R. Bras. Zootec.,v.33,n.5,p.1128-1134, 2004

Vitrificacdo de Ovdcitos Desnudados ou N&o e Previamente Maturados I n Vitrot
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RESUM O - Objetivou-se avaliar os efeitos da vitrificagdo de ovécitos maturadosin vitro de bovinos, utilizando o etilenoglicol (EG)
associado a trehalose e polivinilpirrolidona (PVP). Utilizaram-se ovAcitos provenientes de ovarios de vacas abatidas em matadouro,
distribuidos aleatoriamente em trés tratamentos. Tratamento O (TO - testemunha): ovdcitos ndo desnudados e ndo congelados.
Tratamento 1 (T1): vitrificagdo de ovécitos com cumulus oophorus e maturados in vitro. Tratamento 2 (T2): vitrificagdo de ovdcitos
desnudados e maturados in vitro. A porcentagem de ovdcitos recuperados e com morfologia normal apds a desvitrificagdo foi diferente
entreT1eT2 (94,7 e76,8%; 69,5 e49,85%, paraT1 e T2, respectivamente). Apos areidratacdo, osovacitos vitrificados foram fecundados
e cultivados in vitro por sete dias. Foi verificada, em nivel ultra-estrutural, liberacdo prematura dos granulos corticais em ovécitos
vitrificados. As taxas de fecundag&o e de clivagem foram diferentes entre os tratamentos (56,2; 41,7 e 12,5%; 36,3; 0,0 € 0,0% para TO,
T1 e T2, respectivamente). Apenas no TO foram obtidos mdrulas e blastocistos (34,5%). Estes resultados indicam que o procedimento
de vitrificagdo, segundo os protocolos utilizados, ndo é indicado para a criopreservacdo de ovécitos maturados de bovinos.
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Cryopreservation of Bovines Oocytes Desnuded or not and Previously in vitro Matured

ABSTRACT - This study aimed at the evaluation of the effects from cryopreservation of bovine oocytes in vitro matured,
by using ethylene glycol (EG) associated to trehalose and polyvinylpyrrolidone (PVP), of ovary oocytes of slaughtered cows,
randomly assigned to three treatments. Treatment O (TO - control): oocytes that were desnuded and not vitrified. Treatment 1
(T1): cryopreservation of in vitro matured oocytes with cumulus oophorus. Tratamento 2 (T2): cryopreservation of in vitro
matured desnuded oocytes. The percentage of recovered oocytes after cryopreservation and with norma morphology was
different for vitrified oocytes (94.7 and 76.8%; 69.5 and 48.85% for T1 and T2, respectively). The main changes ultrastructural
in vitrificated oocytes were prematurely released of cortical granules. Later, all normal oocytes were fecundated and cultivated
at 38.5°C in atmosphere with 5% CO, for seven days. The fecundation and cleavage rates for treatments were different (56.2,
41.7 and 12.5%; 36.3, 0.0 and 0.0%, for TO, T1 and T2, respectively). Morulas and blastocysts were obtained only in TO (34.5%).
These results indicate that, the used protocols, for vitrification procedure is not indicated for cryopreservation of matured bovine
oocytes.

Key Words: bovine, oocytes, vitrification

Introducéo Muitos protocolos, como o resfriamento lento,
rapido eultra-rapido, témsido utilizados, porém, ainda

V&rios estudos cientificos sobre 0 uso das técnicas n&o existe um procedimento que possaproduzir resul -

de criopreservacdo estdo sendo realizados, com o
proposito de formar bancos de gametas femininos que
poderdo ser utilizados em pesquisas ou aplicacbes
comerciais. O uso desta biotécnica tem apresentado
resultados sati sfatoriosquanto apreservacao deovocitos
de camundongas, hamster, coelhas e humanos.
Entretanto, ospesqui sadorestém encontrado dificul dades
na criopreservacao de ovocitos de bovinos (Fuku et al .,
1995a; Martino et al., 1996; Suzuki et al., 1996).

1 Apoio financeiro da FAPEMIG.

tados consistentes. A vitrificagdo € um dos métodos
de criopreservacdo gque, recentemente, vem sendo
muito pesquisada, por consistir em eliminar
metodol ogias laboriosas dos métodos convencionais
(Rall, 1987; Hochi et al ., 2001). Entretanto, apresenta
como desvantagem o seu efeito tdxico, pois consiste
no uso de elevada concentracdo de crioprotetores na
solucdo (Pugh et al., 2000). Pode-se minimizar o
efeito téxico dos crioprotetores adicionando
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macromol éculas e aglicares na solucéo (Kasai et al.,
1990), ou combinando crioprotetores, como o
etilenoglicol (EG) (Martino et al., 1996).

Segundo Hochi et a. (1996), em adicdo aos
protocol os de criopreservagdo, os estadios mei 6ticos
dos ovécitos também influenciam a capacidade de
sobrevivéncia da célula criopreservada. Fuku et al.
(1995b) observaram que ovacitos maturadosin vitro
(M1V) podem ser criopreservados e manter a
viabilidade apds descongelamento, para a fecunda-
¢do in vitro (FIV) e culturain vitro (CIV), embora
os resultados ainda ndo sejam consistentes. Corrobo-
rando estesachados, Asadaet a. (2002), apdsanalises
de ovocitos em metafase |1 (MII) e desvitrificados,
verificaram que somente 28,3% foram fertilizados.
Adicionalmente, observaram 12% de clivagem, sendo
gue nenhum chegou ao estadio de morula. Porém,
Hochi et al. (1997) eSung et al. (2001), ao vitrificarem
ovécitos em MII de bovinos e camundogos, expostos
a solucdo de EG, obtiveram taxa de 31 e 34% de
clivagem até oito células, sendo que 5 e 25% chegaram
a0 estadio de blastocisto, respectivamente. Papiset al.
(2000) também n&o obtiveram resultados satisfatorios
apos vitrificarem ovacitos em MII desnudos, obtendo
somente 27% de clivagem, sendo que somente 3% se
desenvolveram até o estédio de blastocisto.

Varios pesquisadores admitem que o estédio de
vesiculagerminal (ovécito imaturo) € mais sensivel a
criopreservacdo que qualquer outro estadio nuclear
(Fuku et al., 1995a; Fuku et al., (1995b; Hochi et al .,
1997; e Lunaet al., 2001). Entretanto, exposic¢éo do
ovécito maturado (MI1) a certas condigcdes de
resfriamento e aos crioprotetores pode induzir a
instabilidade dos fusos meioticos, provocando
segregacdo anormal dos cromossomos na retomada
da meiose com a fecundagéo, podendo causar anor-
malidades cromossdmicas (Shaw et al., 2000).
Saunders & Parks (1999), por intermédio da
microscopia eletrbnica, observaram varias altera-
¢des, ao congelarem ovocitos maturados in vitro de
bovinos. Esses pesquisadores verificaram acumulo
ou dispersdo cromossdmica, despolimerizacdo de
microtubul os, alteragdes naestruturado fuso, forma-
¢80 de crateras e descontinuidade na actina do
citoesquel eto.

Comaanaliseultra-estrutural, Fukuetal. (1995a),
Fuku et al. (1995b), Schmidt et al. (1995) e Hochi et
al. (1996) verificaram, além das alteracbes nos
mi crotUbul os, nos cromossomas e nas mitocondrias,
alteracBes na zona pellcida, destruicdo das jungdes
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gap entre as células do cumulus ooforus e, principal -
mente, a precoce distribuicdo periférica e exocitose
dos gréanulos corticais (CG), prejudicando a
fecundacdo, em raz&o do enrijecimento precoce da
zona pelucida. Segundo esses pesquisadores, este
enrijecimento precoce € um dos principais fatores que
provocam resultados insatisfatorios na vitrificagdo de
ovécitos maturadosin vitro. Fuku et al. (1995b) afirma-
ram que esta reacdo prematura dos CG de ovécitos de
bovino ndo é induzida somente pelo crioprotetor, mas
também pelas baixas temperaturas.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de
estudar a eficécia da vitrificagdo de ovocitos previa-
mente maturados in vitro, utilizando o etilenoglicol
associado com outros crioprotetores. Pretende-se
avaliar os efeitos na morfologia celular e na subse-
guente capacidade de desenvolvimento apos a fecun-
dacdo e cultivo embrionério.

Material e Métodos

Ovériosbovinosforam obtidosde animaisabatidos
em matadouro e transportados para o laboratério em,
no maximo, trés horas apos a coleta em solucédo
fisiologica entre 35 e 37°C, contendo penicilina e
estreptomicina(Sirard & Bilodeau, 1990). Nolabora-
tério, os ovarios foram submetidos a aspiracao,
mani pulacdo e classificacdo, conforme Costa (1994).
Foram selecionados para 0 experimento 0s ovicitos
gue apresentaram cumulus oophorus compactos
(COC)). Os ovacitos foram divididos aleatoriamente
em trés tratamentos. Tratamento O (testemunha),
constituido de 692 ovocitoscom COC_né&o congelados
(frescos), os quais foram submetidos aos processos
de MIV, FIV e CIV, conforme descrito em itens
posteriores; Tratamento 1 (vitrificado com cumulus
oophorus — VCOC), constituido de 357 ovdcitos e
Tratamento 2 (vitrificado desnudado — VD),
constituido de 371 ovécitosdesnudados segundo Costa
(1994). Os ovdécitos de cada tratamento foram
previamente submetidos & maturagdo in vitro em
meio de cultivo, por 24 horas, segundo Costa (1994).
Os ovacitos do tratamento 2 foram maturados com
células da granulosa em suspensdo, na quantidade de
dois milhdes por mililitro. Ap6s a MIV, os ovdcitos
dos tratamentos 1 e 2 foram criopreservados pelo
método de vitrificagdo. A vitrificagdo foi realizada
conforme protocolo utilizado em zigotos por Saha et
al. (1996), em trés etapas para desidratacdo. As duas
primeiras etapas duraram cinco minutos cada, com as
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solugBes em temperatura ambiente, enquanto a Ulti-
ma, que correspondiaasol ugdo de vitrificagdo, durou
apenas um minuto a 4°C. Todas as solucdes tiveram
0 pH previamente agjustado para 7,30 - 7,35. Na
primeira etapa, foi utilizada uma solucdo contendo
10% de etilenoglicol (EG); nasegunda, 10% de EG +
0,3 mol L de trehalose; e naterceira, 40% de EG +
0,3 mol L detrehalose+ 20% de polivinilpirrolidona
(PVP). Antes de completar o tempo da terceira
etapa, os ovocitos foram envasados em grupos de 20
a 30 em palhetas de 0,25 mL. Uma vez acondiciona-
dos na palheta, esta foi fechada e mergulhada em
nitrogénio liquido acondicionado em uma caixa de
isopor.

Os ovocitos dos tratamentos 1 e 2 foram
desvitrificados pela imersdo da palheta em banho-
maria a 30°C por 20 segundos, e a reidratacdo em
temperatura ambiente, em apenas um banho. A solu-
¢ao de reidratacdo foi composta de 20% EG mais
0,3 mol L detrehalose e 10% de PV P. Esta solugcéo
teve o pH previamente ajustado para 7,30 - 7,35. Os
ovécitos permaneceram nestasol ugdo por sei sminutos
e, posteriormente, foram lavados quatro vezes em
meio Talp-Hepes e avaliados morfol ogicamente. Os
ovocitos considerados normais foram submetidos a
FIV e CIV. Foram considerados normais os ovocitos
gue apresentaram formas esférica e simétrica, sem
degeneraco aparente, eanormais, agueles com perda
decontetdo celular, citoplasmavacuolizado, retraido
ou fragmentado. Osresultados obtidos das alteractes
morfologicas foram distribuidos em tabelas de
contingéncia e analisados pel o teste do qui-quadrado
(Sampaio, 1998).

A fecundagdo in vitro foi realizada segundo
Costa (1994), utilizando sémen bovino congelado em
pal hetas médias. O meio de manipulagdo, incubagdo
do sémen e o de fecundagé@o foram o Sp-Tl e Fert-
Talp, respectivamente, de Parrish et al. (1988),
modificado segundo Costa (1994).

Paraavaliagdo dataxadefecundagdo, osovécitos
foram submetidos aos procedimentos sugeridos por
Costa (1994). Foram considerados fecundados os
ovacitos que apresentaram os dois pronucleos, com
presenca ou ndo da cauda do espermatozoéide.

Apdbs a incubagdo com o sémen, 0s ovOcitos
foram cultivados, durante sete dias, em gotas com
50 L demeio TCM 199 acrescido de 10% de soro de
vaca em diestro. Os ovocitos do tratamento 2 foram
cultivados com células da granulosaem suspensdo. O
meio foi renovado a cada 48 horas. As taxas de
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clivagem e de mérulas e blastocistos foram avaliadas
no segundo e sétimo dias de cultivo, respectivamente.
Os resultados obtidos quanto a clivagem e
desenvolvimento para mérulas e blastocistos foram
distribuidos em tabelas de contingéncia e analisados
pelo teste do qui-quadrado (Sampaio, 1998).

Para confirmag&o da maturagdo citoplasmética
em nivel ultra-estrutural, segundo Costa (1994), foi
processado, apds a M1V, um total de 30 ovdcitos de
cadatratamento paramicroscopiael etronicadetrans-
missdo. A contrastacéo foi realizada com o citrato de
chumbo (Reynolds, 1963) e com o acetato de uranila
(Watson, 1958). Também foram processados, para
andlise ultra-estrutural, 30 ovdcitos de cada trata-
mento para confirmagéo dafecundagdo e 30 ovocitos
pos-vitrificagdo e reidratagao.

Resultados e Discussao

Com relagéo a porcentagem de ovacitos recupe-
radosaposadesvitrificacdo, houvediferenca(P<0,01)
entre o tratamento de ovocitos maturados in vitro e
vitrificados com cumulus oophorus (VCOC) e o
tratamento de ovécitosvitrificados desnudados (V D),
sendo 94,7% (338/357) e 76,8% (285/371), respecti-
vamente. A taxa de recuperacdo dos VCOC, foi
semelhante & obtida por pesquisadores congelando
ovaocitos de vacas ou novilhas (Hamano et al., 1992;
Men et al., 2002).

Entre os escassos estudos realizados com a
criopreservacdo de ovécitos maturados in vitro e
desnudados, poucos relataram a taxa de recupera-
¢do. Entretanto, Sung et al. (2001), ao trabalharem
com ovacitos de camundongas maturados in vitro e
desnudados, obtiveram taxa de recuperagdo, apos a
desvitrificac8o, de 73,8%, val or semelhante ao obtido
neste experimento.

Segundo Souza (2001), ataxade recuperagéo dos
ovoécitos parece ndo ser afetada pelo tipo de
crioprotetor, pela espécie animal e nem mesmo pelo
método de criopreservacdo utilizado. Dessa forma,
as perdas dos ovocitos que ocorreram de maneira
mais intensa no VD que no VCOC_ podem ser
atribuidas & maior dificuldade de visualizacdo dos
ovaocitos desnudados durante os procedimentos de
desvitrificag8o e reidratagcdo dos mesmos.

Em relacdo a porcentagem de ovécitos com
morfologia anormal, houve diferenca (P<0,05) entre
0VCOC_(30,5%) e VD (51,2%) (Tabelal). Segundo
Limetal. (1999), otipo decrioprotetor utilizado pode
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afetar a morfologia dos ovécitos bovinos, sendo pre-
ferivel o uso de substancias mais permeaveis. Dessa
forma, o EG foi utilizado como crioprotetor neste
experimento, por possuir baixo peso molecular eata
permeabilidade, natentativadeevitar maior ocorréncia
de injarias celulares. Entretanto, a andise ultra-
estrutural evidenciou que, mesmo nos ovocitos
aparentemente normais apos a desvitrificagdo, ocor-
reram alteragbes. A principal alteracdo encontrada
nos vitrificados foi a liberacdo prematura dos
granulos corticais. Estacondic&o, verificadatambém
por vérios pesquisadores, afeta a condi¢cdo da zona
peltcida, interferindo na fecundag@o e posterior
desenvolvimento embrionério (Fuku et al., 1995z,
Fuku et al., 995b; Schmidt et al., 1995; Hochi et al .,
1996). Ao contrario, 0os ovocitos ndo criopreservados
(testemunha) apresentaram os granulos corticais
distribuidos normalmente conforme verificado por
Costa (1994), com distribui¢do equitativa nas proxi-
midades da membrana plasmatica. Além das
alteracBes nos grénulos corticais, foram também
verificadas nos ovadcitos criopreservados outras
alteragcbes como vacuolizacdo e perda de cristas
mitocondriais, fato observado por Fuku et al. (1995a),
em ovacitos vitrificados imaturos.

Souza (2001) obteve menor porcentagem de
ovacitosimaturos e desnudos com morfologianormal
apbs a desvitrificagdo, resultado semelhante ao
encontrado neste experimento. Segundo esse autor,
gue utilizou a mesma metodologia do presente
experimento, a menor porcentagem de ovécitos ima-
turos e desnudados encontrados com morfol ogia nor-
mal pode ser atribuida as etapas de desidratacdo. Os

dois tratamentos foram submetidos as mesmas con-
dicdes nas etapas de desidratagéo, porém o VCOC,
pode ter apresentado melhor resultado, em razéo de
suas células do cumulus oophurus possibilitarem
trénsito menos drastico do crioprotetor. Corroborando
0s resultados obtidos por Souza (2001) e Agcaet al.
(1998), pode-se inferir que os ovdcitos desnudados
necessitam de tempo de desidratagcéo dos VCOC,
diferenciado. Portanto, € provavel que o tipo de
crioprotetor utilizado e o tempo de desidratacdo sejam
diferentes quanto ao uso de ovdcitos com presenca
ou ndo de células do cumulus oophurus.

O numero de ovocitos com anormalidades foi
diferente (P<0,05), em relacdo ao citoplasma retraido
e a perda de contetdo celular. Corroborando os
resultadosobtidospor Martinoet al. (1996), aprincipal
anormalidade encontrada neste experimento foi
citoplasma retraido. Segundo Souza (2001), embora
pouca importanciatenha sido dada a esta anormalida-
de, o grau de retracéo do citoplasma € bastante impor-
tante, pois, de acordo com aintensidade, pode compro-
meter totalmente a integridade da membrana
citoplasméti caeaorgani zacdo dasorganel asdo ovocito.

Em relacéo a perda do contetido celular, alguns
trabalhos (Dahli et al., 2000a; Dahli et al., 2000b)
classificaram esta injuria e 0 rompimento da zona
pellcida como anormalidades distintas. Entretanto,
corroborando resul tadosobservadospor Souza(2001),
no presente experimento, o rompimento de zona
pel licida estava associado aos ovécitos que apresen-
taram perdade material citoplasmatico, visto que ndo
€ possivel a perda de material sem o rompimento
prévio da zona pelUcida.

Tabela 1 - Anormalidades morfoldgicas encontradas em ovdcitos vitrificados apds maturagdo com
cumulus oophorus (T1 - VCOC,) ou desnudados (T2 - VD)

Table 1 - Morphological abnormalities from oocytes vitrificated after maturation with cumulus oophorus
(T1 - VCOCy) or desnude (T2 - VD)
N (%) Anormalidades (%)
Tratamento Abnormalities (%)
Treatment ZPrompida Citoplasmaretraido
Disruption of zZP Retracted cytoplasm
T1(vitrificados- VCOC) 103/338(30,5)? 13(12,6)2 90(87,4)°
T1 (vitrificated - VCOC))
T2 (desnudadosvitrificados- VD)  146/285(51,2)° 50(34,2)" 96 (65,7)"

T2 (vitrificated desnudes - VD)

ZP = zona peldcida; ZP rompida = inclui perda de conteddo celular.

ZP = pelucida zona; Disruption of ZP = includes celular content loss.

Valores com diferentes letras sobrescritas na mesma coluna séo diferentes (P<0,01) pelo teste do qui-quadrado.
Values within the same column, followed by different letters, differ (P<.01) by chi- square test.
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A taxade fecundacéo foi diferente (P<0,01) para
0s ovacitos dos tratamentos controle (T0), ovécitos
maturados in vitro com cumulus oophorus (VCOC,)
e ovocitos desnudados maturados in vitro (VD),
sendo de 56,2; 41,7 e 12,5%, respectivamente. O
resultado obtido para o VCOC, foi semelhante aos
38,3% encontrados por Le Gal & Massip (1999) eaos
47,45% verificadospor Hochi et al. (1997). Entretanto,
foi ligeiramente inferior aos 58,0; 62,5 e 61,7%
encontrados por Hochi et al. (2001), Sung et al.
(2001) e Asada et al. (2002), respectivamente. As
concentracdes de crioprotetores utilizadas por Hochi
et al. (1997) foram similares as do presente experi-
mento, observando-se que a alta taxa de fecundacéo
pode ter sido atribuida as etapas de exposi¢édo aos
crioprotetores, pois foram utilizadas duas etapas de
desidratacdo de 10 e 1 minuto, respectivamente, ambas
em temperatura ambiente. No presente estudo, apesar
de a Ultima etapa também ter durado 1 minuto, a
temperatura foi de 4°C, o que pode ter influenciado a
taxa de fecundagéo.

Os numeros e a porcentagem de ovdcitos que
clivaram eal cancaram estédio de morulae blastocisto
sdo apresentados na Tabela 2. Os procedimentos de
vitrificagdo adotados neste experimento provocaram
efeitos adversos nos ovocitos, refletindo na taxa de
clivagem, quefoi igual azero em ambosostratamentos
de vitrificac&o.

Os ovacitos ndo vitrificados (TO - testemunha)
desenvolveram-se até o estadio de morula e
blastocisto, em taxas satisfatorias (34,5%), demons-
trando que os procedimentos para FIV e CIV foram
adequados.

Varios autores (Hamano et al.,1992; Martino et
al., 1996; Agcaet al., 1998; Otoi et al., 1998) obser-
varam gue um menor tempo de exposi ¢do dosovocitos
aos agentes crioprotetores melhorava as taxas de
clivagem e, consequentemente, a producdo de
blastocistos. Hamano et al. (1992), utilizando um
protocolo de vitrificag8o no qual osovacitos ficavam
expostos a solucéo de vitrificagdo por 10 segundos,
conseguiramtransferir trésembridesbovinos, obtendo
duas vacas gestantes. No presente estudo, 0sovocitos
foram expostos a solugédo de vitrificagdo durante um
minuto, tempo estetalvez inadequado, visto aelevada
osmolaridade desta solucéo.

Além do periodo de exposi¢cdo de um minuto
utilizado na solucdo de vitrificagdo deste estudo, o
procedimento foi realizado a 4°C. Aman & Parks
(1994) observaraminjUriasnosovocitosmaturadosin
vitro eresfriados em temperaturas entre 25 e 4°C por
um minuto. Martino et al. (1995) reportaram que
ovacitos imaturos de bovinos foram prejudicados,
guando resfriados a 0°C durante 30 segundos.
Segundo esses autores, o0s ovécitos foram
fecundados, mas com o desenvolvimento
subseqiiente comprometido, provavelmente em
decorréncia de instabilidade dos fusos provocada
pelo resfriamento (Saunders & Parks, 1999; Shaw
etal., 2000). Souza(2001) afirmou que atemperatura
da solucéo de vitrificagdo utilizada no experimento
com ovocitos imaturos pode ter prejudicado o
desenvolvimento apdsfecundagdo. Do mesmo modo,
a temperatura utilizada neste experimento pode ter
causado danos ao desenvolvimento apds a
fecundac&o dos ovécitos maturados in vitro.

Tabela 2 - Clivagem e desenvolvimento embrionario de ovdcitos submetidos a fecun-
dacédo in vitro apds maturacao (T0O) ou maturados e vitrificados (T1 e T2)

Table 2 - Cleavage and embryo development from oocytes submitted to a fertilization in vitro
after maturation (TO) or maturated and vitrification (T1 and T2)

Tratamento N Clivados (%) Mérulas e Blastocistos (%)

Treatment Cleavage Morulae and Blastocysts

TO (testemunha) 333 139(36,3) 48(34,5)

TO (control)

T1 (vitrificados) 161 0(0) 0(0)

T1 (vitrificated)

T3 (desnudados vitrificados) S°] 0(0) 0(0)

T3 (vitrificated desnudes)
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Conclusdes

A associacdo do etilenoglicol, trehalose e
polivinilpirrolidonaadotadaneste experimento ndofoi
eficaz para a vitrificagdo de ovdcitos bovinos,
previamente maturados in vitro com cumulus
oophorus ou desnudados.

N&o existe relagéo entre a aparéncia morfol 6gica
do ovacito criopreservado, em microscopia conven-
cional, e sua capacidade de desenvolvimento apds a
fecundac&o in vitro.

A criopreservacdo de ovocitos maturados de
bovinos pelo método de vitrificagdo ainda ndo apre-
senta resultados consistentes e com repetibilidade,
tendo em vistaosresultados encontrados naliteratura,
inclusive o deste trabal ho.
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