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Criopreservacao de embrides bovinos produzidos in vitro

Cryopreservation of in vitro produced bovine embryos
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Resumo

Avaliou-se o processo de congelamento lento utilizando etilenoglicol 1,8 M, quanto a taxa de eclosdo de blastocistos, rompi-
mento de zona pellcida e extrusao celular. Blastocistos de sete dias classificados como de graus | e Il foram distribuidos em
dois tratamentos: T1(embrides a fresco ) e T2 (congelamento lento com etilenoglicol 1,8 M). Realizou-se o congelamento em
aparelho automatico com curva de -6° a -35°C e queda de 0,5°C/min. Os embrides congelados foram estocados em nitrogénio
liquido. Imediatamente apds o descongelamento os blastocistos foram cultivados individualmente em gotas de 100 mi do
meio Glasgow BHK 21, onde permaneceram por 72 horas. Os embrides do T1 também foram submetidos a essas condicdes.
A taxa de eclosédo foi maior no T1 (P<0,01), assim como as de rompimento de zona pellcida e extrusado celular foram maiores
no T2 (P<0,01). Concluiu-se que a criopreservagdo de embrides bovinos produzidos in vitro, em etilenoglicol 1,8M, resultou em
taxas de ecloséo satisfatérias, mesmo provocando danos como lesdo de zona pellcida e extrusdo celular.
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Abstract

The slow freezing process with ethylene glycol 1,8M was evaluated, especially the blastocysts hatched, fractured of zona
pellucida and cellular extrusion rates. The 7 days blastocysts with grades 1 and grade 2, was randomly distributed into 2
treatments: treatment 1(fresh embryos) and treatment 2 (frozen embryos). The process was performed in an automatic machine
with graduation of -6 to -35°C, 0,5/min. The embryos of both treatments were storage in liquid nitrogen. After thawing, they were
cultivated into 100 ni drops of Glascow BHK21 medium by 72 hours. The hatching rate was high in the treatment 1(p<0,01), on
the other hand the fractured of zona pellucida and cell extrusion rate were high in the treatment 2 (p<0,01). The cryopreservation
of bovine embryos derived in vitro with ethylene glycol 1,8M resulted satisfactory hatching rates, even with problems as the zona
pellucida injury and cell extrusion.
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Introducéo teste de progénie, e viabiliza a criagdo de bancos de embri-

. . . 0es de animais geneticamente superiores ou em extingéo.
A producéo in vitro (PIV) de embriBes bovinos vem-se tornan-

do uma prética promissora, e, certamente, tera importante
papel na aplicagcdo comercial de programas de melhoramen-
to genético. Entretanto, para que a PIV possa ser amplamen-
te difundida é essencial que os embrides possam ser esto-
cados em nitrogénio liquido (Khurana e Niemann, 2000). A
criopreservacéo permite o aproveitamento de receptoras com
cio natural, evitando a manutencdo de grandes rebanhos de
animais; além do transporte de embrides congelados apre-
sentar um menor custo e possibilitar a programacéo de nas-
cimentos adequada ao manejo de cada fazenda. Oferece ain-
da condi¢Bes de se armazenar embrides enquanto se realiza

Durante os processos de congelamento e descongelamen-
to, ocorrem danos na estrutura celular que sdo provenientes
de fatores como a formacao intracelular de cristais de gelo e
a diminuicdo da temperatura antes do congelamento (Zeron
et al., 1999). O congelamento lento visa a manutencdo do
equilibrio entre as varias fontes de danos, usando-se uma
baixa concentracdo de crioprotetores e controlando a forma-
¢do de gelo (Vajta, 2000). Este trabalho teve como objetivo
avaliar a eficiéncia do processo de congelamento lento, utili-
zando etilenoglicol 1,8 M, na criopreservacéo de embrides
bovinos produzidos in vitro, verificando sua viabilidade apés o
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descongelamento, de acordo com as taxas de ecloséo, lesdo
de zona pellcida e extrusado celular.

Material e métodos

Odcitos recuperados a partir de ovarios coletados de fémeas
bovinas abatidas em matadouro foram selecionados e
maturados in vitro em meio TCM-199 (Gibco) acrescido de
10% de soro de vaca em cio e 20 ng/ml de FSH, por 24 horas.
ApO6s a maturacéo, os oodcitos foram fertilizados in vitro com
sémen congelado. Para separacdo de espermatozéides vi-
vos e mortos foi utilizado o método de swim up. A fecundacgéo
in vitro foi realizada em gotas de 100 nl de meio Fert-Talp
acrescido de heparina, cobertas com 6leo mineral, com con-
centracdo espermatica de 2,0 x 10° espermatozéides/ml por
periodo aproximado de 22 horas.

Os possiveis zigotos foram cultivados em meio CR2aa,
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), junta-
mente com suas células do cumulus, em gotas de 50 m co-
bertas com 6leo mineral. O meio foi renovado pela metade 48
horas ap6s o inicio do cultivo. Todas as etapas foram realiza-
das em estufa incubadora a 38,8°C, 95% de umidade e 5%
de CO,.

Blastocistos de sete dias classificados como de graus | e I,
segundo Kennedy et al. (1983) foram divididos em dois trata-
mentos: T1 (embrides a fresco) e T2 (etilenoglicol 1,8M).
Blastocistos do T2 foram lavados em uma solu¢éo de DPBS
acrescida de BSA 0,4% e posteriormente desidratados em
solugdo de etilenoglicol 1,8 M em PBS + 0,4% de BSA,
envasados em palhetas de 0,25 ml e transferidos para o con-
gelador automatico de embrides com curva de -6 a -35°C e
queda de 0,5°C por minuto. A inducdo da cristalizacdo
(seeding) foi realizada cinco minutos apds a estabilizacéo da
temperatura inicial da curva. No descongelamento, cada
palheta foi mantida 10 segundos no ar e 20 segundos em
banho-maria a 35°C. Os embrides de ambos os tratamentos
foram lavados em DPBS acrescida de BSA 0,4% e em meio
Glasgow BHK21 e distribuidos individualmente em gotas de
100 m do mesmo meio condicionado com monocamada de
células da granulosa. O cultivo foi realizado por 72 horas. As
taxas de eclosdo, lesédo da zona pellcida e extrusdo celular
foram avaliadas 72 horas apdés o inicio do cultivo.

Os parametros analisados foram taxas de eclosdo de
blastocistos, lesdo de zona pellcida e extrusao celular. Dife-
rencas entre os tratamentos foram avaliadas pela andlise de
tabela de contingéncia utilizando o teste de qui-quadrado.

Resultados e discussao

Dos 312 blastocistos produzidos, apenas 217 foram utiliza-
dos no experimento (Tabela 1), sendo 80 a fresco e 137 con-
gelados. Blastocistos iniciais, blastocistos eclodidos e
blastocistos com forma e coloragdo heterogénea em alguns
ou varios blastbmeros, presenca evidente de células no es-
paco perivitelinico e na blastocele, confusa diferenciacéo ce-
lular e forma indefinida, ndo foram utilizados. Hasler et al.
(1997) argumentam que quanto menor o estagio de desen-
volvimento do embrido, menor a taxa de sobrevivéncia apés o
descongelamento. Sendo assim, os blastocistos iniciais sao
mais sensiveis do que os de estagio mais avancado. A zona
peltcida funciona como uma protecao para o embrido a qual-
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quer dano que venha a sofrer. Partindo deste principio, os
blastocistos eclodidos se tornam muito mais vulneraveis aos
processos de criopreservagdo. Rodrigues et al. (1995) de-
monstraram que embrifes PIV oriundos do 7° e 8° dias pos-
fecundacéo, apresentaram uma taxa de sobrevivéncia pos-
descongelamento maior comparada a dos dias 6, 9 e 10,
utilizando etilenoglicol 1,8M, e sugeriram que o0 aumento da
sensibilidade destes embriGes a crioinjlrias pode estar rela-
cionado com a morfologia, metabolismo e fisiologia celular.

Tabela 1 — Estruturas obtidas na PIV de embrides bovinos

Total % do Total
N° de Ovarios 354 -

N° de Odcitos 966 100,0

N° de Clivados 581 60,2

N° de Blastocistos 312 32,2
Embrides Congelaveis 217 22,5
Blastocistos Iniciais 43 4,5
Blastocistos Eclodidos 5 0,5
Descartados 47 4,9

A taxa de producgdo de blastocistos do presente experimento
esta de acordo com o resultado de varios autores (Rodrigues
e Garcia, 2000 e Rizos et al., 2001), embora um pouco inferior
aos achados de Dayan et al. (2000).

As taxas de embrifes eclodidos, lesdo de zona pellcida e
extrusdo celular ap6s o descongelamento estdo representa-
dos na Tabela 2. Dos 137 blastocistos congelados, 36 embri-
Oes foram perdidos durante os procedimentos de congela-
mento e descongelamento. Essa perda pode estar relacio-
nada com a destruicdo total das estruturas pelo processo de
congelamento, propriamente, dito e a aderéncia dos embri-
Oes a parede interna das palhetas. A viabilidade de embrides
submetidos aos processos de criopreservagdo esta direta-
mente relacionada com o tempo de equilibrio, concentragao
e diluicdo do crioprotetor utilizado, além dos métodos de con-
gelamento (Nowshari et al., 1994). A extensdo das lesBes
causadas pela criopreservacdo depende de fatores que in-
cluem tamanho, forma, permeabilidade, qualidade e sensibi-
lidade do embrido. Esses fatores sdo determinados pela
espécie, estadio e origem dos embrides (Vatja, 2000).

Tabela 2 — Avaliagdo do cultivo in vitro de blastocistos a fresco
e criopreservados em etilenoglicol 1,8 M, apds 72 horas

Tratamento 1* Tratamento 2**

Total 80(100,0%) 101 (100,0%)
Degenerados 16 (20,0 %) 62 (61,4%)
Eclodidos 64 (80,0%)" 39 (38,6%)"
Zona Pellcida Rompida [ 0(0,0%)? 7(6,9%)"
Presenca de Células de 4 (5,0%) ® 39 (38,6%) b

Extrusao

* Embrides a fresco
** Embrides Congelados
ab Colunas com diferentes letras diferem entre si (P <0,01).
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Os embrides submetidos a criopreservacédo apresentaram
taxa de lesdo de zona pellcida apos descongelamento e
reidratacdo maior (P< 0,01) no T2, caracterizando a alteragéo
das propriedades fisicas da zona pellcida. Este tipo de lesédo
normalmente ocorre durante a etapa final da curva de conge-
lamento (Vatja, 2000). Embrides PIV apresentam maior fragi-
lidade da zona pellcida (Abe et al., 1999), caracterizada por
uma susceptibilidade aumentada a digestdo enzimatica
(Khurana e Niemann, 2000). J& a les@o na zona pellcida pode
ter levado a um aumento do choque osmético, proporcionan-
do uma acgéo deletéria aos embrides na reidratacéo, por per-
mitir a entrada de agua muito rapidamente, pois a zona
peltcida funciona como protecdo para os blastdbmeros.

A extruséao celular também foi maior (P< 0,01) no T2, provavel-
mente pelo enfraquecimento das juncdes intercelulares, acar-
retado pelo processo de criopreservacdo (Dobrinsky, 1996).
Estes danos sdo mais freqiientes no inicio do processo de
congelamento quando ha alteracdo nos lipidios, microfila-
mentos e microtdbulos (Vatja, 2000). De acordo com os acha-
dos de Fair et al.(2001), embriBes criopreservados apresen-
tam uma grande reducdo na rede de conexao intercelular.
Embrides PIV apresentam um grau de compactacao celular
inferior aos embriGes produzidos in vivo, 0 que esta associa-
do a pouca formacdo de juncdes gap. Essas diferengas no
citoesqueleto entre os embribes produzidos in vivo e in vitro
€, em parte, explicada pela diferenca na expressdo génica
(Fair et al., 2001). Outra hipdtese € que a presenga de célu-
las de extrusdo esta relacionada com a conservagdo dos
embriGes em nitrogénio liquido, o que pode causar uma
grave desnaturacdo das func¢des e organelas intracelulares
e destruicao da citoarquitetura central do embrido (Dobrinsky,
1996).

A taxa de eclosdo no T2 foi inferior a do T1 (P< 0,01), resultado
semelhante aos demonstrados por Sommerfeld e Niemann
(1999). Entretanto, Sa et al. (2001) observaram que o
etilenoglicol 1,8 M néo afetou o potencial de desenvolvimento
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embrionario in vivo. Embrides PIV sdo mais sensiveis a tem-
peraturas abaixo de 14°C, comparados com o0s produzidos in
vivo. Sugere-se que esta sensibilidade esteja associada a
reducdo de densidade dos embrides, resultante das altas
concentragdes de lipidios (Pollard e Leibo, 1994). Dobrinsk et
al. (1996) sugerem que o aumento do volume de lipidios en-
contrado nos embrides PIV é decorrente da suplementagdo
do meio de cultivo com soro fetal. Kaidi et al. (2001) avaliaram
o efeito da criopreservagédo na massa celular interna e nume-
ro de células do trofoderma, assim como o consumo de
glicose, piruvato e oxigénio em embrides, constatando a di-
minuicdo dos parametros imediatamente apds o desconge-
lamento e 72 horas de cultivo. Em concordancia, Khurana e
Niemann (2000) também sugerem que aumento da atividade
glicolitica nos embriGes criopreservados caracteriza a res-
posta ao estresse causado pelo congelamento/descongela-
mento. Estes fatores podem estar relacionados com a menor
sobrevivéncia de blastocistos do T2 em relagcdo aos do T1.

Os embri6es descongelados que ndo eclodiram entraram em
processo de degeneracgdo, apresentando forma indefinida e
evidente desorganizacdo celular, o que impossibilitava a iden-
tificacdo de seu estagio de desenvolvimento (Dobrinsk, 1996;
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contato com as estruturas celulares, acarretando maiores pre-
juizos a estes blastocistos, ja que avaliados logo ap6s o des-
congelamento (Shaw et al., 1997; Kuleshova et al., 1999).

Concluséao

A criopreservacdo de embrifes bovinos produzidos in vitro,
utilizando etilenoglicol 1,8 M, resulta em taxas de eclosédo
satisfatorias, apesar do aumento do rompimento de zona
peltcida e extrusdo celular dos embrides e dos danos ocorri-
dos no citoesqueleto.
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