed by 300ul of 0.8M sucrose
solution in TCM-Hepes with 20% of fetal calf serum,
added with 100ul of EG and 100ul of DMSO, and loaded
in groups of five, in glass micropipetes (MV-T1) or pulled
straws (OPS-T2) and vitrified. The warming was
performed by direct immersion of MV or OPS in a 0.3M
Sucrose solution in maintenance medium, at 37 - 38°C,
during five minutes. The oocytes were then transferred to a
0.15M sucrose solution (five minutes) and then to a
maintenance medium. Then, the oocytes of both groups
returned to the maturation medium for an additional two
hours culture period. All groups were then submitted to the
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same fertilization and culture procedures. Fertilization was
performed with 1 x 108 spermatozoa/ml, selected by swim-
up procedure, and the incubation of oocytes / spermatozoa
was performed in 400ul of TALP-FERT medium with
30ug/ml of heparin, during 18-22 hours. The culture was
performed in SOFaaci. The cleavage rate of 55.5%, 54.6%
and 78.6% was observed in the treatments MV, OPS and
Control, respectively. The blastocyst rate was 10.0 and
7.9% for the MV and OPS treatments, respectively. There
was not significant differences between treatments (p>0.05)
and both were inferior (p<0.05) to the Control, 42.8%.
These results demonstrated that the glass micropipetes
could be used in the bovine oocyte vitrification, providing
similar results than those obtained with the OPS.

KEY WORDS: vitrification, OPS, bovine oocytes,
micropipetes.

INTRODUCAO

A criopreservacdo de  ovdcitos  bovinos
proporciona a criacdo de bancos de recursos genéticos,
permitindo o uso futuro em diversas biotecnologias, além
de possibilitar um melhor planejamento da producéo in
vitro de embriGes. No entanto, atualmente os resultados
obtidos com ovécitos criopreservados sdo em geral muito
baixos, com poucos atingindo o0s estadgios de
desenvolvimento adequados para transferéncia, ndo sendo
assim comercialmente atrativos. Estes baixos indices séo
decorrentes da alta sensibilidade destas estruturas ao
resfriamento, o que é determinado por caracteristicas
préprias como o tamanho, o inter-relacionamento com as
células da corona radiata, a funcionalidade e o
posicionamento de organelas, o alto teor lipidico e o
coeficiente de permeabilidade de sua membrana. Estes
fatores por sua vez, sdo diretamente influenciados pelo
estdgio de desenvolvimento e qualidade das estruturas.
Assim, o grande tamanho, o elevado contetdo lipidico e o
complexo citoesqueleto, tem determinado uma baixa
sobrevivéncia dos ovocitos ao protocolo normalmente
utilizado na criopreservagdo de embribes, e que pressupde
uma curva de resfriamento de 0,3 a 0,6°C por minuto, até -
30 ou -35°C, seguida da imersdo em nitrogénio liquido.

Com a obtencdo dos primeiros blastocistos
provenientes de ovdcitos criopreservados (LIM et al.,
1991,1992), muitos dos pontos criticos da metodologia
foram identificados. Estudos realizados por ARAV et al.
(1993) confirmaram uma influéncia negativa, tempo
dependente, da exposi¢do de ovOcitos a temperaturas
inferiores a 20°C, demonstrando a necessidade de uma
répida passagem por essa faixa térmica, durante a
criopreservacdo. O simples resfriamento, mesmo antes da
congelacdo, provoca lesdes na membrana plasmatica e na
estrutura citoesquelética dos ovocitos, determinando danos
irreversiveis, que coincidem com a fase de transigdo

térmica dos lipidios de membrana (ARAV et al., 1996).

Na busca de metodologias que proporcionem
sobrevivéncia aos ovocitos, grande numero de
investigacdes foram direcionadas para métodos alternativos
de criopreservacgdo, especialmente o congelamento ultra-
rapido e a vitrificacdo, que possibilitam uma passagem
rapida pela zona critica de temperatura (PALLASZ & DEL
CAMPO, 1995).

A  vitrificagdo € um  processo
termodinamico no qual o aumento da viscosidade
determina que os fluidos crioprotetores adquiram
propriedades mecénicas de um solido amorfo
semelhante ao vidro, porém mantendo as
propriedades do liquido, prevenindo a formacao
de cristais de gelo. O sucesso da vitrificacdo esta
relacionado com a capacidade de permeacdo do
crioprotetor, a concentragdo, o0 tempo de
exposicdo e o volume, que devem ser adequados
para impedir a formacdo de cristais de gelo
intracelular, sem no entanto produzir lesdes
osmoticas ou toxicas. Isto foi obtido pela
primeira vez quando RALL & FAHY (1985)
vitrificaram  com  éxito  embribes  de

camundongos.

Muito  embora  estes métodos  tenham
proporcionado resultados satisfatérios com ovécitos de
roedores, em bovinos os resultados sdo ainda pobres.
MARTINO et al. (1996) obtiveram desenvolvimento até
blastocistos de ovocitos bovinos congelados em grades de
microscopia eletrénica (grids) mergulhadas diretamente em
nitrogénio liquido. Os autores consideram que a velocidade
extremamente rapida de congelamento, obtida com a
metodologia, permite a sobrevivéncia dos ovocitos e que
esta velocidade ndo pode ser obtida quando se utiliza uma
palheta normal no congelamento. VAJTA et al. (1997)
demonstraram que a vitrificagdo em palhetas estiradas e
abertas (Open Pulled Straws - OPS) permite a
sobrevivéncia de embrides produzidos in vitro,
possivelmente por aumentar a velocidade de congelamento
e descongelamento, minimizando desta forma as injurias
durante a criopreservacdo. A metodologia foi adequada
para a utilizagdo com ovdcitos, (VAJTA et al. 1998)
permitindo a obtencdo de resultados entre 7 e 13% de
blastocistos. O diametro das palhetas utilizadas no método
OPS (0,87mm) é bastante superior ao das micropipetas de
vidro estiradas (0,35mm). Desta forma, as micropipetas
devem proporcionar maior velocidade de congelamento,
além de facilitar o manuseio dos ovocitos, realizado com
elas proprias. Com a vitrificacdo de ovécitos bovinos em
micropipetas de vidro, MEZZALIRA et al. (1999)
obtiveram 100% de recuperagdo, 100% de sobrevivéncia
pos descongelamento e 29,4% de clivagem ap0s 24 horas
de cultivo. Estes dados demonstram a viabilidade da



técnica e a necessidade de novas investigacdes que
possibilitem sua adequacdo para a obtencdo de indices
satisfatorios de desenvolvimento embrionario, apo6s
descongelamento.

A adequacdo de um protocolo de criopreservacao
de ovocitos possibilitara um maior aproveitamento do
material genético existente em nossos rebanhos, o que
atualmente ndo vem acontecendo pela inexisténcia de uma
metodologia  definida que proporcione, resultados
economicamente satisfatorios.

O presente estudo teve a finalidade de
comparar a Vviabilidade de ovocitos bovinos
maturados, vitrificados com a utilizacdo de
micropipetas de vidro ou palhetas estiradas.

MATERIAL E METODOS

Ovérios bovinos obtidos em frigorificos e
transportados ao laboratério em  solucdo
fisioldgica 0.9% de NaCl a temperatura de 28 -
35°C tiveram os foliculos de 2 a 8mm de
didametro aspirados com um scalp 19G conectado
a um tubo de ensaio mantido a 30°C, ligado a
uma bomba de vacuo com pressao de 20 mmHg.
A selecdo das estruturas foi realizada em liquido
folicular (LF), sob estereomicroscopio. Apos a
selecdo, os CCOs foram aleatoriamente divididos
em trés grupos, constituindo 0s respectivos
tratamentos. Os ovdcitos foram entdo transferidos
para 400ul de meio de maturacdo composto por
TCM 199 sais de Earle (Cultilab), com
5,96mg/ml de Hepes (Sigma H 6147), 2,2mg/ml
de NaHCOs, 2,2ug/ml de piruvato de saédio,
0,00Ul de rFSH/ml (Serono; L1930300),
0,5ug/ml LHb (USDA; AFP-11743-B]), com
10% de soro de égua em estro (SEE)
(FIGUEIRO, et al. 2000), acondicionados em
placas de quatro pogos (Nunc A/S; Cat.176740),
sendo incubados a 39,0°C em estufa com
atmosfera de 5% de CO2 e 95% de umidade
relativa. Com 22 horas de cultivo os grupos a
serem vitrificados foram transferidos para uma
placa contendo meio de manutengdo composto
por TCM- 199 sais de Earle, adicionado de
6,5mg/ml de Hepes sais de sodio (Sigma H
7006), 0,42mg/ml de NaHCO3 (Sigma S 4019) e
2,2ug/ml piruvato de sodio (Sigma; P 4562) +
10% de soro fetal bovino (SFB) e submetidos a
um desnudamento parcial pela utilizacdo de

pipetagens sucessivas, sendo entdo expostos a
uma solucéo de equilibrio composta por 400ul de
meio de manutencao, adicionado de 50ul de EG
(Sigma E 9129) e 50ul de DMSO (Sigma D
5879), por 30 segundos. Em seguida, foram
transferidos para a solugcdo de vitrificacdo
composta por 300ul de uma solucéo de sacarose
0,8M em meio de manutencdo com 20% de SFB,
adicionado de 100ul de EG e 100ul de DMSO,
permanecendo nesta solucdo por 20 a 25
segundos, periodo no qual foi realizado o envase.
Para a vitrificacdo, grupos de cinco
ovécitos foram envasados em micropipetas de
vidro (MV-T1) ou palhetas estiradas (OPS-T2) e
mergulhadas em  nitrogénio  liquido.  As
micropipetas de vidro foram confeccionadas pelo
aquecimento e estiramento de tubos de vidro
(micro-hematocrito) até se obter um diametro
interno proximo a 0,35mm, enquanto as OPS
foram adquiridas (Szigta Ltd, Melbourne,
Australia).

O reaquecimento foi realizado pela
imersdo direta das palhetas estiradas /
micropipetas em 800ul de uma solucdo de
reaquecimento (0,3M Sacarose em meio de
manutencdo) a 37°C, onde os CCOs
permaneceram por cinco minutos, quando foram
transferidos para solucdo com 0,15M de sacarose
por mais cinco minutos, antes de retornarem para
0 meio de manutencdo. Apds o reaquecimento, 0s
ovécitos dos dois grupos retornaram ao meio de
maturagdo, sendo mantidos em estufa por mais
duas horas para completar as 24 horas de
maturacdo. Completada a maturacdo, os dois
grupos tratados e o grupo controle foram
submetidos aos mesmos procedimentos de
fecundacéo e cultivo.

Para a fecundacdo utilizou-se sémen
congelado, proveniente de um touro testado para
FIV, sendo os espermatozoides selecionados pelo
processo de migracdo ascendente (Swim-up), em
meio  TALP-SPERM, utilizando-se  uma
concentragéo final de 1 X 108
espermatozodides/ml. A fecundacdo foi realizada
pela incubacéo dos ovocitos com
espermatozoéides por 18 — 22 horas, em 400ul do



meio TALP-FERT, adicionado de 30ug/ml de
heparina (Sigma H 3393), em placas de quatro
po¢os, nas mesmas condi¢bes de cultivo ja
descritas

Apos a fecundagdo, os provaveis zigotos
foram transferidos para uma placa NUNC com
800l de TCM Hepes + 10% SEE, onde realizou-
se a remocdo das células do Cumulus oophorus,
mediante fluxo leve produzido por pipetador de
1000ul. Em seguida, os provaveis zigotos foram
submetidos a 3 banhos em meio de cultivo
(SOF), acondicionados em placas de quatro
pocos com 400ul de SOFaaci (HOLM et al.,
1999), sob 6leo mineral (Sigma, M 8410), e
incubados a 39°C em estufa de cultivo com
atmosfera de 5% CO; até a avaliacdo da taxa de
clivagem, realizada 48 horas apds a inseminacéo.
A partir de entdo utilizou-se uma bolsa
impermedvel a gases contendo uma atmosfera de
5% de COz2, 5% de O e 90% de N2, com umidade
saturada, no periodo de cultivo restante. As
bolsas foram mantidas em estufa de cultivo
(Heraeus — Alemanha), para manter a
temperatura. A segunda avaliagdo foi realizada
em D8, sendo considerados vidveis os embrides

que atingiram o estagio de blastocisto.

Foram realizadas 10 repeticGes, sendo os dados percentuais
submetidos a andlise de variancia, utilizando-se 0 PROC
GLM do SAS. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey, com nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ndo foram observadas diferencas significativas
(P>0,05) entre os tratamentos que, todavia, foram inferiores
ao controle ndo vitrificado (78,6%). A sobrevivéncia ao
processo de vitrificacdo, evidenciada pelos percentuais de
clivagem (Tabela 1) obtidos no tratamento MV-T1 55,5% e
OPS-T2 54,6% sdo semelhantes aos 47 e 50% de clivagem
obtidos por Vajta et al. (1998), aos 54,5% de sobrevivéncia
obtidos por HURT et al. (1999) e aos 55,0% obtidos por
MEZZALIRA et al (2002) com idéntica metodologia.
HOCHI et al (2001) determinaram a velocidade de
congelamento e reaquecimento para diversos didmetros de
micropipetas de vidro durante a vitrificacdo. Quando o
didmetro externo destas micropipetas tem 440mm, a
velocidade de resfriamento durante a vitrificacdo chega a
12.000°C/min. e uma velocidade de reaquecimento de
62.000°C/min. O diametro das micropipetas utilizadas
neste estudo é muito préximo aos das micropipetas
utilizadas pelo autor, supondo-se que as velocidades de
resfriamento e reaquecimento, sdo também semelhantes. Os
resultados obtidos com a otimizagdo dos diferentes
tratamentos avaliados por HOCHI et al (2001)
proporcionaram uma taxa de clivagem estimada em 54,5%,
que é idéntica as obtidas neste estudo (55,5 e 54,6%) para
o0s tratamentos MV e OPS, respectivamente. Ao final do
processo de fecundacdo, os ovécitos com lesGes severas
sofridas na vitrificagdo eram facilmente identificados,
sendo a manifestacgdo mais comum a contragdo do
citoplasma e a coloragdo palha amarelada, também
descritos por MARTINO et al. (1996), além de casos
esporéadicos de fratura de zona pellcida.

Tabela 01 - indices de desenvolvimento de embrides derivados de ovécitos vitrificados com a utilizagio
de micropipetas de vidro (MV) ou com palhetas estiradas (OPS)
Tratamentos Ovdcitos Clivados Embribes/clivados Embrides/ Total
n n % n % %
MV 200 111 555 20 18,07 10,0?
OPS 203 111 546 16 14,47 79a
CONTROLE 336 264 78,6 144 54,5 42,8°
TOTAL 739 486 65,7 180 - -

3 etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey 5%.



Na avaliacdo em D8, as taxas de blastocistos
observadas no tratamento MV, 10,0% e no tratamento OPS,
7,9% ndo foram estatisticamente diferentes (p>0,05), muito
embora sejam inferiores aos 13,0% (VAJTA et al., 1998).
Entretanto, utilizando a mesma metodologia, porém com
glicerol e etileno glicol como crioprotetores, LE GAL &
MASSIP (1998) obtiveram 45,0% de clivagem no controle
e apenas 7,9% no grupo vitrificado, resultados bastante
inferiores aos obtidos no presente experimento, 0 que
demonstra a necessidade de novas investigacbes que
possibilitem melhorar os resultados e diminuir sua
variabilidade. Quando o desenvolvimento embrionario foi
avaliado considerando apenas os ovdcitos que clivaram, as
taxas de blastocitos em D8 foram de 18,0% para MV-T1 e
14,4% para OPS, que ndo foram estatisticamente diferentes
(p>0,05). Estes indices sdo bastante inferiores aos 54,5%
obtidos no grupo controle, nas mesmas condic¢Bes. Isto
demonstra que mesmo sobrevivendo ao processo de
vitrificacdo e clivando, muitos zigotos perdem a capacidade
de desenvolvimento até estdgios mais tardios. Além dos
danos determinados pelo préprio processo, é possivel que
uma série de fatores tenham influéncia nas taxas de
desenvolvimento embrionédrio apds a vitrificagdo de
ovdcitos. O desnudamento parcial, necessario a permeacao
dos crioprotetores em ovdcitos maturados, é um fator que
pode exercer grande influéncia. MEZZALIRA et al. (2002)
observaram que o desnudamento parcial de ovocitos
bovinos néo resfriados, efetuado com 22 horas de
matura¢do, determinou uma reducdo na taxa de blastocistos
de 30 para 21%, demonstrando sua acdo nociva. VAJTA et
al. (1998) observaram um aumento na taxa de blastocistos
de 13% para 25%, quando o desnudamento passou de 22
para 6 horas apds o inicio da maturacdo, antes da
vitrificagdo de ovocitos bovinos maturados. Fica
claramente demonstrado que uma série de fatores podem
influenciar nos indices obtidos apds a vitrificagdo de
ovécitos bovinos, sendo necessarios novos estudos para sua
avaliacéo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo
demonstram que as micropipetas de vidro
estiradas podem ser utilizadas na vitrificagéo de
ovocitos bovinos, proporcionando resultados
semelhantes aqueles obtidos com as palhetas
estiradas, possibilitando facilidade de manuseio e
rapidez na execucao do processo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARAV, A.; SHERU, D.; MATTIOLI, M. Osmotic and

cytotoxic Study of Vitrification of Immature Bovine
Oocytes. J. of Repr. and Fert., v.99, p. 353-358, 1993.

ARAV, A.; ZERON, Y.; LESLIE, S.B.; BEHBOODI, E.;
ANDERSON, G.B.; CROWE, J.H. Phase transition
temperature and chilling sensitivity of bovine oocytes.
Cryobiology, v.33, n.6, p. 589-599, 1996.

FIGUEIRO, G.M. BRUM, D.S., MEZZALIRA, A,
FIALHO, S.S., ALVES, M.R.L., RUBIN, M.I.B. E SILVA,
C.A.M. Soro eqliino na PIV de embrides bovinos: analise
do soro de égua em diferentes estadgios do cio. Arg. Fac.
Vet. UFRGS, v.28, n.1, p.258, 2000 (Supl.).

HOCHI, S.; AKIYAMA, M.; MINAGAWA, G,
KIMURA, K.; HANADA, A. Effects of cooling and
warming rates during vitrification on fertilization of in vitro
matured bovine oocytes. Cryobiology, v.42, n.1, p.69-73,
2001

HOLM, P.; BOOTH, P. J.; SCHMIDT, M. H.; GREVE, T.;
CALLESEN, H. High bovine blastocyst development in a
static in vitri production system using SOFaa Medium
supplemented with Sodium Citrate and Myo-Inositol with
or without serum-proteins. Theriogenology, v.52, p.683-
700, 1999.

HURT, A.E.; SQUIRES, E.L.; SEIDEL, G.EJr.
Vitrification of equine and bovine oocytes in na ethylene
glycol, ficoll and sucrose using open pulled straws.
Theriogenology, v.51. n.1, p.166, 1999. Abstract.

Le GAL, F.; MASSIP, A. Development of thawed oocytes
fertilized in vitro after vitrification by the Open Pulled
Straw method before or after in vitro maturation. In:
Gametes: Development and Function, Lauria, A,
Gandolfi, F. Editors, Milano,1998, p.554.

LIM, JM.; FUKUI, Y.; ONO, H. The post-thaw
developmental capacity of frozen bovine oocytes following
in vitro maturation and fertilization. Theriogenology, v.35,
n.6, p.1225-1235, 1991.

LIM, JM.; FUKUI, Y.; ONO, H. Developmental
competence of bovine oocytes frozen at various maturation
stages followed by in vitro maturation and fertilization.
Theriogenology, v.37, n.2, p.351-361, 1992.

MARTINO, A.; POLLARD J.W.; LEIBO, S.P. Effect of
chilling bovine oocytes on their developmental
competence. Mol. Reprod. Dev., v.45, p.503-512, 1996.

MEZZALIRA, A; BARBIERI, D. P.; MULLER, F,;
PINHO, C. C.; SILVA, C.AM.; RUBIN, M.l.B,;



BERNARDI, M.L. Vitrificacdo de odcitos bovinos em
micropipetas de vidro. Arg.Fac.Vet. UFRGS, v.27, n.1,
p.262, 1999.

MEZZALIRA, A.; VIEIRA, AD.; BARBIERI, D.P;
MACHADO, M.F.; THALER NETO, A.; BERNARDI,
M.L.; MONDINO, C.A.; RUBIN, M.1.B. Vitrificacdo de
odcitos e embries bovinos produzidos in vitro e expostos a
citocalasina B. Brazilian Veter. Journal, (aceito p/public),
2002

PALASZ, T.A. & DEL CAMPO, M. Cryopreservation of
mammalian oocytes and embryos: Recent advances. In:
SEMINARIO INTERNACIONAL DE TRANSFERENCIA
DE EMBRIONES- BIOTECNOLOGIA E
TECNOLOGIAS AVANZADAS,...Anais.. Montevideo, 4-
5 maio 1995, p.78-85, 1995.

RALL, W. F., & FAHY, G. M. Ice-free criopreservation of
mouse embryos at —196°C by vitrification. Letters to
Nature, v.313, p.573-575, 1985.

VAJTA, G; BOOTH, PJ.; HOLM, P.; GREVE, T,
CALLESEN, H. Successful vitrification of early stage
bovine in vitro produced embryos with the oppen pulled
straw (OPS) method. Cryo Letters, v.18, p.191-195, 1997.

VAJTA, G.; KUWAYAMA, M.; BOOTH, P.J.; HOLM, P.;
GREVE, T.; CALLESEN, H. Open pulled straw (OPS)
vitrification of cattle oocytes. Theriogenology, v.49, n.1,
p.176, 1998. Abstract.



