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Desenvolvimento embrionario in vitro de embrides bovinos apds a
~criopreservacéao pelo método one step, utilizando o etilenoglicol
associado com a sacarose’

In vitro bovine embryo development after one step criopreservation,
using ethylene glycol plus sucrose

Everson Fernandes Pinheiro, Eduardo Paulino da Costa,” José Domingos Guimaraes,” Belmiro Zamperlini,™
Ademir de Moraes Ferreira,” Wanderlei Ferreira de Sa

Resumo

Foram utilizadas oito novilhas mesticas Holandés x Zebu como doadoras de embriGes, no intuito de avaliar a capa-
.cidade de desenvolvimento. embrionario apés o procedimento de reidratagcdo one step, utilizando o etilenoglicol
associado a sacarose como crioprotetores. Os embrides, coletados entre o sexto e o sétimo dia apds o estro, foram
avaliados morfologicamente, distribuidos aleatoriamente em dois tratamentos. Os embrides foram cultivados in vitro
em monocamada de células da tuba uterina. Apés 48 horas de cultivo in vitro, os embrides foram avaliados quanto
ao grau de desenvolvimento embrionario e numero de células. Nao foram observadas diferencas (p > 0,05) na taxa
de desenvolvimento embrionario e no numero de células entre os tratamentos. Estes resultados sugerem que a
congelagao e descongelagéo pelo método one step utilizando o etilenoglicol associado a sacarose, conforme proce-
dimentos definidos no experimento, € um método vidvel, e que poderia ser utilizado na rotina de tecnologia de

embrides.
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Introducao

A técnica de transferéncia de embrides em bovinos ga-
nha, a cada dia, mais espago dentro da pecuaria nacio-
nal. Neste contexto, salienta-se o aspecto de que uma
fémea de elevado padrdo zootécnico pode ser utilizada
de forma mais racional, fornecendo grande niimero de
descendentes em um curto espago de tempo. Destarte,
pode-se acelerar o processo de melhoramento genético
em rebanhos bovinos. -

A inovulacédo de embrides recém-coletados e n&o-con-
gelados (embriGes frescos) possibilita uma taxa de ges-
tagéao aproximada de 62,5% (Rumpf et al., 1992). Corro-
borando com estas afirmagdes, Zanenga (1993) obteve
71,8% e 58,7% de gestacado, apds a inovulacdo de em-
brides das subespécies Bos taurus taurus e Bos taurus
indicos, respectivamente.

Os métodos convencionais para a transferéncia de em-
bries previamente congelados possibilitam uma taxa de

gestagédo em torno de 45-55% (Rodrigues, 1992). Entre-
tanto, esta metodologia requer varias etapas de manipula-
¢Oes individuais para a retirada do crioprotetor dos
blastémeros (Franks et al., 1986 ; Suzuki et al., 1993),
consome muito tempo e exige infra-estrutura especializa-
da, o que representa um entrave para a disseminacéo da
técnica (Agarwal et al., 1991 ; Molina e Saturnino, 1993).
Adicionalmente, este procedimento apresenta um aumento
de espera in vitro dos embriées descongelados, quando
um grande numero destes sdo descongelados e transferi-
dos em um mesmo dia. Por outro lado, quando um peque-
no numero de embrides é transferido, temos um desperdi-
cio de tempo gasto com a preparagéo dos equipamentos e
de materiais (Voelkel e Hu, 1992a).

As evolugdes da técnica de congelagao-descongelagéo
de embrides estdo relacionadas com a escolha do

~ crioprotetor, a duragao da fase de refrigeragéo, o recipi-

ente de congelamento e as modalidades de diluicao do
crioprotetor (Massip et al., 1987).
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Desde a tltima década tem sido tentado um procedimento
simplificado, utilizando a adi¢&o e remogao de crioprotetores
em etapa Unica, denominada one step. Nenhuma sofisti-
cacéo laboratorial é necesséria, uma vez que os embrides
nao sdo manipulados fora da palheta (Voelkel e Hu 1992a).
Entretanto, segundo Schneider e Mazur (1984), um dos
grandes problemas da transferéncia direta é a baixa
permeabilidade dos embrides aos crioprotetores convenci-
onais. Assim, os dados da literatura sobre a taxa de de-
senvolvimento dos embrides apresentam grandes variagbes
apos a utilizagao do método one step, em fungao do pro-
cedimento, dos tipos e concentragéo dos crioprotetores
utilizados (Renard et al., 1982 ; Voelkel e Hu, 1992a; Massip,
1994).

A inclusdo da sacarose associada a outros crioprotetores
possibilitou o uso da reidratagéo direta, permitindo a
inovulagdo dos embrides para as receptoras sem eta-
pas intermediarias de reidratagéo (Hochi et al., 1996 ;
Voelkel e Hu, 1992b). Assim, varias pesquisas tém sido
realizadas com o método one step, utilizando como
crioprotetor o glicerol associado com a sacarose. Deste
modo, Leibo (1984) obteve 26% de gestagéo, apos 1259
inovulagdes. Melhores resultados (50% de gestagao)
foram obtidos por Renard et al. (1982) e Massip et al.
(1987), utilizando 1,36 mol L™ de glicerol e 0,25 mol L'
de sacarose e realizando uma pré-agitagdo antes da
transferéncia direta.

Utilizando o propilenoglicol como crioprotetor em proce-
dimento one step, Suzuki et al. (1990) obtiveram 61% de
gestacdo apds a inovulagdo de dois embrides para cada
receptora.

Muitas pesquisas tém sido realizadas com o método one
step, comparando o etilenoglicol com outros
crioprotetores. Na transferéncia direta, o primeiro passo
é determinar qual o crioprotetor que é mais permeavel
ao embrido. Assim, Széll et al. (1989), Massip (1994) ci-
tam que as morulas compactas e os blastocistos bovi-
nos sdo mais permeaveis ao etilenoglicol, quando com-
parados com 0s crioprotetores convencionais como 0
glicerol, o dimetilsulféxido e o propilenoglicol. Esta mai-
or permeabilidade ocorre pelo menor peso molecular do
etilenoglicol, o que permite, consequentemente, uma re-
mocdo mais rapida deste do interior dos blastomeros,
diminuindo assim, as chances de toxicidade e choque
osmoético (Voelkel e Hu, 1992a, Massip, 1994). Esta con-
dicdo possibilita que o etilenoglicol seja superior como
crioprotetor (Cocero et al., 1988).

Diante disto, Voelkel e Hu (1992a) observaram melhores
taxas de sobrevivéncia in vitro de embribes congelados
com 1,5 mol L' de etilenoglicol (54%), em relagéo aos
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congelados com 1,5 mol L' de propilenoglicol (20%). Es-
tes pesquisadores observaram ainda, apds o teste de va-
rias concentracdes de etilenoglicol, que um melhor resul-
tado pode ser encontrado com a concentragao de 1,5
mol L (62% de desenvolvimento embrionario in vitroe 50
% de gestacdo apds a inovulagao). Também Voelkel e Hu
(1992Db) testando vérios crioprotetores, observaram uma
taxa de desenvolvimento embrionario in vitrode 75, 16, 35,
e 30%, ap6s o uso de 1,5 mol L' de etilenoglicol,
propilenoglicol, dimetilsulféxido e glicerol, respectivamente.

Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do pro-
cedimento de criopreservagdo one step no desenvol-
vimento embrionario, utilizando o etilenoglicol associa-
do a sacarose.

Material e métodos

O presente experimento foi desenvolvido nas dependén-
cias do Laboratorio de Reprodug¢édo Animal do Departa-
mento de Veterinaria, apds colheita de embrides de no-
vilhas do Setor de Bovinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

Selecdo, avaliagdo e superovulagdo das doadoras: Fo-
ram utilizadas oito novilhas mesticas Holandés x Zebu,
em boa condicéo corporal e ciclando regularmente, sem
nenhuma alteragcdoanatémica ou inflamatéria detectavel
através de palpacdo transretal e vaginoscopia. Estes
animais foram selecionados apds exames ginecolégicos
através de palpacgao transretal e vaginoscopia, para con-
firmar a inexisténcia de alteragdes anatdmicas ou infla-
matorias que poderiam excluir o animal do experimento.

O tratamento superovulatério teve inicio no dia 10 do
ciclo estral (dia do estro = dia zero) com duas aplicagbes
diarias intervaladas por 12 horas, via intramuscular,
totalizando oito aplicagdes com um total de 750 Ul de
FSH.!

Juntamente com a sétima dose do horménio aplicou-se
0,5 mg de cloprostenol,? visando a lise do corpo luteo for-
mado apds o ultimo estro. Durante o estro induzido foram
realizadas trés inseminagdes, sendo a primeira efetuada
imediatamente apds o inicio da manifestagéo do estro e
as outras duas intercaladas por 12 horas.

Colheita, manipulagdo e avaliagdo dos embribes: Os em-
brides foram coletados pelo método nao-cirurgico, entre o
sexto e o sétimo dia apds o estro, apds anestesia epidural
baixa com lidocaina.? A lavagem dos cornos uterinos foi
realizada através de catéter de foley nimero 18 ou 20,
utilizando solugdo de PBS de Dulbecco e Vogt, modifica-
da por Wittinghan (1971) (DMPBS) e suplementada com
1% de soro inativado de vaca.

! Pluset - 500 Ul de FSH por frasco- Laboratério Serono Produtos Farmacéuticos Ltda.
2 Ciosin - Ampola de 0,5 mg de Cloprostenol - Laboratério Mallinckrodt Veterinaria Ltda - Produtos & Servigos Coopers.

3 Anestésico Local S.P.V. - Laboratdrio Schering-Plough Veterinaria.
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O liquido recuperado das lavagens uterinas foi filtrado em

recipiente com malha de 80 micrémetros, onde os embri-
Ges ficavam retidos. No laboratério, o conteudo do filtro
foi transferido para uma placa de Petri com 15cm de
didmetro e com o fundo quadriculado. Os embrides foram
entdo localizados com o auxilio de um microscopio
estereoscopio, manipulados e lavados em solugdo DMPBS
suplementada com 10 % de soro inativado de vaca.

Apoés a lavagem, os embrides foram classificados quanto
ao estadio de desenvolvimento segundo Lindner e Wrigth
(1983) e quanto ao aspecto morfolégico conforme Kennedy
et al. (1983).

Desidratagdo, congelagdo e descongelagdo dos embri-
6es: Somente os embrides coletados e classificados quan-
to ao aspecto morfolégico como | e Il foram utilizados
para o procedimento experimental. Estes embrides foram
divididos aleatoriamente em dois tratamentos, logo apds a
avaliacdo das colheitas realizadas no dia. Foram utiliza-
dos 21 e 22 embribes para os tratamentos | e |l, respecti-
vamente.

Tratamento | : Para a desidratagcdo, os embrides foram

inicialmente imersos por cinco minutos em uma solugéo

DMPBS, acrescida de 0,4% de BSA (albumina sérica
bovina, fragdo V) e 5% de glicerol. Posteriormente, estes
embrides foram transferidos para uma solugdo de DMPBS,
conforme descri¢cdo anterior, porém, acrescida de 10%
de glicerol. Apés 10 minutos de manutengdo neste meio,
0os embrides foram envasados em palhetas médias e
imersos em metanol contido em congelador bioldgico*
estabilizado em -7°C. A congelagéo e descongelagéo foi
realizada seguindo procedimentos classicos (Bem, 1989 ;
Rodrigues, 1992).

A descongelacgéo foi realizada no ar atmosférico, secando .

gentilmente a palheta com lengo de papel, evitando a for-
macao de cristais de gelo. Apds a descongelagéo, os
embribes foram submetidos a reldratagao em quatro eta-
pas (Bem, 1989).

Tratamento Il: Os embrides foram imersos e mantidos por
20 minutos em uma solugdo de DMPBS, acrescida de
0,4% de BSA (albumina sérica bovina, fragéo v) e 1,5 mol
L' de etilenoglicol (Solugéo 1). Posteriormente, foram trans-
feridos para um segundo meio conforme a solugéo 1, po-
rém acrescida de 0,2 mol L' de sacarose e imediatamen-
te apos, os embrides foram envasados em palhetas médi-
as e submetidos a congelagéo, em congelador bioldgico,
conforme o Tratamento I. Para a descongelagao, seguiu-
se a mesma técnica descrita para o Tratamento |, sem
contudo submeter posteriormente os embrides a etapas
de reidratacao.

Cultivo dos embribes e avaliagdo do desenvolvi-
mento embriondrio : Os embrides foram co-cultivados
em monocamada de células da tuba uterina durante
48 horas, em Meio de TCM enriquecido (Costa, 1994).
Os cultivos foram realizados nas placas de Petri de 35
milimetros de didmetro, contendo 4ml de TCM previa-
mente equilibrado durante 1 horaa 39°C, em atmosfera
de 5% de CO,, 95% de ar atmosférico e 95% de umida-
de.

A taxa de desenvolvimento embrionario foi avaliada apds
48 horas de cultivo in vitro. Foram considerados viaveis
os embrides que evoluiram quanto ao seu estagio de de-
senvolvimento, segundo Lindner e Wrigth (1983). O nu-
mero de células dos embrides foi determinado também 48
horas apds o cultivo, analisando os embries viaveis atra-
vés da técnica de Fukui e Ono (1989).

Andlise estatistica : Os dados obtidos de cada tratamen-
to foram analisados pelo teste do qui quadrado para a
taxa de clivagem (desenvolvimento embrionario). Para ava-
liar o nimero de células dos embrides apds o cultivo in
vitro, foi realizada a andlise de variancia (Gomes, 1977),
utilizando o teste F.

Resultados e discussao

O numero de embrides vidveis apds a descongelagéo e
cultivo in vitro para os tratamentos | e Il encontram-se
sumarizados na Tabela 1. No houve diferenca (p >
0,05) entre os dois tratamentos. Também Voelkel e Hu
(1992b) ndo encontraram diferenca significativa no nu-
mero de embriGes vidveis, comparando o uso de 1,5 mol
L' de etilenoglicol em procedimento one step com o
meétodo convencional, utilizando o glicerol como
crioprotetor (92 vs 73% de desenvolvimento embriona-
rio, respectivamente). Estes resultados sugerem que o
método de descongelagdo one step, da forma como foi
realizado, podera ser utilizado em substituicdo ao con-
vencional, devido a sua simplicidade e facilidade de apli-
cagao pratica.

O procedimento convencional (Tratamento ) possibilitou
66,7% de desenvolvimento embriondrio apods 48 horas de
cultivo in vitro. Este percentual observado foi semelhante
aos encontrados por outros pesquisadores, indicando que
esta técnica, apesar de laboriosa, pode apresentar re-
sultados satisfatorios. Corroborando com estes resulta-
dos, Voelkel e Hu (1992b) obtiveram 73% de desenvolvi-
mento embrionario in vitro. Resultados similares também
foram obtidos apés a inovulagéo dos embries, por Voelkel
e Hu, 1992b ; Zanenga, 1993 ; Hasler et al., 1995.
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Tabela 1: Viabilidade de embrides bovinos criopreser-
vados através do procedimento convencional (T I) e
pelo método one step, utilizando como crioprotetor o
etilenoglicol associado a sacarose (T Il), apds a
descongelacao e cultivo in vitro por 48 horas.

Tratamento N1 N2
TI 21 14 (66,7)%
‘T 22 13 (59,1)*

N1 =Numero de embrides congelados

N2= Numero de embrides viaveis pds-cultivo (%)

Letras iguais na mesma coluna, nao apresentam diferengas (p > 0,05)
pelo método do qui-quadrado.

A inovulacdo de embrides recém-coletados e nao-con-
gelados (embrides frescos) tem apresentado uma taxa
de gestacao aproximada de 62,5% (Rumpf et al., 1992),
65,5% (Molina e Saturnino, 1993), 71,8% e 58,7%
(Zanenga, 1993). Entretanto, o procedimento convencio-
nal de congelac&o possibilita taxas de desenvolvimento in
vitro pés-descongelagéo ou de gestagéo apds inovulagao
similares as obtidas na rotina de transferéncia de embri-

Oes frescos. Destarte, justifica-se o uso deste procedi-

mento convencional como controle em pesquisas de al-
ternativas de criopreservacéo, tal como foi realizado nes-
te experimento.

O procedimento de congelacdo e descongelagédo pelo
método one step (Tratamento |l) possibilitou uma taxa
de 59,1% de desenvolvimento embrionario apods 48 ho-
ras de cultivo in vitro. Resultados semelhantes (54%) fo-
ram encontrados por Voelkel e Hu (1992a). Também
Suzuki et al. (1993), utilizando embrides produzidos in
vitro, obtiveram 50% de desenvol-vimento embrionario
in vitro com a reidratagao direta. Estes resultados en-
contrados no presente experimento também foram se-
melhantes a taxa de gestacao (52%) obtida por Dochi et
al. (1995), utilizando 1,8 mol L™ de etilenoglicol, associ-
ado com sacarose.

Resultados ligeiramente superiores aos encontrados
neste experimento foram relatados por Voelkel e Hu
(1992b), os quais obtiveram 75% de desenvolvimento
embrionario, apds 48 horas de cultivo in vitro. Resulta-
dos superiores também foram obtidos apés a inovulacdo
por Suzuki et al. (1993) e Dochi et al. (1995), onde os
autores obtiveram uma taxa de gestacao de 74% e 69%,
respectivamente. Entretanto, todos estes pesquisadores
citados utilizaram somente o etilenoglicol como crioprotetor
nos procedimentos de criopreservagdo. E provavel que
estes resultados obtidos, ligeiramente superiores ao verifi-
cado no presente experimento, tenham sido por esta ra-
z&80. Deste modo, a grande permeabilidade dos embrides
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ao etilenoglicol (Massip, 1994) possibilitaria um certo equi-
librio entre a saida deste crioprotetor e a entrada de agua,
durante a reidratacdo, evitando, entéo, a presenca de
sacarose no meio, a qual pode exercer efeitos toxicos
nas células (Suzuki, et al., 1993; Dochi et al., 1995).

Resultados variaveis foram obtidos através do procedimento
one step, utilizando outros crioprotetores ao invés do
etilenoglicol. -Assim, utilizando o glicerol associado a
sacarose, Molina e Saturnino (1993) n&o verificaram ne-
nhuma gestacdo apds a inovulagao em receptoras, en-
quanto Dochi et al. (1995) obtiveram 60% de animais ges-
tantes. Utilizando estes mesmos crioprotetores, Voelkel e
Hu (1992b) observaram somente 30% de sobrevivéncia
embrionaria apds cultivo in vitro. Da mesma forma, o uso
do propilenoglicol possibilitou 58% de desenvolvimento
embrionario in vitro (Suzuki et al., 1993), enquanto ou-
tros trabalhos relatam somente 20% de sobrevivéncia
(Voelkel e Hu, 1992a) ou 16% (Voelkel e Hu, 1992b).
Outros crioprotetores também foram utilizados em
criopreservagao, como a metilcelulose, o dietilenoglicol,
0s quais possibilitaram 53,6% e 56,9% de desenvolvimento
embrionario in vitro, respec-tivamente (Suzuki et al., 1993)
e o dimetilsulféxido, com o qual foi obtida uma taxa de
35% de sobrevivéncia (Voelkel e Hu, 1992b).

O uso do etilenoglicol na reidratagdo direta apresenta
maiores perspectivas em relagéo aos crioprotetores con-
vencionais como o glicerol, o propilenoglicol e o
dimetilsulféxido, por ser mais permeavel a membrana
citoplasmatica dos embrides (Cocero et al., 1988 ; Szell
et al., 1989). Em raz&o desta maior permeabilidade, os
embrides expostos ao etilenoglicol retornam mais cedo ao
seu volume original (10 minutos), quando comparados com
a exposicado por exemplo ao glicerol (30 minutos), diminu-
indo assim o tempo de injurias produzidas pelo crioprotetor
(Voelkel e Hu, 1992a). E provavel que esta propriedade
do etilenoglicol seja o principal fator responsavel pelos
resultados mais consistentes e geralmente mais
satisfatérios quando comparado com o uso de outros
crioprotetores em procedimentos one step.

O numero médio de células encontradas em embrides
cultivados in vitro (Tabela 2) foi 98,2 no grupo congelado
pelo procedimento convencional, utilizando o glicerol
(Tratamento 1) e 74,3 no grupo congelado pelo procedi-
mento one step, utilizando o etilenoglicol associado a
sacarose (Tratamento Il). Estas diferencas entre os tra-
tamentos nao foram significativas (p > 0,05), indicando
que o indice de multiplicagao celular pode n&o ser preju-
dicado apds o procedimento de reidratagéo direta (one -
step), quando se utiliza o etilenoglicol associado a
sacarose.

R bras. Ci. Ve, v. 5, n. 2, p. 68-73, maiolago. 1998
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Tabela 2: Nimero médio de células encontradas em em-
brides criopreservados através do procedimento conven-

cional (T I) e pelo método one step, utilizando como -

crioprotetor o etilenoglicol associado a sacarose (T II),
apos a descongelagao e cultivo in vitro por 48 horas.

Tratamento Média Desvio padrao
Ti 98,2 16,9°
Tl 74,3 29.3°

Letras iguais na mesma coluna néo apresentam diferengas (p > 0,05),
pelo teste F. :

Este nimero médio de células observado para os dois
- tratamentos foi inferior ao verificado por Picard et al. (1986)
utilizando embrides produzidos in vivo, porém, sem pré-
via congelagao, os quais observaram uma meédia de 160
células para blastocisto expandido. Os resultados obtidos
no experimento também foram inferiores aos verificados

Abstract

em pesquisas com embrides produzidos in vitro. Deste
modo, foram inferiores & média obtida de 122,2 células
em embrides cultivados até o oitavo dia pés-inseminagdo
(Farin et al., 1995) e também a variagdo de 100 a 150
células de embrides inseminados in vitro e cultivados por
7 dias (Fukui e Ono, 1989). O menor numero de células
encontrado neste trabalho, quando comparado com os
obtidos por estes pesquisadores, poderia ter ocorrido pelo
fato dos embries terem sido congelados, o que ndo acon-
teceu nos trabalhos realizados por estes autores, os quais
utilizaram embrides ndo congelados, uma vez que a
criopreservagao pode ser extremamente destrutiva para
a organizagao celular do zigoto (Dobrinsky, 1996). Tam-
bém Aller et al. (1995) citam que embrides congelados e
descongelados terdo menos blastémeros viaveis devido
aos efeitos da congelagdo (desidratagédo, formagao de
cristais, aumento da concentracao de solutos e
reidratacao).

- The objetive of this study was to evaluate the use of ethylene glycol plus sucrose on one-step thawed method. Twenty
one embryos at the morula stage collected on day 6 (estrus designated day 0) were frozen and thawed by conventional
methods, in medium containing glycerol (10%) as the cryoprotectant (control embryos, treatments). The qui square
analysis on survival rates and the variance analysis of number of cell were not significantly different (p > 0.05) between
treatments. These experiments demonstrate that 1.5 mol L ethylene glycol plus 0.2 mol L™ sucrose was cryoprotectant
effective for the one-step thawed method. Nevertheless, emphasize that there is a necessity of new research about the

use of ethylene glycol associate or not to the other cryoprotectant allowing a major efficiency in the results.

Keywords: Bovine, embryos, one-step criopreservation, ethylene glycol plus sucrose.
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