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Titulo: Viabilidade de embrides caprinos e ovinos produzidos in vivo apos

criopreservacao utilizando etilenoglicol, dimetilsulfoxido e dimetilformamida

Autor: Paula Fernanda Barbosa de Aradjo Lemos
Orientador: Marcos Antonio Lemos de Oliveira
RESUMO

A possibilidade de utilizar um protocolo de criopreservacao pratico, rapido e eficaz,
como a vitrificacdo, estimularia a aplicacdo da técnica associada a transferéncia de
embrides por um maior numero de equipes em nivel de campo. Porém, faz-se necessario
o desenvolvimento de protocolos especificos que resultem no incremento da viabilidade
embrionaria. O objetivo deste trabalho foi identificar os danos causados pela
criopreservacao, avaliando a viabilidade morfoldgica e ultra-estrutural de embrides
caprinos e ovinos submetidos a criopreservacao pelo método cléssico e pela vitrificagao
em OPS (Open Pulled Straw). No experimento 1, os embrides (N=246) foram obtidos
de cabras da raca Boer superovuladas. Os embrides foram distribuidos aleatoriamente
em trés grupos: Grupo Controle (n= 75) - congelacdo pelo método classico, Grupo
DMSO (n= 74) — vitrificacdo e Grupo DF(n= 74) — vitrificagdo. Os embrides destinados
ao congelamento classico foram congelados utilizando congelador automaético de
embrides. Antes da congelacdo os embrides ficaram cinco minutos estabilizando na
solucdo de Etilenoglicol (EG). Os embrides do grupo DMSO foram equilibrados em
solugdo de 10% de EG e 10% de Dimetilsulféxido (DMSO) e depois transferido para
solucéo de vitrificagdo com 20% EG e 20%DMSO +0,5 sacarose. Os embrides do grupo
DF foram equilibrados em solucdo de 10% de EG e 10% de Dimetilformamida (DF) e
depois transferido para solucdo de vitrificacdo com 20% EG e 20% DF+0,5 sacarose.
No experimento 2, os embrides ovinos (N=186) foram obtidos de ovelhas da raca Santa
Inés superovuladas. Os embrides foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos:
Grupo Controle (n= 55) - congelacdo pelo método classico, Grupo DMSO (n=54) —
vitrificacdo e Grupo DF (n=55) — vitrificagdo. Os embrifes destinados ao congelamento
classico foram congelados utilizando congelador automatico de embrides. Antes da
congelagdo os embrides ficaram cinco minutos estabilizando na solugéo de Etilenoglicol
(EG). Os embrides do grupo DMSO foram equilibrados em solugédo de 10% de EG e
10% de Dimetilsulféxido (DMSO) e depois transferido para solugdo de vitrificacdo com

20% EG e 20% DMSO+0,5 sacarose. Os embrides do grupo DF foram equilibrados em



solucdo de 10% de EG e 10% de Dimetilformamida (DF) e depois transferido para
solugéo de vitrificagdo com 20% EG e 20% DF+0,5 sacarose. Os embrides foram
avaliados por meio da analise da viabilidade embrionaria pelo uso de sondas
fluorescentes, utilizou-se lodeto de Propideo e Hoechst 33342, verificou-se nos
embrides caprinos, que o0 grupo controle mantiveram grande parte das suas células
integras apds o descongelamento, 33,33% das amostras apresentaram-se lesionadas. Os
embrides do grupo DMSO analisados, 26,66% estavam com suas células totalmente
danificadas. O grupo DF apresentou 60% das amostras com lesGes. O estudo ultra-
estrutural por microscopia eletronica de transmissdao demonstrou que 0s embrides
vitrificados revelaram uma maior preservagdo das células. Os embrides vitrificados com
DMSO tiveram maiores taxas de sobrevivéncia in vitro (47,36%), os vitrificados com
DF tiveram uma taxa de sobrevivéncia in vitro (31,58%), os congelados pelo método
classico obtiveram in vitro (25%). Nos embrides ovinos verificamos na analise por
sonda fluorescente, que as células do grupo controle mantiveram vidveis em todos o0s
embrides analisados, resultado semelhante ocorreu com o grupo DF, onde 80% das
amostram foram consideradas viaveis, diferente do grupo DMSO, que tiveram 50% de
viabilidade. O estudo ultra-estrutural demonstrou que os achados foram semelhantes
entre os grupos controle e DF. Os embrides vitrificados com DF tiveram maiores taxas
de sobrevivéncia in vitro (53,33%) e in vivo (45%), os vitrificados com DMSO tiveram
uma taxa de sobrevivéncia in vitro (26,66%) e in vivo (30%) e os congelados pelo
método classico obtiveram (33,33%) in vitro e (40%) in vivo. Podemos concluir gque, a
solucdo de vitrificacdo contendo 20% de etilenoglicol + 20% de dimetilsulfoxido +
0,5M sacarose é um método eficiente para a vitrificagdo de embrides caprinos
produzidos in vivo. Entretanto em embrides ovinos, a associacdo de 20% de
etilenoglicol + 20% de dimetilformamida + 0,5M de sacarose, foi o crioprotetor que
apresentou melhor viabilidade embrionaria, demonstrando causar menos lesfes ao
citoesqueleto e as organelas celulares, como isso apresentando um indice de gestagédo
satisfatorio.

Palavras-chaves: Caprinos, criopreservacdo, crioprotetores, embrifes, microscopia

eletronica de transmissdo, ovinos, sondas fluorescentes, vitrificagéo.



Titulo: Viability of goats and sheep embryos produced in vivo after cryopreservation

using ethylene glycol, dimethylsulfoxide and dimethylformamide
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Advisor: Marcos Antonio Lemos de Oliveira

ABSTRACT

The possibility of using a practical, fast and effective protocol for
embryo cryopreservation such as glazing, may stimulate the application of the technique
associated with embryo transfer by a larger number of teams at field level. However, it
IS necessary to develop specific protocols that result in increased embryonic viability.
The objective of this study was to identify the damage caused by cryopreservation,
assessing the morphological and ultrastructural feasibility of goat and sheep embryos
undergoing cryopreservation of classic and vi trification in OPS (Open Pulled Straw). In
experiment 1, embryos (N = 246) were obtained from superovulated Boer goats. The
embryos were randomly divided into three groups: control group (n = 75) - freezing the
classic method, DMSO group (n = 74) - vitrification and Group DF (n = 74) -
vitrification. Embryos in the classic metod group were frozen using automatic freezing.
Before freezing the embryos were left five minutes in the stabilizing solution of
Ethylene glycol (EG). The embryos of the second group were placed in a DMSO
solution containing 10% EG and 10% dimethyl sulfoxide (DMSOQ) and then transferred
to a vitrification solution with 20% EG and 20% DMSO +0.5 sucrose. The embryos of
the third group were placed in a balanced so lution containing 10% EG and 10%
Dimethylformamide (DF) and then transferred to a vitrification solution with 20% EG
and 20% sucrose +0.5 DF. In experiment 2, sheep embryos (N = 186) were obtained
from superovulated Santa Ines ewes. The embryos were randomly divided into three
groups: control group (n = 55) - freezing the classic method, DMSO group (n = 54) -
vitrification and Group DF (n = 55) - vitrification. Embryos in the classic metod group
were frozen using automatic freezing. Before freezing the embryos were left five
minutes in the stabilizing solution of Ethylene glycol (EG). The embryos of the second
group were placed in a DMSO solution containing 10% EG and 10% dimethyl sulfoxide
(DMSO) and then transferred to a vitrification solution with 20% EG and 20% DMSO



+0.5 sucrose. The embryos of group three were placed in a balanced solution containin
g 10% EG and 10% Dimethylformamide (DF) and then transferred to a vitrification
solution with 20% EG and 20% sucrose +0.5 DF. The embryos were evaluated by
analysis of embryonic viability by the use of fluorescent probes, in this case propidium
iodide and Hoechst 33342 Results indicate that in goat embryos, the control group
maintained most of its viable cells after thawing with 33 33% of samples injured. Of
embryos in the DMSO group, 26.66% had totally damaged cells. The DF group had
60% of samples with lesions. The ultrastructural study by transmission electron
microscopy showed that the vitrified embryos had a greater preservation of cells. The
vitrified embryos with DMSO had higher rates of in vitro survival (47.36%), followd by
embryos glazed with the DF with a lower in vitro survival rate (31.58%), and lastly
embryos frozen by the traditional method (25%). In sheep embryos found in the
analysis by fluorescent probe, cells in t he control group remained viable in all embryos
analyzed, a similar result occurred with the DF group, where 80% of samples were
deemed feasible, other than the DMSO group, which had 50% viability. The
ultrastructural study showed that the findings were similar between the control and DF
groups. Embryos vitrified with DF had higher rates of in vitro survival (53.33%) and in
Vivo (45%), the glazed with DMSO had an in vitro survival rate (26.66%) and in vivo
(30%) and embryos frozen by the traditional method (33.33%) in vitro and (40%) in
vivo. It can be concluded that the vitrification solution containing 20% ethylene glycol
+ 20% dimethylsulfoxide + 0.5 M sucrose is an effective method for cryopreservation
of goat embryos produced in vivo. However, in sheep embryos, the combination of 20%
ethylene glycol + 20% dimethylformamide + 0.5 M sucrose was the Dbest
cryoprotectant regarding embryo viability, demonstrating to cause less damage to the

cytoskeleton and cell organelles, and presenting a satisfactory pregnancy rate.

Keywords: Goats, cryopreservation, cryoprotectants, embryos, transmission electron

microscopy, sheep, fluorescent probes, vitrification.
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1. INTRODUCAO

Desde os primdrdios da civilizacdo, os caprinos e ovinos destacaram-se por
serem espécies de grande importancia para o homem, produzindo 14 e pele para as
vestimentas, carne e leite para a alimentacdo. Hoje, encontram-se difundidas em quase
todos os continentes, especialmente no Brasil, que além da grande dimens&o, apresenta
condi¢des ambientais favoraveis para produzir caprinos e ovinos em grande escala.

A caprino-ovinocultura na regido Nordeste do Brasil, que outrora somente
apresentava baixo desempenho produtivo decorrente da auséncia marcante de
tecnologia, na atualidade tem experimentado significativo progresso na qualidade
genética dos rebanhos. O emprego de biotécnicas reprodutivas tem motivado a
substituicdo do modelo tradicional de criacdo pelo tecnificado, que objetiva a produgéo
em escala de agronegocio e sua modernizacdo vém requerendo o aprimoramento e 0O
desenvolvimento de novas tecnologias em diversas areas do conhecimento.

A biotecnologia aplicada a reproducdo é um recurso que tem determinado o
crescimento da atividade, tornando-a mais competitiva e mais lucrativa. Dentre aquelas
relacionadas a reproducdo de sémen e embrides, tem se destacado a criopreservagéo.

A otimizacdo da criopreservacdo de embrifes possibilitard aumento da
produtividade de animais de elevado valor genético, a formacdo de bancos de
germoplasma, mantendo a variabilidade genética entre as ragas, preservando espécies e
racas ameacadas de extin¢do, além de manter a biodiversidade genética animal.

A criopreservacdo tem como finalidade viabilizar economicamente a
biotecnologia da transferéncia de embrides, possibilitar uma avaliacdo futura do
melhoramento animal por permitir que um grande nimero de caracteristicas genéticas
sejam confrontadas ao longo do tempo. Permite o armazenamento de embrides por
tempo indeterminado, eliminando a necessidade de sincronizar o ciclo estral entre
doadoras e receptoras, planejar partos em épocas ideais, simplificar o transporte, a
exportacdo e a importacdo de espécies e ragas de interesse zootécnico ou zooldgico,
além de facilitar a introducdo de racas exoticas e minimizar o risco de introduzir
doencas exoticas.

Dentre os métodos de criopreservacdo de embrides, a congelacdo tradicional e a
vitrificacdo sdo métodos em evidéncia. A vitrificagdo tem sido apontada como uma

importante alternativa por permitir o armazenamento de material bioldgico por tempo



indeterminado sem que percam a atividade funcional e sem que ocorra alteracdes
genéticas (WHITTINGHAM, 1980; SCHNEIDER e MAZUR, 1984).

Na década passada, diversas metodologias foram utilizadas na criopreservacdo
de embriGes ovinos (NAITANA et al.,, 1997; MARTINEZ e MATKOVIC, 1998) e
bovinos (MAHMOUDZADEH et al, 1994; VAJTA et al.,, 1998), sendo hoje, a
vitrificagdo, uma alternativa em potencial para a técnica de congelamento tradicional.

A vitrificacdo tem como objetivo manter o metabolismo celular em estado de
quiescéncia, tornando possivel a conservacdo de células e tecidos por tempo
indeterminado, sem a formacao de cristais de gelo intra e extracelulares. A vitrificacdo é
um processo rapido, pratico e menos oneroso do que a congelacdo tradicional (BARIL
et al., 2001), porém, ainda sdo escassos 0s resultados com esta técnica para algumas
espécies domeésticas, principalmente no Brasil.

No processo de vitrificagdo podem ocorrer alteracbes da osmolaridade,
concentracdo e do tempo de exposi¢cdo dos embrides aos crioprotetores. Portanto, o
sucesso da técnica depende, principalmente, da determinacéo da concentracao ideal e do
tempo de exposicdo as solucdes crioprotetoras (RALL e FAHY, 1985). A utilizacdo da
velocidade méaxima de resfriamento, associada a concentracdo aceitavel de
crioprotetores minimiza as alteragcdes decorrentes do processo (LIEBERMAN et al.,
2002). O éxito da vitrificacdo depende também do estadio de desenvolvimento e a fonte
dos embriBes (in vivo ou in vitro). Dessa forma, Vajta et al. (1998) demonstraram que a
viabilidade de embrides bovinos vitrificados no estadio de blastocisto expandido é
maior do que no estadio de mérula devido a sua maior tolerancia ao resfriamento depois
da formacdo da blastocele.

Diferentes crioprotetores e protocolos de vitrificacdo vém sendo utilizados para
criopreservar embrides nas duas Ultimas décadas. Eles diferem quanto ao tipo e
concentracdo de crioprotetores, niUmeros de etapas para equilibrio do embrido ao meio,
técnica de criopreservacao, tempo de exposicao e nimeros de etepas para descongelacéo
(VAJTA et al., 1998). No entanto, até hoje ndo foi proposto um protocolo ideal para a
criopreservacdo de embrides. Dentre o0s agentes crioprotetores testados, 0s mais
utilizados sdo o glicerol, etilenoglicol e o dimetilsulfoxido (DMSO). Dessa forma, a
vitrificagdo se torna mais importante e amplamente utilizada quando forem
estabelecidos protocolos definidos e com sucesso comparavel ou superior a congelagéo
tradicional. Assim, torna-se clara a necessidade de um nimero maior de pesquisas

envolvendo diferentes crioprotetores e metodologias para a difuséo desta técnica.



Este estudo teve como objetivo identificar os danos causados pela
criopreservacdo de embrides caprinos e ovinos produzidos in vivo, comparando o
uso de diferentes agentes crioprotetores dimetilsulfoxido (DMSO) e
dimetilformamida (DF) em associacdo com etilenoglicol (EG) na vitrificacdo de
embrides caprinos e ovinos, realizando analises de viabilidade embrionaria através
do uso de sondas fluorescentes; ultra-estrutural dos embrides por microscopia
eletronica de transmissao; taxas de re-expansdo embrionaria através do cultivo em
estufa de CO* comparar a viabilidade embrionaria quanto a taxa de prenhez de

embrides ovinos criopreservados pelos métodos classico e por vitrificacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES
2.1.1. Principios da Criopreservacao

Os termos “criopreservacao” e “congelacdo” ndo sdao  sindnimos.
Criopreservacao refere-se a preservagdo de células através do armazenamento a baixas
temperaturas, induzindo a parada quase que total da atividade enzimaética intracelular,
da respiracdo celular, do metabolismo, do crescimento, da multiplicacdo, enfim, através
da reducdo drastica da atividade fisioldgica, enquanto congelacéo significa a mudanca
do estado liquido para sélido. Da mesma forma que a agua se transforma em gelo, o0s
6leos se transformam em gordura quando a temperatura é abaixada. Um processo
similar deve ocorrer com os lipideos das membranas celulares. Desta forma, muitos
outros eventos acontecem durante o processo de criopreservacdo celular, além da
simples mudanca da &gua para gelo (SEIDEL, 1986 e 1989).

Whittingham et al.(1972) e Wilmut (1972) foram os primeiros a relatarem sobre
a possibilidade de embriGes de camundongos resistirem a congelacédo e descongelacéo.
Esses trabalhos basearam-se nos resultados das pesquisas para a congelacdo de sémen
iniciadas por Polge et al. (1949), os quais mostraram, pela primeira vez, a acdo positiva
do glicerol como crioprotetor para 0 sémen de aves. Esses autores concluiram, naquela
época, que uma congelacdo celular apenas pode ter sucesso se realizada com curvas
lentas de congelacéo.

Leibo (1984) afirmou que o sucesso da criopreservacao de embrides requer que
estes sobrevivam as agressGes provocadas pela exposicdo a solucBes ndo-fisioldgicas
concentradas, transformacdo de fase do meio de suspensdo, resfriamento até a
estocagem, descongelamento e retorno as condicdes fisioldgicas.

O congelamento de ovdcitos e embrifes abaixo de zero é uma situacdo que
nunca se encontram em condic¢Ges fisioldgicas. Por conseguinte, para sobreviver as
condicBes inadequadas, ha a necessidade de apoio externo. Lesdes podem ocorrer em
todas as fases da criopreservacdo. Compreender as causas e mecanismo do dano pode
contribuir para o desenvolvimento dos métodos da criopreservacdo e evitar danos
irreversiveis. Durante o resfriamento, trés tipos de danos podem ser distinguidos de
acordo com as diferentes temperaturas que as células passam. Em temperaturas
relativamente elevadas entre 15 e -5°C, onde os danos pelo frio séo o fator principal,

prejudicando principalmente as goticulas lipidicas citoplasmaticas e os microtibulos do



fuso meidtico. Entre — 5 e -80°C, predominantemente a formacéo de cristais de gelo
intracelular, onde é a principal fonte de prejuizo, enquanto entre -50 e -150°C ocorre
fraturas na zona peltcida ou danos ao citoplasma (VAJTA, 2006).

Dessa forma, os danos causados aos tecidos durante os processos de congelacéo
e descongelacéo sdo devido principalmente a formacao de cristais de gelo intracelulares
que afetam a estrutura da célula, a concentracdo de soluto resultante do processo de
desidratacdo que ocorre durante a congelacéo tanto no meio extra como intracelular e a
interacdo entre esses dois fatores. A natureza exata dos danos causados pela congelacéo
aos tecidos ndo esta totalmente esclarecida. Aparentemente, o dano causado pela
congelacgdo é consequéncia da pressao diferencial de vapor entre o gelo e a 4gua, em
temperaturas abaixo de 0°C. Teoricamente, uma grande pressdo de vapor de dgua pode
acarretar injdria por desidratacdo durante a congelacédo lenta e a ruptura das membranas
celulares durante a congelacgéo rapida (PICKETT, 1986).

Um dos principios mais importantes da criopreservacdo consiste na necessidade
de se remover o maximo possivel de agua das células antes da congelagdo. Se esta
desidratacdo ndo ocorrer, grandes cristais de gelo serdo formados lesionando a estrutura
intracelular. No entanto, a remocao em excesso de agua das células também pode ser
deletéria (SEIDEL Jr., 1986).

O principal solvente bioldgico responsavel pelo transporte de nutrientes e
substancias quimicas é a agua, que em estado puro forma cristais a 0°C, e quando
contém ions e/ou outras substancias em solucdo congela a temperaturas mais baixas,
dependendo da concentracdo e natureza dessas. Quando ocorre a congelacdo das
solucBes aquosas, parte da agua forma cristais de agua pura, tornando a solugdo restante
cada vez mais concentrada (PICKETT e BERNDTSON, 1978). Este processo provoca
um aumento da pressao osmotica na célula, uma vez que a concentracdo total de solutos
dentro e fora deve estar sempre em equilibrio. Em resposta a este estresse, a a4gua sai da
célula e o soluto entra. O processo cessa quando a concentracdo de soluto torna-se
grande o bastante para prevenir futuras transformagdes de agua em gelo (STOREY e
STOREY, 1990).

Durante congelacdes rapidas ocorre a formacdo de pequenos cristais de gelo
intracelulares que podem provocar lesdes mecénicas a microestrutura das membranas
celulares, bem como danos de natureza osmotica se a velocidade de descongelacao for
lenta. Esse processo de rearranjo e fusdo desigual durante um descongelamento lento é

denominado recristalizagdo. Durante a recristalizagdo ocorre a formagédo de cristais



maiores que podem causar lesdes a membrana e as organelas celulares. Ha uma relacao
direta entre a velocidade de congelacdo e descongelacdo. Embries congelados pelo
método lento necessitam que o descongelamento também seja lento, com velocidades
entre 4°C e 27°C/minuto (WHITTINGHAM, 1980). Por outro lado, embrides
congelados com curvas rapidas precisam, do mesmo modo, serem descongelados de
forma réapida (200°C & 1.000°C/minuto). Se a velocidade de descongelacao for rapida, a
temperatura critica, na qual ocorre a recristalizacdo, € ultrapassada rapidamente, nao
havendo tempo habil para que ocorra o rearranjo dos cristais intracelulares.

Como resultado dos danos causados pelos efeitos da solucdo, as células de
mamiferos, independente do grau de desidratacdo, ndo sobrevivem a resfriamentos
abaixo de -20°C, a ndo ser que se utilize um crioprotetor (SZELL e SHELTON, 1986).

Se a reducdo do volume celular atingir um minimo critico, a bicamada de
fosfolipideos da membrana celular fica muito comprimida e sua estrutura quebra. Com
isso, as fungdes de transporte e protecdo da membrana ndo podem ser mantidas e
rupturas na membrana se tornam porta de entrada do gelo extracelular para o interior da
célula (STOREY e STOREY, 1990). Desta forma, para que uma substancia tenha uma
boa acdo crioprotetora, deve atuar elevando a osmolaridade intracelular para controlar a
desidratacdo e deve ainda interagir com a membrana celular para estabiliza-la
(MERYMAN, 1974).

A propensdo de um ovdcito para sobreviver a criopreservacdo depende de seu
tamanho (LeGAL et al., 1994; AL-HASINI e DIEDRICH, 1995) e do estadio celular
em que se encontra (OTOI et al., 1995). Quanto maior o volume do ovdcito, maior o
tempo necessario para que a célula atinja o equilibrio osmotico em presenca de
crioprotetores. Desta forma, sucesso limitado na criopreservacdo tem acontecido em
espécies com ovocitos muito grandes, entretanto, o tamanho tem feito do ovocito uma
célula exemplar para o estudo tedrico de principios da criopreserva¢do, como 0S
coeficientes de permeabilidade (LeGAL et al., 1994; AL-HASINI e DIEDRICH, 1995).
Isto explica 0 motivo da criopreservacdo de ovécitos bovinos serem dificil de realizar
com sucesso e resultar em baixas taxas de producdo de blastocistos apds o aquecimento,
fertilizacdo in vitro (FIV) e cultura in vitro, pois devido ao seu grande tamanho é mais
dificil para a agua e os crioprotetores se moverem através da membrana plasmatica
(SEIDEL Jr., 2006).

Tendo em vista as condic¢des hipertdnicas das células embrionarias ao final do

congelamento, deve-se prevenir a ocorréncia de choque osmdtico em funcdo do



reingresso rapido da dgua para o interior celular durante o descongelamento e a diluicao
dos crioprotetores. O descongelamento € um procedimento de diluicdo, embora esta ndo
se complete totalmente durante este processo, podendo ocorrer o choque osmoético das
células quando os embriGes sdo colocados em solucdes isotdnicas, imediatamente a
descongelacdo (MAZUR, 1970; LEIBO, 1977; LEHN-JENSEN, 1984).

No caso de embriGes congelados, as taxas de resfriamento e aquecimento a
composi¢do do meio de congelacdo sdo os principais fatores criticos que influenciam na
viabilidade pos-aquecimento. O resfriamento pode causar injuria celular pela exposi¢édo
prolongada numa solucdo extremamente concentrada, causando o dano denominado
“efeito da solucdo”, e ainda pode causar injuria celular pela formagdo de gelo
intracelular. Embrides resfriados apropriadamente devem também ser aquecidos numa
taxa Otima para evitar danos provocados pelo choque osmético ou recristalizacdo do
gelo durante o processo de aquecimento (HOCHI et al., 2001).

Segundo Mazur (1977), ao adicionar crioprotetor ao meio contendo embrides, o
ponto de solidificacdo € abaixado, sendo que a formacdo de gelo extracelular se inicia
entre -5°C e -15°C, porém as células continuam descongeladas e super resfriadas. Como
mencionado anteriormente, a formacdo de gelo extracelular determina um aumento da
concentracdo de solutos fora do embrido, provocando a saida de &gua de dentro da
célula. Se a célula for resfriada rapidamente, a agua intracelular poderd nao sair em
quantidade suficiente, formando uma maior quantidade de cristais de gelo intracelular
que leva a lise das membranas. Por outro lado, se a congelacéo for muito lenta, a célula
perde dgua com rapidez adequada para manter em equilibrio seu potencial quimico,
porém a desidratacdo progressiva provoca uma elevacdo da concentracdo de eletrolitos
no meio celular, modificando suas propriedades fisico-quimicas (efeito solucdo),
determinando a perda de viabilidade celular (BARIL et al., 1995).

O intervalo de tempo em que ocorre o retorno ao volume inicial, atingindo-se o
equilibrio osmotico, esta relacionado com a especie animal do embrido em questdo, com
estadio de desenvolvimento, com a relacdo superficie/volume do embrido, com as
caracteristicas intrinsecas do crioprotetor e com a temperatura em que 0 embrido é
exposto. De acordo com Leibo et al. (1996), esses aspectos relativos a permeabilidade
de membrana explicam em parte, as diferencas observadas entre 0s Vvarios

crioprotetores, quanto a eficiéncia.



2.1.2. Acéo dos Crioprotetores

Os principais componentes para 0 sucesso da criopreservacdo sdo as solucoes de
crioprotetores. Os crioprotetores sdo essenciais para a desidratacdo da agua intracelular,
além deles baixarem o ponto de congelamento, dando assim mais tempo para a
desidratacdo. Uma selecéo criteriosa dos crioprotetores deve ser feita, no entanto, em
primeiro lugar para a toxicidade e a segunda para a permeabilidade (AGCA et al.,
1998).

A maior parte das células de mamiferos ndo resiste ao congelamento abaixo de -
20°C, independente da velocidade de resfriamento adotada, a menos que um aditivo
crioprotetor seja adicionado (WHITTINGHAM, 1980). Os crioprotetores tém a fungéo
proteger as células e tecidos durante a criopreservacao e descongelagdo. Considerando
as inter-relacbes dos crioprotetores, eles podem ser divididos em dois grupos:
crioprotetores intracelulares, que penetram a membrana celular e exercem sua a¢dao no
interior das células e crioprotetores extracelulares, que agem sobre a membrana celular
sem penetrarem nas células (McGANN,1978; KASAI E MUKAIDA, 2004; VAJTA E
NAGY, 2006; PEREIRA E MARQUES, 2008).

O funcionamento do crioprotetor esta relacionado aos processos de sua entrada e
saida da agua na pré-congelacdo; entretanto, na descongelacdo dos embrides este
processo € inverso. Segundo Schneider e Mazur (1984) o embrido quando exposto a um
crioprotetor intracelular, retrai devido a perda de dgua causada pela hiperosmolaridade
inicial do meio extracelular, e também porque o embrido € mais permeavel a saida de
agua do que a entrada do crioprotetor. O indice de entrada do crioprotetor depende do
coeficiente de permeabilidade deste e da temperatura da solugdo. O equilibrio é atingido
guando o embrido retorna ao seu volume anterior em meio isotdnico.

Considerando que o mecanismo de acdo dos crioprotetores ainda ndo esta bem
esclarecido, baseia-se na acdo dos crioprotetores, principalmente no abaixamento do
ponto de solidificacdo da solugdo na congelacdo. Assim € determinado maior tempo
para que ocorra desidratacdo da célula, diminuindo a formacdo de cristais de gelo
intracelulares (MAZUR, 1970 e 1980; LEIBO, 1977; MERYMAN et al.,, 1977,
MCGANN, 1978; JONDET et al., 1984; LEHN-JENSEN,1984).

A reducdo da formacdo de cristais de gelo, ndo elimina possibilidade da
ocorréncia de danos celulares, como os de origem toxica ou osmotica. Fahy (2004)
relata que existem trés tipos de efeitos tdxicos dos crioprotetores sobre as células. O

primeiro é denominado toxicidade especifica, que € propria de cada agente crioprotetor.



Os efeitos quimicos, onde através de vias e sitios celulares definidos, destroem a
estrutura celular e impedem o0s processos enzimaticos vitais, onde pode ocorrer
alteracOes hidrofdbicas da membrana, mudanca da constante dielétrica, potencial redox,
forca ibnica, pH, tensdo de superficie. O segundo efeito é a toxicidade indireta, mediada
pelas alteracdes na localizacdo da dgua nas moléculas hidratadas e o ultimo é o da
desnaturacdo das proteinas.

As lesdes osmoticas sdo originadas por alteracdes do volume celular durante a
adicdo e a diluicdo das solucdes crioprotetoras (KASAI, 2002). A desidratacdo
excessiva causa reducdo exagerada do volume celular e resulta no denominado efeito da
solucgéo, que se caracteriza pela precipitacdo dos componentes celulares. Segundo Vajta
e Nagy (2006), essas alteragdes podem ser controladas através do emprego de curvas de
resfriamento mais rapidas e solucdes crioprotetoras mais estaveis e menos toxicas. As
rapidas taxas de resfriamento podem diminuir as injurias celulares atraveés da passagem
direta pela zona perigosa de resfriamento que esta entre + 15°C e — 5°C (MARTINO et
al., 1996a).

As caracteristicas fundamentais para um eficiente agente crioprotetor € o baixo
peso molecular, alta capacidade de atravessar a membrana celular e ser de baixa
toxicidade. Em geral, agentes com réapida capacidade de penetracdo sao mais favoraveis,
porque o0 tempo de exposicdo ao crioprotetor, antes do réapido resfriamento é curto,
prevenindo assim, as injarias osméticas (KASAI,1996). A velocidade de permeacdo de
um crioprotetor depende de véarios fatores, tais como, espécie, estadio de
desenvolvimento e relacdo superficie/volume do embrido, com a natureza e
concentracéo do crioprotetor e a temperatura de exposic¢ao (LEIBO, 1984).

A interacdo do crioprotetor com a membrana celular exerce acdo estabilizadora
durante as mudancas do estado relativamente liquido para o estado sélido, e talvez até
mais importante, no retorno ao estado liquido na descongelacdo. Neste caso, 0
crioprotetor parece diminuir a fragilidade das membranas, impedindo que se quebrem
(SEIDEL Jr., 1986). Além disso, alguns crioprotetores como o0 DMSO, podem inibir a
atividade da catalase e da peroxidase, diminuindo a producdo de radicais livres
envolvidos nas injarias causadas pela congelacdo (RAMMLER, 1967).

Outra possivel acdo dos crioprotetores € a de diminuir os efeitos das altas
concentragOes osmoticas durante a desidratacéo celular. Muitas moléculas dissolvem- se
na mistura crioprotetor/agua, que é menos lesivo do que quando dissolvidas em altas

concentragfes de liquido na auséncia do crioprotetor. Portanto, devem-se utilizar



concentracdes crescentes de crioprotetores para permitir ao embrido, tempo suficiente
para o equilibrio osmético, uma vez que na presenca dos mesmos, aumentaria
significativamente a sua osmolaridade (SEIDEL Jr., 1986).

Segundo Schneider e Mazur (1984), o embrido exposto a um crioprotetor
intracelular, retrai devido a perda de agua causada pela hiperosmolaridade inicial do
meio extracelular, e também porque o embrido € mais permeavel a saida de 4gua do que
a entrada do crioprotetor. O indice de entrada do crioprotetor depende do coeficiente de
permeabilidade deste e da temperatura da solugdo. O equilibrio é atingido quando o
embrido retorna ao seu volume anterior em meio isoténico.

Os crioprotetores extracelulares permitem a reducdo da concentragcdo dos
crioprotetores intracelulares, diminuindo a toxicidade celular. Segundo Rall (1987), a
sacarose tem o efeito adicional de protecdo celular, pois este crioprotetor extracelular
causa desidratacdo nos embrides, reduzindo a quantidade de agua no citoplasma da
celula, evitando a formacdo de gelo intracelular. Entretanto, Martinez et al. (2002)
demonstraram que altas concentracdes de sacarose (0,5M) resultaram em baixas taxas
de nascimento para embrifes de bovinos.

Ao mesmo tempo em que podem exercer efeitos protetores durante o
congelamento, os crioprotetores, nas concentragdes geralmente necessarias para
prevenir danos, podem ser toxicos as ceélulas, especialmente com elevacdo da
temperatura (LEHN-JENSEN, 1984; SCHNEIDER e MAZUR, 1984).

A congelacdo e os agentes crioprotetores parecem alterar o equilibrio entre os
fatores fundamentais envolvidos na manutencdo da estabilidade das estruturas
biolégicas (FAHY, 1986). Tanto as baixas temperaturas a que sdo submetidos os
ovocitos, quanto a adi¢do de substancias crioprotetoras modificam a organizacdo dos
microfilamentos de actina. Efeitos deletérios no citoesqueleto de actina foram
observados ap6s a criopreservacdo de ovdcitos bovinos. Devido a associacdo dos
microfilamentos com outras estruturas, € possivel que sua destruicdo seja o resultado de
danos em outros componentes celulares como a membrana plasmatica ou mitocondria.
Sendo assim, quando a distribuicdo normal dos microfilamentos é modificada apds a
exposicdo aos crioprotetores e a vitrificacdo, alteracbes irreversiveis de outros
componentes celulares podem ter ocorrido, como a liberacdo precoce das enzimas dos
granulos corticais. Estas mudancas podem prevenir completamente a fecundagdo ou
incompletamente o bloqueio a polispermia, ambos levando a diminuicdo das taxas de
clivagem apés a inseminacdo (ALBARRACIN et al., 2005).



Apesar dos efeitos benéficos dos crioprotetores, ndo existe uma tecnica de
criopreservacdo celular que permita 100% de sobrevivéncia ap0s a congelacdo e
descongelagdo, mesmo utilizando-se curvas de resfriamento e aquecimento
consideradas Otimas. Existem duas razdes para justificar as falhas na acdo dos
crioprotetores: primeiro, a toxicidade do crioprotetor limita a concentracdo em que este
pode ser utilizado antes do resfriamento e, portanto, limita a eficAcia da acdo
crioprotetora (FAHY, 1990); segundo, 0s agentes crioprotetores podem ter acdo direta
na producdo de crioinjurias, como por exemplo, alterando a polaridade do meio
extracelular lesando as membranas (ARNOLD et al., 1983). Diferentes estratégias estdo
sendo utilizadas para minimizar os danos osméticos e toxicos, através da aplicacdo de
crioprotetores menos tdxicos, bem como a combinagdo de dois ou trés crioprotetores
(KASAL, 1996; VAJTA, 2000).

2.1.3. Agentes Crioprotetores

2.1.3.1. Crioprotetores Intracelulares

Os crioprotetores intracelulares sdo solutos organicos responsaveis por proteger
as organelas das células durante o resfriamento e o reaquecimento, sendo essencial na
prevencdo da formacdo de cristais de gelo, impedindo a ocorréncia de danos tdxicos e
osmoticos (KASAI, 2002). Sdo moléculas com baixo peso molecular e desta maneira
podem atravessar as membranas celulares com relativa facilidade. Os mais comumente
utilizados sdo o etilenoglicol, propilenoglicol, dimetilsulféxido, glicerol, metanol e

etanol, os quais devem ser usados com cautela devido a sua toxicidade aos embrides.

- Etilenoglicol (EG)

E quimicamente classificado como alcool, possui um baixo peso molecular (PM
= 62,02) e maior permeabilidade a membrana celular, além de ser o crioprotetor
intracelular de menor toxicidade, e efetivo no congelamento (MIYAMOTO e
ISHIBASHI, 1978, ALI e SHELTON, 1993, MARTINEZ e MATKOVIC, 1998) e na
vitrificacdo de embriGes murinos (RALL e FAHY, 1985) bovinos (VAJTA et al, 1999);
VIEIRA et al., 2008), suinos (CUELLO, et al., 2008).

O EG tem rapida acdo através das membranas, 0 que determina tempos
reduzidos de exposicdo para seu equilibrio, além de estabilizar a membrana celular

durante o processo de vitrificacdo (KASAI et al., 1990). Essas vantagens fazem que o



EG seja um dos crioprotetores mais utilizados na formulacdo das solucdes de
vitrificagdo, porém, para que o EG vitrifique € necessaria uma concentracdo de 8,0M,
que é toxica para o embrido. Dessa forma, a estratégia para o sucesso da vitrificacdo
estd na associacdo de crioprotetores intracelulares e extracelulares. Na pratica existem
diversas misturas de crioprotetores intracelulares e extracelulares que vém sendo usados
e aprimorados (DOBRINSKY, 2002; VAJTA e KUWAYAMA, 2006; VIEIRA et al.,
2008).

O EG é o crioprotetor mais utilizado em protocolos de vitrificagdo nas espécies
domésticas, devido ao seu baixo peso molecular e baixa toxicidade (ALI e SHELTON,
1993, MARTINEZ e MATKOVIC, 1998). O EG tem mostrado ndo ser toxico para
embrides murinos e pode assim melhorar as taxas de sobrevivéncia de embrides bovinos
produzidos in vitro congelados e aquecidos. Altas taxas de penetracdo e baixa
toxicidade desse crioprotetor permite a transferéncia direta apds o aquecimento sem
procedimento de diluigdo (SOMMERFELD e NIEMANN, 1999). O EG parece ter,
além de um menor efeito toxico, uma rapida difusdo no momento do equilibrio dentro
da célula, entre a zona pelUcida e a membrana celular, e seu uso pode resultar em
melhores taxas de sobrevivéncia de embrifes congelados/descongelados. Dessa forma, a
estratégia para o0 sucesso da vitrificacdo estd na associacdo de crioprotetores
intracelulares e extracelulares (ALl e SHELTON, 1993). A adicdo de um acucar
(sacarose, glicose, frutose, sorbitol, trealose ou rafinose) a uma solucdo de vitrificacao
baseada em EG modifica essa solucdo. Aditivos com alto peso molecular, como 0s
dissacarideos como sacarose ou trealose ndo penetram a membrana celular e podem
reduzir significativamente a quantidade de crioprotetor requerida, bem como a
toxicidade do EG, pela reducdo na concentracdo requerida para promover
criopreservacao bem sucedida (LIEBERMANN et al., 2002).

- Dimetilsulfoxido (DMSO)

E um composto quimico organico de formula C,HsSO peso molecular de 78 e
temperatura de congelamento 18,5°C (CARPENTER, et al., 1994). A elevada
capacidade higroscopica decorre da sua intensa afinidade pelo hidrogénio, formando
pontes mais fortes do que as formadas entre moléculas de agua. Isso faz com que o
DMSO puro passe rapidamente para a concentracdo entre 66 e 67% se for deixado
exposto ao ar ambiente, razdo porque deve ser mantido em frasco hermeticamente
fechado (ALSUP e DEBOWES, 1984).



O DMSO preserva a integridade de proteinas isoladas e das membranas lipidicas
durante o processo de resfriamento e aquecimento. Essa caracteristica faz com que seja
o crioprotetor de eleicdo na vitrificacdo de células e tecidos, quando comparados a
outros crioprotetores de baixo peso molecular (DE LA TORRE e STANLEY, 2007).

A solucdo composta por EG e DMSO tem sido amplamente utilizada,
proporcionando resultados bastante satisfatorios (MEZZALIRA et al., 2004). Todavia, 0
emprego de DMSO apresenta como inconveniente a necessidade de preparo da solugéo
no momento do uso, em funcdo de sua caracteristica higroscopica, o que dificulta sua

aplicacdo nas rotinas de criopreservacdo (WERLICH et al., 2006).

- Dimetilformamida (DF)

Crioprotetor de baixo peso molecular (PM = 73,1), pertence ao grupo das
amidas, potente bloqueador da toxicidade do DMSO. Sua configuracdo quimica
apresenta trés sitios de ligacdo do hidrogénio, que permite a ligacdo com as moléculas
de 4gua, aumentando a solubilidade e proporcionando maior permeabilidade a
membrana celular e essa unido com as moléculas de agua proporciona um aumento na
capacidade de inducdo do estado vitreo (BAUDOT e BOUTRON, 1998; FULLER e
PAYNTER, 2004).

A dimetilformamida e dietilformamida podem ser crioprotetores eficientes,
desde que ndo sejam tdxicos quando adicionados antes da criopreservacdo. Para a
vitrificacdo completa da solucdo crioprotetora, a efetividade da dietilformamida e
dimetilformamida € média, sendo compardvel ao DMSO, todavia, € maior que a do
glicerol e do EG e menor que a do 1,2 propanodiol e levo-2,3-butanodiol. Estes
componentes (dietilformamida e dimetilformamida) poderiam ser crioprotetores
efetivos para 6rgdos, dependendo de sua toxicidade quimica e osmoética quando
adicionados para a criopreservacdo, também na dependéncia de sua toxicidade na
solugdo suporte e na possibilidade da presenca simultdnea de outros crioprotetores
(BAUDOT e BOUTRON, 1998).

Varios experimentos com a presenga das amidas na solugdo crioprotetora tém
revelado beneficios na criopreservacdo de tecidos e células, ovario de camundongo
(MIGISHIMA et al., 2003) e ovéarios de ovinos (BAUDOT et al., 2007), embrides
humano (MUKAIDA et al., 1998), bovino (FUKU et al., 1995; SIQUEIRA-PYLES,
2006).



Alvarenga et al. (2000) testaram o glicerol, EG, DMSO e DF na congelacédo de
sémen equino. Apds a descongelagdo foi observado menor nimero de espermatozoides
moveis e também de espermatoz6ides com movimento progressivo no grupo congelado
com DMSO. A porcentagem de espermatozdides viaveis ndo diferiu entre 0s grupos.
Foi observada melhora na motilidade quando a dimetilformamida foi utilizada. Os
autores concluiram que o EG e a dimetilformamida promoveram crioprotecdo similar ao
glicerol e foram mais eficazes na preservacao de espermatozoides moveis de equinos do
que o DMSO.

2.1.3.2. Crioprotetores Extracelulares

Os crioprotetores extracelulares cujas funcbes sdo reduzir a formacao de gelo,
facilitar a desidratacdo das células e proteger a membrana celular, possuem alto peso
molecular ndo podendo permear as células. Dois tipos de substancia caracterizam esses
crioprotetores, os polimeros e os sacarideos. Os mais utilizados sdo a sacarose, glicose,
lactose, trehalose, polivinilpirrolidona (PVP) e manitol (NIEMANN, 1991;
DENNISTON et al., 2000).

As macromoléculas sdo adicionadas as solucdes de vitrificacdo para promover
modifica¢fes na viscosidade, facilitando a inducdo do estado vitreo. Os crioprotetores
extracelulares permitem a reducdo da concentracdo dos crioprotetores intacelulares,
diminuindo a toxicidade celular (KASAI e MUKAIDA, 2004). Segundo Rall (1987) a
sacarose tem o efeito adicional de protecdo celular, pois este crioprotetor causa
desidratacdo em embriGes de camundongo, reduzindo a quantidade de agua no
citoplasma da célula e desta forma, evitando a formacéo de gelo intracelular. Entretanto,
Martinez et al. (2002) demonstraram que altas concentracdes de sacarose (0,5M)
resultaram em baixas taxas de nascimento para embrides de bovinos.

Existem também as macromoléculas dos bloqueadores sintéticos da formacéo de
gelo (SIB) que protegem as membranas celulares durante a congelagéo, prevenindo a
ocorréncia do endurecimento da zona pellcida devido a liberacdo prematura dos
granulos corticais (ASADA et al., 2002). Em baixas concentracdes reduzem a formacéo
de cristais de gelo nas solugdes aquosas (WOWK et al, 2000). A associa¢do de varios
polimeros sintéticos foi descrita por Fahy et al. (2004) para a vitrificacdo de odcitos e

embrides de camundongos, demonstrando excelentes resultados.



2.1.4. Remocdao do crioprotetor

A remoc¢do de crioprotetores permedveis apds o descongelamento é um
problema sério porque as células sdo facilmente danificadas neste processo, podendo
determinar uma maior ou menor taxa de sobrevivéncia (KASAI et al., 1990; VAJTA,
2000).

Quando as células com alta concentragcdo intracelular de crioprotetor sdo
colocadas em um meio sem crioprotetor, a agua desloca-se para dentro das células para
diluir osmoticamente o crioprotetor, de forma mais rapida que o crioprotetor leva para
difundir-se para fora da célula, visto que as células sdo muito mais permeaveis a agua
do que aos crioprotetores. A solugdo mais comum para este problema é remover o
crioprotetor lentamente em séries de etapas, a uma taxa de 3 a 10 minutos por etapa;
deste modo as células incham ligeiramente, a cada passo, retornando ao tamanho normal
guando as concentrac@es intra e extracelular do crioprotetor tornam-se iguais (SEIDEL,
1996; LIEBERMANN et al., 2003).

As técnicas de vitrificacdo incorporam estes procedimentos de adi¢éo e retira em
etapas dos crioprotetores, na procura de alcancar maior eficiéncia na sobrevivéncia dos
embrides (LIEBERMANN et al., 2003). Vale a pena ressaltar que a exposicdo dos
embrides as denominadas solucdes de equilibrio, onde os crioprotetores estdo presentes
em baixas concentracfes e que conferem a protecdo as estruturas celulares, usualmente
ndo trazem prejuizos a integridade dos embrides (SHAW e JONES, 2003; VAJTA e
KUWAYAMA, 2006).

Um segundo método para a remoc¢do do crioprotetor das células é o de colocar
os embrides em um meio contendo uma alta concentracdo de uma molécula
(crioprotetor) ndo-penetrante como a sacarose. Nesta situacdo, a tendéncia da agua
entrar na célula para diluir o crioprotetor é balanceada pela tendéncia da agua sair da
célula devido a alta concentracdo extracelular de sacarose. Entdo as células ndo incham,
mas, encolhem apos a difusdo do crioprotetor para fora das celulas embrionarias. Isto
causa um pequeno dano, entretanto, as células retornam ao tamanho original ap6s a
remocao do crioprotetor do meio com o soluto ndo-penetrante (SEIDEL, 1996).

O procedimento de diluicio em meio suplementado com sacarose €
frequentemente utilizado ap6s o aquecimento de embrides vitrificados (VIEIRA et al.,
2008; GRAVES-HERRING e BOONE, 2009; MORATO et al., 2008). Por outro lado,

recentemente foi demonstrado que os danos osmoticos das membranas das células



embrionarias, provocados por solugdes sem a presenca de sacarose € minimo (EL-
GAYAR et al., 2008).

Entdo ao analisar as caracteristicas proprias de cada crioprotetor percebe-se que,
independente da capacidade individual de induzir a formacdo de estado vitreo, todos
apresentam niveis de toxicidade. As associagdes de crioprotetores possuem a vantagem
de reduzir a concentragdo de cada crioprotetor na solucdo, diminuindo os danos
causados pela toxicidade (KASAI et al., 1990; MASSIP, 2001; VAJTA e NAGY,
2006).

2.1.5. Congelamento Classico ou Lento

Dentre as técnicas utilizadas para criopreservacdo de embrides, predomina o
método lento, conhecido como congelamento tradicional ou classico, no qual sdo
necessarias de uma a duas horas para que o embrido gradativamente passe da
temperatura ambiente a de estocagem (-196°C), passando por um processo de equilibrio
(VAJTA, 2000). A congelacdo lenta é um processo fisico no qual as células
embrionarias sdo desidratadas progressivamente atraves da acdo de solucdes
crioprotetoras, provocando um decréscimo no ponto de congelagdo, (BARIL et al.,
1995), onde as taxas de resfriamento sdo otimizadas para remover agua do embrido,
limitando assim a formacdo de cristais de gelo intracelular, minimizando a toxicidade
quimica e o “stress” osmotico (CAMPOS—-CUILLON et al., 2006). Métodos de
resfriamento lento permitem um intercdmbio entre a solugdo intracelular e
compartimentos extracelulares sem causar sérios efeitos osméticos (VAJTA e
KUWAYAMA, 2006). O sucesso do congelamento lento depende em atingir o
equilibrio ideal entre a velocidade com que a agua pode deixar as células e a velocidade
com que é convertido em gelo (VISINTIN et al., 2002)

As técnicas de criopreservacdo envolvem: adicdo de crioprotetor, congelacéo do
embrido com inducdo da cristalizacgdo e estocagem em nitrogénio liquido,
descongelacdo do embrido e remocdo do crioprotetor. Estes métodos envolvem a
penetracdo do crioprotetor em temperatura ambiente e a desidratagdo dos embrides
durante o processo de resfriamento e congelacdo, antes da imersdo em nitrogénio
liquido (FAHNING e GARCIA, 1992).

O objetivo € retirar 0 maximo de agua possivel do embrido e, assim, prevenir a

formagéo de gelo intracelular, enquanto o citoplasma super-resfria antes de congelar. A



inducdo da cristalizacao (“seeding”), que ¢ feita tocando uma coluna da solugdo com
instrumento super resfriado, onde induz a mudanca do estado da agua para o gelo, o que
leva a um aumento da concentracdo de sais na solu¢do. Uma vez que o gelo se forma, 0s
embrides congelam lentamente, permitindo a eles mudanca de concentragcdes osmaticas
(FAHNING e GARCIA, 1992).

A velocidade lenta de resfriamento empregada visa manter o delicado balango
entre varios fatores que podem causar danos como a formacdo de cristais de gelo,
injarias osmdticas, efeito tdxico dos crioprotetores, concentracdo intracelular de
eletrolitos, injurias do resfriamento, fratura da zona pellcida e de embrido e alteracdes
de organelas intracelulares, citoesqueleto e contatos célula-célula (VAJTA, 2000).

A maioria dos embrides mamiferos sdo criopreservados através do método de
congelamento lento, usando crioprotetores permedveis, com baixas taxas de
resfriamento e altas taxas de aquecimento. O congelamento classico segue 0s seguintes
passos: 1. Exposicdo dos embriGes aos crioprotetores de baixo peso molecular, até
atingir o equilibrio entre a solucdo e o embrido; 2. Indugdo da cristalizacdo a
temperatura de -5° a -7°; 3. Resfriamento lento controlado (0,2 a 2,0 °C/min), até -30° a
-70°C; 4. Imersdao dos embrides no nitrogénio liquido (-196°C); 5. Aquecimento
controlado a uma velocidade de 250°C/min em banho maria; 6. Remocdo do
crioprotetor a temperatura ambiente para posterior inovulacdo ou cultivo (PALASZ e
MAPLETOFT, 1996; VISINTIN et al., 2002, ; CAMPOS-CHILLON et al., 2006;
MUCCI et al., 2006).

Embora os indices obtidos sejam aceitaveis e dificeis de superar em embrides
transferidos a fresco (VAJTA, 2000), existem limitacbes do emprego desta técnica,
como o custo do equipamento e a demora do processo (BARIL et al., 2001; CAMPOS-
CHILLON, 2006; SEIDEL, 2006).

2.1.6. VITRIFICACAO

O fendmeno da vitrificacdo foi primeiramente investigado por Luyet (1937), o
qual observou o potencial de certos crioprotetores em solidificarem sem a formacéo de
cristais de gelo. Durante os primeiros estudos ndo estava claro como o procedimento de
vitrificacdo poderia ser estabelecido. A vitrificagdo requer taxa muito alta de
resfriamento e ao mesmo tempo prote¢do de substancias potencialmente toxicas, 0 que

inicialmente levou a uma substituicdo deste por métodos outros de criopreservacao.



Rall e Fahy (1985) introduziram a vitrificagdo como método para criopreservar
embrides de mamiferos na auséncia de gelo. Esta técnica reduz a necessidade de
equipamentos e diminui o custo e o tempo por embrido transferido (DOBRINSKY,
2002).

A vitrificacdo é a solidificacdo de uma solucdo em baixas temperaturas sem a
formacdo de cristais de gelo (VAJTA, 2000). O fendbmeno é obtido com o aumento
extremo da viscosidade que requer grande velocidade de resfriamento e o uso de
solucgdes crioprotetoras que impecam a formacdo de cristais de gelo. A viscosidade da
amostra comeca a aumentar até que as moléculas iniciem a imobilizacdo tornando a
amostra ndo mais um liquido, porém, com propriedades de um solido. Contudo, a
vitrificagdo € resultado de altas taxas de resfriamento associadas com altas
concentracdes de crioprotetores. 1sso pode ser conseguido através do aumento da
viscosidade da solucdo associado a alta velocidade de resfriamento e aquecimento
(LIEBERMANN et al., 2003; KASAI e MUKAIDA, 2004).

Em criobiologia, o termo vitrificacdo se refere ao processo onde a solucdo inteira
que contém a amostra biologica é vitrificada completamente. O sucesso da vitrificacdo
estd relacionado com a capacidade de permeabilidade, concentracdo, tempo de
exposicéo e volume do crioprotetor, que devem ser adequados para impedir a formagéo
de cristais de gelo intracelular sem provocar lesdes de efeito osmético ou téxico (RALL
e FAHY, 1985).

Um dos fatores que limita o sucesso na congelacdo de embrifes € a ocorréncia
de injurias causadas pelo abaixamento da temperatura durante o processo. Estas injdrias
resultam em danos irreversiveis & membrana plasmética. A técnica de vitrificacdo tem
como objetivo prevenir danos causados pelo frio por evitar a formacédo de cristais de
gelo. A vitrificacdo de ovocitos tem sido bem sucedida em varias espécies de mamiferos
incluindo ratos, bovinos e humanos (CETIN e BASTAN, 2006).

A estratégia da vitrificacdo € diferente da congelacdo lenta ou tradicional, uma
vez que na congelagdo lenta a taxa de resfriamento possibilita manter um equilibrio
entre os Varios fatores que podem resultar em injurias, como a formacéo de cristais de
gelo, fratura da zona, alteracbes de organelas intracelulares e do citoesqueleto
(MASSIP, 1989; DOBRINSKY, 1996; MARTINO, 1996 a; SAHA et al., 1996;
KASAI, 1997). Na vitrificacdo, elimina-se totalmente a formagéo de cristais de gelo
intracelulares, porém, é mais radical e como consequéncia negativa do processo, existe

uma grande probabilidade de ocorrer quase todos os danos da congelagéo,



principalmente os toxicos e osmaticos. A reducdo da concentracdo do crioprotetor pode
ser obtida através do uso adicional de polimeros ndo permeaveis, que permanecem na
area extracelular. A minimizacdo da toxicidade do crioprotetor também pode ser
conseguida pelo uso de uma combinacdo de dois crioprotetores e exposicdo em dois
passos das células as solucGes de criopreservacdo (LIEBERMANN et al., 2002b
FAHY, 1984; RALL, 1987; KASAI, 1990; MASSIP et al., 1995; PALASZ, 1996). Por
outro lado, a alta velocidade de resfriamento e aquecimento resulta em répida passagem
através da temperatura critica, 0 que minimiza os danos causados pelo resfriamento
(LIEBERMANN et al., 2002a), pois o0 aumento da velocidade de resfriamento reduz os
danos produzidos pelas gotas lipidicas intracelulares, principalmente as contidas nas
membranas e no citoesqueleto, por atravessar mais rapidamente as faixas criticas de
temperatura (DOBRINSKY, 1996; MARTINO, 1996 b; ISACHENKO, 1998; ZERON,
1999).

As solugdes de vitrificagdo, assim como aquelas utilizadas para a congelagéo
lenta conttm um crioprotetor, varios sais e, normalmente, uma ou mais
macromoléculas. No caso da vitrificagdo, as macromoléculas parecem ser especialmente
importantes, uma vez que nestas solugdes, a concentracdo do crioprotetor € muito alta e
as macromoléculas modificam o crioprotetor durante o processo de vitrificacdo
(SIQUEIRA-PYLES, 2006).

Durante os ultimos anos diversas técnicas de vitrificacdo vém sendo
desenvolvidas com o objetivo de evitar as crioinjdrias, aumentando as taxas de
resfriamento e aquecimento. A vitrificacdo é uma técnica relativamente nova e nao foi
padronizada, existindo até o momento, diversos protocolos que apresentam diferentes
detalhes técnicos, e que os resultados ainda sdo inconsistentes (LIEBERMANN et al.,
2002). Concomitante, inimeros agentes crioprotetores vém sendo utilizados em
diferentes concentracGes e combinacdes, sendo adicionados as solugbes em um Gnico
passo, ou paulatinamente, e mergulhados diretamente em nitrogénio liquido a partir da
temperatura ambiente (DATTENA et al., 2004).

Um dos papéis dos crioprotetores consiste em aumentar a viscosidade dos meios
biolégicos, no entanto, as concentraces empregadas nos métodos cléssicos de
congelamento de embrides, sdo geralmente ineficientes para que se obtenha o estado
vitreo, pelo menos no exterior das células (MASSIP et al.,1986).

Rall (1984) descreveu alguns fatores criticos para a alta sobrevivéncia

embrionaria apds a vitrificagdo, como por exemplo, a solucéo de vitrificacdo deve ser



suficientemente concentrada para vitrificar a velocidade de resfriamento praticaveis e
ndo deve produzir toxidez quimica ou osmotica durante o equilibrio e diluicdo. O
procedimento para o equilibrio deve proporcionar um citoplasma desidratado que
vitrifiqgue ao resfriamento. A velocidade de resfriamento € relativamente irrelevante,
desde que seja rapida para prevenir a cristalizacdo. A temperatura de estocagem das
suspensdes de embrides vitrificados deve estar abaixo da temperatura de transigéo vitrea
da solucdo. O descongelamento deve ser suficientemente rapido para prevenir a
desvitrificacdo (cristalizacdo) e o excessivo aumento de volume celular deve ser evitado
quando os embrides sdo diluidos e retornam as condicdes fisioldgicas normais.

Para evitar 0 aumento osmético durante a diluicdo dos embrides vitrificados,
deve ser adicionado um soluto impermeéavel, tal como a sacarose no meio de diluicdo. A
injaria observada apos a exposicdo de embrides as solucdes altamente concentradas de
crioprotetores pode, em alguns casos, ser devido as condi¢bes improprias de diluicdo e
ndo a toxidez quimica por si (RALL, 1986).

Outra maneira de tentar minimizar os danos que as altas concentracGes de
crioprotetores podem causar é fazer a exposicdo em duas etapas. O primeiro passo €
feito com solucdes menos concentradas para conseguir o equilibrio entre os fluidos
extra e intracelulares. O segundo passo é feito com solugdes concentradas e tempos de
exposicdo relativamente curtos, acompanhados pelo encolhimento do embrido e
aumento de concentracdo de macromoléculas e de eletrdlitos intracelulares (VAJTA,
1997).

Nos protocolos de vitrificacdo, diferentes combinaces crioprotetoras foram
empregadas nos Ultimos anos com resultados, muitas vezes, contraditérios em funcéo do
emprego de diferentes procedimentos de exposi¢des, tipos de suporte e velocidade de
resfriamento. Dentre as solucdes correntemente empregadas, o uso de EG de forma
isolada ou associada a outros crioprotetores ndo permeaveis tem sido a solu¢do mais
comumente utilizada (HOCHI et al., 1996; MARTINO et al., 1996b; VAJTA et al.,
1996). Um agente crioprotetor ndo permeavel comum € a sacarose, a qual exerce um
efeito osmético significante, sendo, portanto empregada na re-hidratacdo, apds a
descongelacédo. Diversas observagbes confirmam o efeito estabilizante da adicdo de
sacarose na solucdo de vitrificacdo. Na presenca de sacarose, a estabilidade da
membrana dos ovocitos é sensivelmente aumentada apos exposicdo prolongada a altas
concentracdes de EG (SZELL e SHELTON, 1986; TODOROV et al., 1993; RAYOS et
al., 1994).



Considerando-se que na vitrificacdo existe um risco consideravel de toxicidade
atribuida a alta concentracdo de crioprotetores utilizados, o estadio de desenvolvimento
embrionario, no momento da criopreservagdo, tem demonstrado importancia critica para
a sobrevivéncia do embrido apos aquecimento. O EG tem mostrado ndo ser toxico para
embrides murinos e pode melhorar as taxas de sobrevivéncia de embrides bovinos
produzidos in vitro congelados e aquecidos. A alta taxa de penetracdo e a baixa
toxicidade desse crioprotetor permite a transferéncia direta ap6s o aquecimento sem o
procedimento de diluicdo. O EG tem sido utilizado com sucesso na concentracao de 1,5
a 1,8M para a congelacdo lenta de embribes bovinos produzidos in vivo
(SOMMERFELD e NIEMANN, 1999).

Comparada ao congelamento, a vitrificagdo pode melhorar a capacidade de
desenvolvimento dos embrifes apds o descongelamento. Entretanto, em alguns casos, a
alta taxa de resfriamento e a alta concentracdo de crioprotetores alteram o arranjo dos
cromossomos e microtibulos em odcitos de camundongos (COOPER et al., 1998).

Comparacdes entre a congelacdo lenta e a vitrificagdo tém mostrado diferentes
resultados, embora pareca que a vitrificacdo seja mais adequada para embrides
produzidos in vitro (MUCCI et al., 2005). Nedambale et al., (2004), ao compararem a
congelacdo controlada com a vitrificacdo, concluiram que a vitrifico apresentou
melhores indices de sobrevivéncia embriondria in vitro para embrides produzidos em
sistemas de cultivo seqiiencial de KSOM-SOF.

A maioria das pesquisas que compara a congelacdo lenta e a vitrificacdo
apresenta resultados semelhantes de sobrevivéncia embrionéaria in vivo e in vitro ou
ainda a vitrificagdo apresenta melhores resultados (VAJTA, 2000).

Existe uma questao a ser observada quando se estuda a vitrificacdo de embrides,
que sdo as solucbes crioprotetoras e os diferentes recipientes que vém sendo
empregados, dificultando o estabelecimento de um Unico protocolo. Entretanto, os
relatos de prenhezes apos a vitrificacdo de embriGes encorajam os estudos desta técnica
(LIEBERMANN, et al., 2002).

Embrides ovinos vém sendo vitrificados com sucesso. Isachenko et al. (2003a)
obtiveram 70 % de prenhez em ovelhas inovuladas com embrides vitrificados em OPS,
similar a embrides congelados pelo método tradicional. Porém, Papadopoulos et al.
(2002) obtiveram taxas de gestagdo menores (50%) com embrides vitrificados quando
comparados a embrides inovulados a fresco (90%). Mermillod et al. (1999) mostraram

taxas de paricdo similares entre embrides ovinos vitrificados e a fresco transferidos pelo



método indireto (50% e 60%, respectivamente). Em estudo realizado no Brasil em
ovinos da raga Santa Inés néo foi observada diferenca significativa entre a viabilidade
dos embrides congelados e vitrificados, porém os resultados foram considerados baixos,
sendo a taxa de fertilidade aos 60 dias de 18,2% com embrides congelados e 6,7% com
embribes vitrificados (CORDEIRO, 2001). No entanto, Martinez et al. (2006) na
Argentina obtiveram resultados animadores e estatisticamente semelhantes quanto a
taxa de gestacdo aos 30 dias de embrides vitrificados (41,1%) e congelados (46,4%).

As vantagens da técnica de vitrificagdo, quando comparada ao congelamento,
sdo baixo custo do equipamento, simplicidade do procedimento e o pouco tempo
necessario para realizar o processo, além da vitrificagdo melhorar a capacidade de
desenvolvimento dos embrifes apds o descongelamento (SIQUEIRA-PYLES,2006).

Resultados animadores na vitrificagdo de embribes com a utilizacdo desta
técnica tém sido relatados por alguns autores. Dattena et al. (2000) obtiveram de 62
embrides colhidos e vitrificados, 52 (83,8%) com re-expansdo da blastocele apds cultivo
por 24 horas e 39 cordeiros nascidos (62,9%). Baril et al. (2001) relataram taxa de
prenhez e de sobrevivéncia embrionaria depois da inovulacdo de embrides vitrificados

de 72 e 50%, respectivamente.

2.1.7. Recipientes para envase dos embrides

H& muitos dispositivos de armazenamento disponiveis para que permitam o
armazenamento de embrifes em pequenos volumes. Os métodos de vitrificagdo tém
sido muito criativos na reducdo de volumes, utilizando-se muitas opcdes.

A técnica de vitrificacdo utilizando-se palhetas francesas de 0,25 mL, sendo
preenchidas com duas colunas de 160uL solugdo de sacarose, seguidas de 20uL solugcdo
de vitrificagdo e 20uL meio contendo embrides. Todas as colunas sdo separadas por
60ulL de ar. Apos serem seladas, as palhetas sdo imersas em nitrogénio liquido
(NAITANA et al., 1997).

A taxa de resfriamento para este processo de vitrificacdo é de aproximadamente
2.500°C/min (PALASZ e MAPLETOFT, 1996). Por outro lado, para evitar fraturas de
embrides e de zona pellcida nestas taxas de resfriamento, requer-se o uso de altissimas

concentracdes de crioprotetores, muito maiores do que as requeridas para 0



congelamento tradicional, sendo considerada de alta toxicidade aos embrides (KASAI,
1997).

A técnica denominada Open Pulled Straw (OPS) foi desenvolvida originalmente
para embrides bovinos por Vajta et al. (1997). As palhetas de OPS foram desenvolvidas
através das palhetas francesas de 0,25ml, sendo os tampdes de algoddo removidos e
estas amolecidas por aquecimento em sua regido central. Manualmente, as palhetas
foram esticadas até que o didmetro interno e a espessura da parede diminuiram para
aproximadamente metade do tamanho original. Posteriormente foram resfriadas ao ar e
cortadas na extremidade estreita. Aproximadamente 1 a 2uL do meio de vitrificagdo
contendo o embrido é introduzido na extremidade estreita da palheta através do efeito
capilar simples. A extremidade contendo o embrido é imediatamente imersa no
nitrogénio liquido, solidificando a coluna liquida sem que haja dispersdo da solucdo
(VAJTA et al., 1998).

A taxa de resfriamento é aumentada em oito vezes quando comparada as
palhetas francesas de 0,25mL, sendo acima de 20.000°C/min. Estas taxas de
resfriamento sdo alcancadas devido a reducdo do volume das solucGes e a diminuicdo da
espessura da parede da palheta (0,07mm). Dessa forma, os altos padrdes de resfriamento
e aguecimento resultam em diminuicdo das crioinjdrias, como fraturas da zona pelcida
e do embrido. Adicionalmente, com o uso das palhetas de OPS é possivel alcangar a
vitrificacdo da solucdo utilizando uma menor concentracdo de crioprotetor, juntamente
com o rapido resfriamento, minimizando as injurias téxicas e osmaticas (VAJTA et al.,
1998).

Técnicas como o tamanho minimo da gota (ARAV, 1992; LANDA e TEPLA,
1990) e as grades de microscopia eletronica (MARTINO et al., 1996b; SON et al.,
2003), vem proporcionando novas ferramentas que permitem a utilizacdo de volumes
menores a0 mesmo tempo que aceleram a velocidade de resfriamento.

Diferentes tipos de envase associados a sistemas de armazenamento foram
descritos com 0s objetivos de primeiro atingir maiores velocidades de resfriamento e
segundo evitar contaminacfes provenientes do nitrogénio liquido, como o Cryoloop,
Lane et al., (1999) descreveram um sistema fechado, que consiste de uma alca de fibra
sintética (nylon curvado de 20pum de comprimento e 0,5 mm de largura), adaptado a um
tubo de aco o qual é inserido na tampa de um criotubo. O sistema da mini palheta (mini
straws) (VANDERWALMEN et al., 2000), meia palhetas (hemi straws)



(LIEBERMANN et al., 2002b; VANDERWALMEN et al., 2003), a palheta esticada
fechada (closed-pulled straws — CPS) (CHEN et al., 2001).

Outros autores continuaram na procura de envases de volume minimo baseados
na reducdo dos diametros, como os envases de ponteiras de gel (gel loading pipet tips)
(TOMINAGA e HAMADA , 2001; NIASARI-NASLAJI et al., 2007) , a flexipet
denuding pipets (FDP) (ISACHENKO et al., 2003b), a fine diameter plastic
micropipette (CREMADES et al., 2004), a ponteira de pipeta de 100ul (HREDZAK et
al., 2005), o cryotip e cryotop (KUWAYAMA et al., 2005; MORATO et al., 2008) e
malha metélica (FUJINO et al., 2008).

Uma preocupacdo para o armazenamento de embribes vitrificados é o nitrogénio
liquido, como uma possivel fonte viral de contaminagdo, uma vez que os embrides
entram em contato direto com o nitrogénio liquido. Bielanski et al. (2000) e Bielanski et
al. (2003) quantificaram o potencial da transmissdo de virus em amostras de embrides
vitrificados em amostras abertos e fechados. Mostraram que 21% dos embrifes foram
contaminados com o virus quando armazenado em nitrogénio liquido contaminado e em

envases abertos e 0% nos sistemas fechados.

2.1.8. Inovulacéo

O sucesso da transferéncia de embrides depende, dentre outros fatores, do grau
de sincronia do estro e da ovulacdo entre doadora e receptora. Em cabras, o grau de
sincronia entre doadoras e receptoras parece ser menos critico do que em ovinos,
podendo as receptoras apresentarem diferenca de + 48 horas em relacdo as doadoras
(ANDRIOLI, 1993).

A inovulacdo, a qual consiste na deposicdo do embrido no Utero da receptora,
pode ser realizado por laparotomia, laparoscopia, semi-laparoscopia e por via
transcervical.

A sobrevivéncia embrionaria pds-inovulacdo € influenciada dentre outros
fatores, pela condicdo corporal e taxa de ovulagdo das receptoras, pelo nimero de
embribes inovulados por receptoras, pelo estadio de desenvolvimento dos embrides,
pelo local de inovulagédo e pelo sincronismo entre o estadio fisioldgico da doadora com
0 da receptora (ARMSTRONG e EVANS, 1983; TERVIT et al., 1986; ASHWORTH,
1995).

Em caprinos, a inovulagdo de dois embrides por receptora aumenta as taxas de

sobrevivéncia e pari¢do, além de reduzir o nimero de receptoras (ARMSTRONG et al.,



1982; MAHMOOD et al., 1991). Contrariamente, Stefani et al. (1990) ndo obsevaram,
em ovinos diferencga significativa entre a inovulagdo de um ou dois embrides por
receptora. Segundo Armstrong et al. (1983), a taxa de sobrevivéncia dos embrides e
maior se transferidos para 0 mesmo oviduto e também quanto maior o nimero de
corpos lateos presentes nos ovarios da receptora,.

A inovulacdo na fémea caprina deve ser feita com embrides em estadios de
morula e de blastocisto considerando-se que exista uma sincronia ndo superior a 24
horas entre o estddio de desenvolvimento dos embrides e o dia do ciclo estral da
receptora. Em estado fresco e mantido em condi¢bes ambiente o embrido deve ser
transferido, preferencialmente no periodo de duas horas em relagdo ao momento da
colheita e quando criopreservado, imediatamente apds a descongelacdo (SALLES et al.,
2002; SIMPLICIO et al, 2002).

2.1.9. Analise da qualidade embrionéria

A avaliacdo morfoldgica dos embrides estabelece padrdes que avaliam a forma,
mas nao a viabilidade do embrido. Os principais parametros observados considerados
para avaliacdo da qualidade sdo tamanho, formato, simetria, coloracdo, homogeneidade
do citoplasma, forma e integridade da zona pellcida. Considerando os parametros
descritos, os embrides recebem uma classificacdo segundo a IETS, onde classifica os

embrides segundo sua qualidade. A tabela 1descreve a classifica¢do dos embrides.



Tabela 1- Qualidade embrionaria e suas caracteristicas

Qualidade

embrionaria

Caracteristicas

Embrido Grau |
(Excelente ou bom)

Embrido Grau Il

(Regular)

Embrido Grau 111
(Pobre)

Embrido Grau IV
(Morto

degenerado)

ou

Massa embrionaria simétrica e esférica; blastdmeros sdo
uniformes em tamanho, cor e densidade; irregularidade devem
ser relativamente memores, cerca de 85% do material celular

deve ser de massa embrionaria viavel intacta.

Moderadas irregularidades na forma geral da massa

embrionaria ou tamanho, cor e densidade das células
individuais, cerca de 50% do material celular deve compor

uma massa embrionéria viavel e intacta.

Maiores irregularidades na forma embrionaria ou no tamanho,
cor e densidade das células individuais, menos de 25% do
material celular devem formar a massa embrionaria viavel e
intacta.

sendo

Ndo apresenta uma forma definida, impossivel

determinar o estagio de desenvolvimento.

A andlise dos embrides & importante para 0 sucesso dos programas de

transferéncia de embrides (HOSHI, 2003). O estagio de desenvolvimento embrionéario é

considerado um fator critico para a viabilidade do embrido ap6s a criopreservacdo
(LEIBO et al., 1996).

Diversos estudos sobre o efeito do estagio de desenvolvimento embrionario na

taxa de sobrevivéncia dos embrides foi conduzido comparando-se morula e blastocisto

devido a complexidade da colheita de embrides em estagios iniciais in vivo (MASSIP,

2001).

Estudo feito por Garcia-Garcia et al. (2006) demonstraram a habilidade dos

embrides em sobreviverem aos processos de congelacdo e descongelacdo em diversos



estagios de desenvolvimento. A taxa de sobrevivéncia embrionaria variou de 17,1% a
31,4% em embriGes congelados em estagios iniciais de desenvolvimento (2 a 12
celulas), em contrapartida, obtiveram uma maior sobrevivéncia dos embriGes em estagio
de mérula inicial, morula e blastocisto (40,5%, 46,3% e 83,7%,respectivamente). Este
estudo indica que embrides em estagios iniciais sdo0 mais sensiveis ao processo de
congelagdo e que a taxa de sobrevivéncia embrionaria a criopreservagdo aumenta com o
crescimento progressivo do embrido, com uma diferenga substancial entre moérula e
blastocisto.

Embora a avaliacdo morfologica dos embrides seja Util para predizer os indices
de prenhez, ndo é tdo eficiente para predizer a sobrevivéncia embrionaria
individualmente (HOSHI, 2003) e, nem mesmo, & uma maneira eficiente de
prognosticar a habilidade destes embriées em originarem crias saudaveis (RUSSELL et
al., 2006). H& embriBes classificados morfologicamente como de qualidade ruim que
conseguem resultar em prenhezes, enquanto que embrides classificados como de
qualidade excelente ndo resultam em prenhezes. Estes relatos sugerem que, além da
avaliacdo morfoldgica, € necessario encontrar uma maneira mais precisa para avaliar a
viabilidade embrionaria (HOSHI, 2003; RUSSELL et al., 2006).

Em estudos mais recentes, quando a relacdo entre a morfologia embrionéria, a
ultra-estrutura, o uso de sondas fluorescentes, a expressdo génica e a criotolerancia vem
sendo feita, muito tem sido atribuido a analise morfologica dos embribes, trazendo
novamente a atencdo dos pesquisadores para os aspectos morfologicos (NICACIO,
2008).
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RESUMO

Objetivou-se identificar as caracteristicas morfoldgicas e ultra-estruturais de embrides
caprinos da raca Boer, produzidos in vivo, apds a criopreservacdo utilizando-se
diferentes crioprotetores (etilenoglicol, dimetilsulféxido e dimetilformamida). Os
embribes foram obtidos de cabras superovuladas e distribuidos aleatoriamente em trés
grupos: Grupo Controle - congelacdo pelo método classico - Etilenoglicol (n=75),
Grupo DMSO (Dimetilsulfoxido) — vitrificagdo (n=74) e Grupo DF (Dimetilformamida)
— vitrificacdo (n=74). O grupo controle permaneceu cinco minutos estabilizando na
solucdo de Etilenoglicol (EG) sendo posteriormente envasados em palhetas de 0,25mL e
submetido a congelamento automatizado. Os embribes do grupo DMSO foram
equilibrados em solucéo de 10% de EG e 10% de DMSO e transferidos para solucao de
vitrificagdo com 20% EG e 20%DMSO. O grupo DF foi equilibrado em solucdo de 10%
de EG e 10% de DF e depois transferido para solucdo de vitrificagdo com 20% EG e
20% DF + 0,5M sacarose. Todos os grupos foram avaliados por meio da analise da
viabilidade embrionéria pelo uso de sondas fluorescentes (lodeto de Propideo e Hoechst
33342). Os embrides analisados do grupo controle mantiveram grande parte das suas

células integras apds o descongelamento, onde 33,33% das amostras apresentaram-se
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com danos, ou seja, apresentaram suas células coradas em vermelho. Os embrides do
grupo DMSO analisados 26,66% estavam com suas células totalmente lesionadas, o
restante das amostras 73,33% dos embrides analisados foram considerados viaveis. O
grupo DF apresentou 60% das amostras danificadas. Estudo ultra-estrutural dos
embrides por microscopia eletronica de transmissdo demonstrou que os embrides
vitrificados revelaram uma maior preservagdo das células. Os embrides vitrificados com
DMSO tiveram maiores taxas de sobrevivéncia in vitro (47,36%), os vitrificados com
DF tiveram uma taxa de sobrevivéncia in vitro (31,58%), os congelados pelo método
classico obtiveram (25%) in vitro. Estes resultados indicam que, a solucdo de
vitrificagdo contendo 20% de etilenoglicol + 20% de dimetilsulfoxido + 0,5 sacarose é
um método eficiente para a vitrificacdo de embribes caprinos produzidos in vivo,
demonstrou causar menos les@es ao citoesqueleto e as organelas celulares, evidenciando

uma melhor viabilidade embrionéria.

Palavras-chave: caprino, congelacdo método lento, sondas fluorescentes, viabilidade

embrionaria, vitrificacao.

ABSTRACT

The purpose of the study was to identify the morphological and ultrastructural
characteristics of Boer goat embryos produced in vivo, after cryopreservation using
different cryoprotectants (ethylene glycol, dimethylsulfoxide and dimethylformamide).
Embryos were obtained from superovulated goats and randomized into three groups:
control group - Classic freezing - Ethylene glycol (n = 75), DMSO (dimethyl sulfoxide)
- vitrification (n = 74) and DF (Dimethylformamide) - vitrification (n = 74). The control
group was given five minutes for stabilizing the solution of Ethylene glycol (EG) and
embryos were then packed in straws of 0.25 mL and subjected to automated freezing.
The embryos of group DMSO were mixed in a solution of 10% EG and 10% DMSO
and transferred to a vitrification solution with 20% EG and 20% DMSO. The group DF
consisted of a balanced solution containing 10% EG and 10% of DF and then
transferred to a vitrification solution with 20% EG and 20% DF + 0.5 M sucrose. All
groups were evaluated by analysis of embryonic viability by use of fluorescent probes
(iodide propidium and Hoechst 33342). The embryos from the control group kept most
of its viable cells after thawing, 33.33% of the samples presented damage or their cells

stained in red. The embryos of group DMSO had an incidence of lesions of 26.66% but



the remaining samples (73.33%) of the embryos analyzed were considered viable. The
group DF showed 60% of the samples damaged. Ultrastructural study of embryos by
transmission electron microscopy showed that the vitrified embryos had a greater
preservation of cells. Embryos vitrified with DMSO had higher rates of in vitro survival
(47.36%) followed by the embryos glazed with DF (31.58%), and those in the classic
freezing group obtained the lowest in vitro survival rate (25%). These results indicate
that the solution glazing containing 20% ethylene glycol + 20% dimethylsulfoxide + 0.5
sucrose is an effective method for the cryopreservation of goat embryos produced in
vivo, and cause less damage to the cytoskeleton and cellular organelles, thus indicating

improved embryonic viability.

Keywords: goat, slow freezing method, fluorescent probes, embryo viability, embryo

vitrification.

INTRODUCAO

A criopreservacdo de embrides tornou-se um metodo amplamente utilizado na
transferéncia de embribes, pois a taxa de sobrevivéncia embrionaria
congelados/descongelados é quase comparavel com embribes frescos. No entanto, a
criopreservacdo pelo método cléssico lento expde o embrido a diferentes fases de
congelamento, ocorrendo a acéo deletéria de fatores fisicos, quimicos e biolégicos.

Diferentes crioprotetores como glicerol, DMSO e etilenoglicol sdo utilizados na
congelacao de embrides caprinos, porém os melhores resultados sdo obtidos com o0 uso

de etilenoglicol (TRALDI , 2000).

Em caprinos, o primeiro sucesso da criopreservacdo de embribes foi com o método de
congelamento lento em 1976 (BILTON e MOORE, 1976). Posteriormente, os embrides foram
criopreservados por congelamento lento até 1990, com uma taxa de sobrevivéncia variando entre 27% e
59%. Em 1990, a primeira transferéncia bem sucedida de embrifes caprinos vitrificados foi relatado por
Yuswiati e Holtz (1990). Eles vitrificaram com etilenoglicol (EG) e propanodiol, em palhetas de 0,25 mL.
Em 2001, a primeiro sucesso da transferéncia de embrides de cabra utilizando a técnica de palhetas
abertas (OPS) foi realizada por EI-Gayar e Holtz (2001). No entanto, apenas os resultados disponiveis sdo
limitados apés transferéncia de embriGes caprinos vitrificados, em geral com menores taxas de
sobrevivéncia do que os obtidos apos congelamento classico lento (TRALDI, 2000; BRANCA et al.,
2000).

A perda da viabilidade embrionaria associada com o congelamento pode ser

atribuida ao tipo e concentracdo do crioprotetor, ao protocolo de congelamento, a



temperatura em que os embrides sdo transferidos para o nitrogénio liquido, e ao estagio
de desenvolvimento do embrido (COCERO et al., 2002). Devido a fragilidade da
membrana plasmaética e sua sensibilidade a congelagdo é necessaria a investigacao de
métodos para superar ou prevenir a ruptura do citoesqueleto embrionario durante e ap0s
a criopreservagao.

O objetivo foi identificar as caracteristicas morfoldgicas e ultra-estruturais de
embrides caprinos da raca Boer, produzidos in vivo, apds a criopreservacao utilizando-

se diferentes crioprotetores (etilenoglicol, dimetilsulfoxido e dimetilformamida).

MATERIAL E METODOS

Local do Experimento

O experimento foi realizado na Estagdo Experimental de Pendéncia localizada
no Municipio de Soledade-PB e na Estacdo Experimental Benjamin Maranhdo,
localizada em Campo de Santana-PB, ambas pertencentes a Empresa Estadual de
Pesquisa Agropecuaria da Paraiba (EMEPA/PB) e no Laboratério de Biotécnicas da
Reproducdo do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE) e no Departamento de Energia Nuclear (UFPE).

Selecao das Doadoras

Foram utilizadas 30 fémeas da espécie caprina da raca Boer, apresentando faixa
etaria media 4,1 anos de idade, sem distarbios reprodutivos, com ciclo estral regular e
em adequado estado nutricional (escore corporal minimo de 3) e sanitario. A avaliacdo
das doadoras incluiu exames clinico geral, ginecoldgico, parasitologico e CAEV, para
evitar a incluséo de animais com condi¢Ges comprometidas.

Os animais eram mantidos em apriscos cobertos, onde recebiam volumoso a
base de feno de tifton ad libitum, aléem de uma suplementacdo com concentrado com
18% de proteina bruta, contendo milho, soja, trigo e calcario, na propor¢do de 500

g/cabeca /dia. Os animais tinham livre acesso a agua e sal mineral.

Superovulacgéo e Producgédo dos Embrides



Os animais foram submetidos a estimulacdo de multiplas ovulagbes mediante
aplicacdo no dia 0 do tratamento, de dispositivos vaginais impregnados com 0,33g de
progesterona natural, CIDR ((Eazi-Breed CIDR, Pfizer, Nova Zeléndia). A
superovulacao teve inicio no 9° dia, utilizando 300 Ul de FSH (Pluset, Hertape Calier,
Sdo Paulo, Brasil) divididos em seis doses decrescentes administradas em intervalos de
12 horas. No 11° dia do tratamento, foi também aplicado 0,150 mg de d-Cloprostenol
(Prolise, Tecnopec, Sao Paulo, Brasil) em duas doses, momento em que também foram
removidos os implantes.

Foram realizadas montas naturais controladas a partir do 12° dia de tratamento
até a fémea ndo aceitar mais a monta. Foi colocado um novo implante 36 horas apds a
ultima cobertura, 0 mesmo era removido 20 horas antes da colheita, e aplicado 0,75 mg

de d-Cloprostenol(Prolise, Tecnopec, Sao Paulo, Brasil).

Colheita dos Embrides

As colheitas foram realizadas no 6°2 e 7° dia apds o inicio do estro, visando
obter embriGes em estadio de morula até blastocisto expandido, por via transcervical.

Os animais foram posicionados em estacdo, contidos numa plataforma que
possibilitasse a operagdo. Inicialmente a regido perineal foi devidamente limpa e
higienizada para introducéo do especulo vaginal a fim de visualizar a cérvix. Apds seu
pincamento a cervix foi tracionada até o ponto mais proximo do vestibulo vaginal com
0 auxilio de duas pincas de Pozzi, para permitir a introducdo do cateter de lavagem
uterina para a colheita dos embrides. Foram utilizados 240 mL por animal do meio de
lavagem DPBS acrescido com 10% de soro fetal bovino a 37°C. O processo de lavagem
uterina para recuperacdo embrionaria foi executado através de um equipo de duas vias
em sistema de circuito fechado e a solucdo de lavagem colhida foi coletada em um
Becker, aferido o volume e distribuidos em placas de Petri plasticas de 100 mm de
diametro e imediatamente levado ao esteriomicroscopio para a identificacdo e
classificacdo dos embrides em aumento de 10 e 20X.

As fémeas receberam 1mL/ 10kg de peso de oxitetraciclina LA (Oxitetra LA,
Agener Unido, Brasil) via intramuscular e 0,375 mg de cloprostenol

(Prolise, Tecnopec,Sé&o Paulo, Brasil) pela mesma via.

Avaliacéo e classificacdo da morfologia embrionéaria



O liquido colhido permaneceu em placas de Petri grande (100x15 mm de
didmetro) com fundo quadriculado para procura dos embribes por meio de
esteriomicroscopio a um aumento de 10 a 20x. As estruturas encontradas foram
transferidas com auxilio de uma pipeta para placas de Petri de 35 mm, contendo meio de
manutencdo - TQC Holding Plus (Nutricell, Bioniche/lUSA). Os embrides foram
avaliados quanto ao estadio de desenvolvimento e qualidade seguindo os critérios
morfolégicos da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (Stringfellow e
Seidel, 1998), como embrides de grau I (excelente), 11 (bom), 111 (pobre) e IV (morto ou

degenerado). Foram selecionados apenas embrides classificados como grau | e 11.

Criopreservagdo dos Embrides
Congelacéo Classica — Grupo Controle

Os embrides foram congelados utilizando congelador automatico de embrides
(TK 3000, Uberaba, Brasil). Antes da congelacdo os embriGes permaneceram por cinco
minutos estabilizando na solucdo de Etilenoglicol- TqC Ethylene Glycol Freezer Plus
(Nutricell, Bioniche/lUSA) e envasados em palhetas de 0,25 mL adequadamente
identificadas. A coluna contendo o embrido com a solucéo crioprotetora foi separada
por duas colunas com solucdo de manutencado, e também por duas bolhas de ar de 1,0
cm. As palhetas foram seladas e colocadas no congelador inicialmente programado a
uma velocidade de resfriamento de - 1,0°C/min até - 6°C, a partir da temperatura
ambiente. Alcancada a temperatura de - 6°C, o processo de resfriamento foi
interrompido por cinco minutos, para a indugdo da cristaliza¢ao (“seeding”) esperando-
se 10 minutos para reiniciar a curva, de modo que, o congelador de embrides foi re-
programado para uma velocidade de congelacdo de -0,5°C/minuto até - 32°C. Apos 5
minutos de estabilizacdo a temperatura final de congelacdo, as palhetas contendo o0s
embrides foram imediatamente imersas em nitrogénio liquido a -196°C e

acondicionadas em rack, e armazenadas nos botijoes criobiologicos.

Vitrificacdo em OPS (Open Pulled Straw) — Grupo DMSO e Grupo DF

Todas as solugdes para a vitrificagdo foram preparadas usando a solucdo base
com H-TCM 199 suplementado com 20% de SFB (Solucdo de manutencdo). Os
embrides foram expostos primeiramente a solugdo manutengdo por 5 minutos e em
seguida nas solucbes de vitrificacdo. Imediatamente apds a passagem pela solucdo de

manutencdo, os embrides do grupo DMSO foram transferidos a solucdo de 10% de



Etilenoglicol (EG) e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) por 1 minuto e em seguida
transferidos para de solucdo de 20% de EG + 20% de DMSO + 0,5M sacarose por 40
segundos no maximo. E para os embrides do grupo DF, os embribes foram transferidos
a solucdo de 10% de Etilenoglicol (EG) e 10% de Dimelformamida (DF) por 1 minuto e
em seguida foram transferidos para de solucdo de 20% de EG + 20% de DF + 0,5M
sacarose por 40 segundos no maximo. Em seguida, os embrides foram aspirados em
2uL da ultima solugdo de vitrificacdo, contendo 1 a 2 embrides e envasados por
capilaridade em OPS devidamente identificadas com nimero da fémea e classificagcdo
do embrido. Imediatamente as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido a -196°C e
acondicionadas em racks individuais para cada fémea e armazenadas em botijoes

criobioldgicos.

Descongelamento dos embrides congelados

Os embrides foram descongelados expondo-se as palhetas a temperatura
ambiente por 10 segundos e imersdo em banho-maria a 37°C por 20 segundos. O
conteddo das palhetas foi esvaziado em placa de quatro pogos, contendo meio de
manutencdo - TQC Holding Plus, onde permaneceram por 5 minutos, e em seguida era

novamente avaliado quanto a sua morfologia e qualidade.

Aqguecimento dos embrides vitrificados

Imediatamente apds a retirada do nitrogénio liquido, as palhetas foram aquecidas
por 3 segundos no ar, e posteriormente a extremidade mais fina submergida em solucao
de aquecimento. A remocéo do crioprotetor dos embrides foi feita em trés etapas, numa
placa de quatro pocos, contendo 0 meio de manutencdo usando a solucdo base com H-
TCM 199 suplementado com 20% de SFB + 0,33 M de Sacarose (Pogo 1 e 2) por 1
minuto cada, em seguida no meio de manutencdo usando a solucéo base com H-TCM
199 suplementado com 20% de SFB + 0,2 M de Sacarose, por 1 minuto (Pogo 3) e por
fim durante 5 minutos, no meio de manutencdo usando a solugdo base com H-TCM
199 suplementado com 20% de SFB

Avaliacéo da viabilidade embrionéria
Os embrides foram incubados por cinco minutos em DPBS acrescido de BSA

1% e 125mg/ml de lodeto de Propideo, sendo posteriormente transferidos para gotas



colocadas sobre lamina histologica contendo uma solucdo de DPBS com 100mg/ml de
Hoechst 33342. A preparacéo foi coberta com laminula.

Os embrides corados foram examinados em microscopio invertido (Leica DM
4000), filtro azul 535 e 617 nm, equipado com luz fluorescente para a determinacéo de
células vivas e mortas. Os blastbmeros que fluoresceram em azul foram considerados
viaveis (com membrana plasmaética integra) enquanto aqueles que fluoresceram em
vermelho ou rosa foram considerados invidveis. Entretanto, embrides com menos de

50% de células vermelhas foram considerados viaveis.

Ultra-estrutura dos embrides por microscopia eletrénica de transmissao

Para a analise ultra-estrutural foram selecionados aleatoriamente 30 embrides,
sem prévia avaliacdo de sua morfologia, sendo o grupo Controle (n=10), grupo DMSO
(n=10) e grupo DF (n=10). Os embrides foram fixados em Solucdo Karnovisky (2
horas, 4 °C), apods a fixagdo, as amostras foram lavadas em tampéao Cacodilato de sddio
a 0,1IM (pH 7,4) e, posteriormente, foram pds-fixados em 1% de tetroxido de Gsmio
utilizando o mesmo tampdo. Apos a desidratacdo, em séries crescentes de etanol, os
embrides foram embebidos em resina Epon. Os cortes ultra-finos foram obtidos com
navalha de diamante, montados em grade de cobre e corados com acetato de uranila e
citrato de chumbo. Os embrides foram examinados e fotografados em microscopio
eletronico de transmissao (FEI Morgani 268 D, Eindhoven, Netherlands), no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste, Recife/PE — CETENE.

Avaliacdo das taxas de re-expansdo apds o aquecimento dos embrides

Para realizacdo da cultura in vitro, os embriGes foram aquecidos e avaliados
morfologicamente. Os embrides foram cultivados em meio SOF (Nutricell). Utilizamos
400 pl dos meio SOF + 400 pl de 6leo mineral (Sigma), sob atmosfera composta por
5% de CO, em ar a 38,5°C, contidos em placas de petri de quatro pocos, 0 meio ficou
estabilizando (overnight), para posterior cultivo dos embrides, a fim de permitir o
desenvolvimento embrionario. A capacidade de sobrevivéncia dos embrides foi avaliada
com 6, 12 e 24 horas apds a cultura. O critério de viabilidade adotado para todos os

grupos consistiu na observacao da expanséo da blastocele.



Anélise Estatistica

Para a anélise estatistica das taxas de re-expansdo, foi utilizado o Teste de Qui-
quadrado para comparac¢@es multiplas, considerando-se o nivel de significancia de 5%.
Para as andlises de viabilidade embrionaria e microscopia eletrénica de transmisséo foi

realizada uma analise descritiva.

RESULTADOS

Foram colhidos 246 embrides de 30 doadoras, dos quais 223 foram selecionados
de excelente (grau I) e boa (grau 1) qualidade, correspondendo a um percentual de 91%
dos embrides colhidos, estava estaddio de blastocisto e blastocisto expandido. Apds a
criopreservacao pelo método classico o percentual de embriGes grau | e Il foi de
51,07%, os embrides vitrificados com DMSO e DF foi 78,39 % e 65,21%
respectivamente.

A viabilidade embrionaria foi avaliada pelo uso de sondas fluorescentes,
utilizamos como corante o iodeto de propideo e o Hoechst 33342. Os embrides
analisados do grupo controle, que foram criopreservados pelo método classico lento,
mantiveram grande parte das suas células integras apds o descongelamento, 33,33%
(5/15) das amostras apresentaram-se lesionadas, ou seja, apresentaram suas células
coradas em vermelho.

Os embrides do grupo DMSO analisados 26,66% (4/15) estavam com suas
células totalmente lesionadas, o restante das amostras 33,33% (5/15) apresentaram
menos da metade das suas células lesadas e 40% (6/15) dos embribes analisados
apresentaram pouca ou nenhuma célula lesionada, sendo assim, 73,33% dos embrides
analisados foram considerados viaveis.

O grupo DF apresentou 60% (9/15) das amostras lesadas, ou seja, os embrides
estavam com suas celulas totalmente lesionadas, o restante das amostras, ou seja, 40%
(6/15) foram considerados viaveis, as células estavam pouco lesionadas ou totalmente

integras.



Figura 1 — Blastocistos expandidos coletados de cabras Boer, corados com lodeto de
Propideo e Hoechst 33342 e examinados sob microscépio de fluorescéncia. O embrido
da esquerda apresenta 100% de suas células integras (azuis) e o embrido da direita,

apresentando grande namero de células lesadas (vermelhas).

Com base nas caracteristicas morfoldgicas ultra-estruturais dos embrides do
grupo controle, observamos que as células estavam espalhadas, ou seja, sem
uniformidade. A membrana plasmatica e nuclear rompidas e as cromatinas difundidas
Nucleos aumentados de tamanho e irregulares. Em algumas amostras, a zona pelucida
estava lesada, as células perderam as jungbes comunicantes, grande quantidade de
vacuolos e diminuicdo das microvilosidades, as mitocondrias com as criptas
desorganizadas, intumescidas e algumas estavam rompidas. As células estavam em
sofrimento, com severas lesdes, indicando degeneragéo.

Os embries do grupo DF apresentaram as suas células com lesdes
intermedidrias, as células estavam um pouco dispersas, nucleo denso, sem conexdo, e
com perda das junc@es intracelulares e presenca de vacuolos. As organelas estavam
preservadas com as mitocondrias com as criptas evidentes, e formatos variados.
Observamos também a presenca de ribossomos.

O grupo DMSO apresentou as células com uma maior uniformidade, com
poucas lesbes, as células estavam com maioria das organelas integras, as zonas
pelicidas manteve-se preservada, integridade de membrana plasmatica com longas
microvilosidades, as quais se projetavam para o interior da zona pelicida. As
mitocondrias apresentavam com formas variadas sendo principalmente arredondadas ou

alongadas, com criptas evidentes, que estavam distribuidas por todo citoplasma,



observou-se o complexo de Golgi, ribossomos, as juncbes celulares eram visiveis,
evidenciando uma organizagéo celular.

Os resultados das caracteristicas analisadas demonstraram que os embrifes do
grupo DMSOQO apresentaram menos danos ao citoesqueleto com uma maior organizagédo
celular e preservacao das organelas.

Os resultados da taxa de re-expansdo dos embrides criopreservados pelo método
classico e vitrificado sdo mostrados na tabela 2. Ndo houve diferenca (P>0,05) na taxa
de re-expansao entre os grupos controle e DF. No entanto, os embries do grupo DMSO

tiveram uma maior porcentagem na taxa de sobrevivéncia.

Tabela 2 — Taxas de re-expansdo de embrides caprinos criopreservados peloS método

classico e por vitrificacdo (DMSO e DF)

Grupos Embrides

(n) 6h 12 h 24h
Controle 20 0 (0) 2 (10%) 5 (25%)?
DMSO 19 3 (15,79%) 6(31,58%) 9 (47,36%)"
DF 19 1 (5,26%) 4(21,05%) 6 (31,58%)?

ab Grupos seguidos de pelo menos uma letra igual ndo diferem estatisticamente (p>0,05)

DISCUSSAO

A qualidade do desenvolvimento do embrido determina a qualidade do
blastocisto, bem com os resultados finais. Em nosso estudo, obtivemos apds a
criopreservacdo de 51,07% de embrides grau | e Il, sendo observados resultados
similares em estudos anteriores com cabras Alpinas e Saanen, relatado por Baril et al
(2000).

O lodeto de propideo é um composto fluorescente que se liga ao DNA e
normalmente ndo atravessa a membrana celular, por ser pouco lipossollvel, portanto
quando atravessa indica perda de viabilidade. O Hoechst € comumente usado para
visualizar os ndcleos e as mitocondrias, sendo capazes de atravessar as membranas
celulares intactas. Pelo exame de avaliacdo da viabilidade embrionaria por meio de
sondas fluorescentes foi evidenciado que os embrides submetidos ao processo de

criopreservacao pelo método cléssico lento (grupo controle) foram considerados viaveis,



pois apresentavam-se com 66,67% das amostras com as células integras. Sabe-se que a
perda da viabilidade embrionéria associada com a criopreservacdo pode ser influenciada
pelo tipo e a concentracdo do crioprotetor utilizado, protocolo de congelagdo, o estadio
de desenvolvimento dos embrides, a espécie e o genotipo do animal (BETTENCOURT
et al., 2009). A criopreservacdo de embrifes envolve a exposicdo inicial aos
crioprotetores, a congelacdo a temperaturas inferiores a zero, 0 armazenamento, a
descongelacéo e a posterior diluicdo e remocdo do crioprotetores com consequente
retorno a um ambiente fisioldgico que permitira o desenvolvimento. A estrutura celular
deve ser mantida integra durante todo o procedimento da criopreservacdo. O principio
mais importante da criopreservacao é reduzir os danos causados pela formacao de gelo
intracelular (SHAW et al., 1999). Desta forma a curva de congelacdo deve ser 6tima
para permitir uma remocao de agua eficiente, prevenindo a crioinjuria por formacéo de
cristais de gelo, e a0 mesmo tempo minimizar o efeito toxico da exposicdo as altas
concentracdes de solutos (CAMPOS-CHILLON et al., 2006). No presente estudo, a
qualidade dos embrides (grau | e 1I), a curva de congelamento (ECAP1), o
crioprotetor/concentracao (etilenoglicol 1,5 M) exerceram efeito positivo sobre a
viabilidade dos embriBes criopreservados.

Sob a mesma avaliacdo, os embribes vitrificados utilizando dimetilsulféxido
(grupo DMSQO) como crioprotetor, observou-se que a maioria das amostras (73,34%)
encontravam-se com as células integras Este crioprotetor preserva a integridade das
membranas lipidicas durante o processo de resfriamento e aquecimento. Essa
caracteristica faz com que seja o crioprotetor de eleicdo na vitrificacdo de células e
tecidos, quando comparado a outros crioprotetores de baixo peso molecular (DE LA
TORRE e STANLEY, 2007).

Por conseguinte, o grupo vitrificado com o DF, apresentou 46,67% das células
embrionarias integras. Nossos resultados diferem do encontrado por Fuku et al. (1995),
Mukaida et al. (1998), Migshima et al.( 2003), Siqueira-Pyles (2006), Baudot et al.(
2007) que evidenciaram efeito benéfico na criopreservacdo de embrides ovinos,
bovinos, humanos e camundongos. O crioprotetor DF apresentou um efeito benéfico na
criopreservacao de embrides, devendo ser melhor explorado.

As caracteristicas ultra-estruturais observadas em microscopia eletrénica de
transmissdo revelaram que os embrides vitrificados com a associagéo etilenoglicol +
DMSO apresentaram-se com poucas alteragfes, com o citoesqueleto mantendo-se

preservado, porém foi evidenciada a existéncia de muitos vacuolos, os quais foram



observados, em altas proporcdes, em todos 0s grupos experimentais. Foi considerado
que os embrides vitrificados com a associacao etilenoglicol + DF apresentaram lesoes
intermediarias as organelas celulares, com a maioria delas apresentando-se integras.
Porém, com algumas mitocdndrias intumescidas, com a membrana rompida, sem, no
entanto serem evidenciadas em todos os embrides analisados. Os embrides submetidos
ao protocolo de criopreservacdo convencional apresentaram lesdes severas as estruturas
celulares, com a maioria dos embrides apresentando total desorganizacgdo celular. Estas
alteracdes demonstraram que os embrides caprinos foram mais sensiveis ao protocolo
de criopreservacdo lento, diferentemente como observado para embrides ovinos, que
demonstraram melhor integridade ultra-estrutural a criopreservacdo lenta (dados nédo
publicados).

De acordo com Whittingham (1976), ndo foi observada nenhuma alteracao ultra-
estrutural nos embriGes congelados comparados com o0s frescos, mas existe uma
diferenga funcional, provavelmente devido a um retardo na retomada das atividades
metabdlicas, influenciando o desenvolvimento embrionério apds o descongelamento.

Na opinido de Elsden (1988), embrides bovino descongelados, apresentando
lesBes nas zonas pellcidas, geralmente decorrentes de planos de fraturas formados na
matriz extracelular de gelo, frequentemente apresentam a blastocele colapsada, podendo
também estar comprometidos em sua massa celular. No entanto, para Niemann (1990),
lesGes restritas unicamente a zona pelicida ndo afetam o desenvolvimento embrionério.

A literatura é escassa quanto a avaliacdo ultra-estrutural de embriGes caprinos.
As lesbes evidenciadas neste estudo foram similares as encontradas em outras espécies
bovino: Pinto Neto et al., 2001; ovinos: Cocero et al., 2002 e Bettencourt et al., 2009;
equino: Curcio, 2006.

No estudo, todos os embrides foram criopreservdos em estadio de blastocisto e
blastocisto expandido, neste caso a idade do embrido néo interferiu nos protocolos de
congelagdo. Conforme observado por Bettencourt et al., 2009, que também néo
observaram diferenca nas alteragdes ultra—estruturais de embribes ovinos
criopreservados com etilenoglycol 1,5M pelo método classico lento e vitrificados com a
associacdo EG + DMSO e EG + DF. Cocero et al., (2002) analisando as caracteristicas
ultra-estruturais de embrides ovinos criopreservados pelo método classico comparando
o efeito do glicerol e etilenoglicol, concluiram que os embribes criopreservados com
etilenoglicol apresentaram uma maior uniformidade na conservacdo dos blastdmeros do

que os embrides criopreservados com glicerol, independente do estadio de



desenvolvimento dos embribes. No entanto, observaram que os embrides em estadio de
morula apresentaram os blastdmeros totalmente danificados quando criopreservados
com glicerol, o que ndo aconteceu com os embriGes em estagio de blastocisto, sugerindo
que o etilenoglicol protegeu as membranas e estruturas citoplasmaticas das células
embrionarias contra as injurias da criopreservacao.

O DMSO preserva a integridade de proteinas isoladas e das membranas lipidicas
durante o processo de resfriamento e aquecimento. Essa caracteristica faz com que seja
o crioprotetor de eleicdo na vitrificacdo de células e tecidos, quando comparados a
outros crioprotetores de baixo peso molecular (DE LA TORRE e STANLEY, 2007).

A solugdo composta por EG e DMSO tem sido amplamente utilizada,
proporcionando resultados bastante satisfatorios (MEZZALIRA et al., 2006). Todavia, 0
emprego de DMSO apresenta como inconveniente a necessidade de preparo da solugdo
no momento do uso, em funcdo de sua caracteristica higroscopica, o que dificulta sua
aplicacdo nas rotinas de criopreservacdo (WERLICH et al., 2006).

De acordo com Mazur (1966), na temperatura de - 130°C ndo ocorrem reagoes
fisico-quimicas celulares, permanecendo as células em um estado de anabiose. O autor
ressalta que o problema fundamental da exposicdo das células a baixas temperaturas
ndo € 0 armazenamento a - 196°C, mas sim a ocorréncia de dois fatores letais durante o
resfriamento ou aquecimento: cristalizacdo e o efeito da solucdo. As lesdes produzidas
pela cristalizacdo, quando as células sdo resfriadas a velocidades inadequadas em
proporcionar uma eficiente desidratacdo, ocorrem pela formacdo dos cristais de gelo
intracelulares, que levam a lise das organelas. Por outro lado, a desidratacdo celular
excessiva conduz ao aumento da concentracdo dos componentes sélidos celulares,
levando a uma precipitacdo, que também culmina com a desorganizacao estrutural das
organelas, fendmeno denominado de efeito da solucao.

As solugdes crioprotetoras utilizadas na vitrificagdo contém misturas de agentes
permeaveis, macromoléculas e carboidratos visando a prevencdo de lesbes nas
membranas celulares durante o resfriamento e o aquecimento. Segundo, Hotamisligil et
al. (1996), relataram que os agUcares sdo capazes de preservar a estrutura e a integridade
funcional da membrana. Os aditivos com alto peso molecular como os dissacarideos
(sacarose e trealose) ndo penetram a membrana celular, mas podem reduzir
significativamente a quantidade de crioprotetor intracelular, levando a minimizagéo do
efeito toxico (LIEBERMANN et al., 2002)



Os embrides do grupo DMSO tiveram uma maior porcentagem na taxa de
sobrevivéncia in vitro (47,36%), ndo houve diferenca (P>0,05) na taxa de re-expansédo
entre os grupos controle (25%) e DF (31,58%). Nicacio (2008), estudando embrides
bovinos obteve indices de re-expansdo de 34,66%, pelo método controlado, cultivado
com meio SOF por um periodo de 24 horas, e pela vitrificacdo obteve indice de 19,62%.

Bertolini et al. (2005) avaliaram a sobrevivéncia in vitro e in vivo de morulas e
blastocistos de camundongo apds a vitrificacdo em 6,12M de glicerol com prévia
desidratacdo. Os resultados mostraram que as taxas de sobrevivéncia in vitro
independentemente do estadio de desenvolvimento embrionario, ndo foram afetadas
pelas concentracBes e tempos de equilibrio.

Em embrides ovinos (WARE e BOLAND, 1987), um breve periodo de cultivo
parece ser necessario para uma melhor avaliagdo da morfologia embrionaria. Segundo
estes autores, isto se deve principalmente ao fato de que os embriGes expostos as
solucbes crioprotetoras muito concentradas durante o congelamento e/ou diluicéo,
podem ainda estar muito desidratadas quando a avaliagdo € feita muito precocemente
apos o descongelamento e a diluigéo.

Segundo Palha (1992), a afirmativa de que a anélise isolada dos resultados da
avaliacdo morfologica dos embriGes descongelados, obtida imediatamente apds a
diluicdo dos crioprotetores é inadequada como parametro para se verificar a eficiéncia
dos diversos tratamentos de criopreservacdo. A autora observou que dentro de cada
categoria morfoldgica, a distribuicdo dos distintos grupos experimentais considerando-
se, por exemplo, os percentuais de embrides bons dispostos em ordem decrescente néo
se mantém a mesma apos a segunda avaliacao.

De acordo com Maurer (1976), o desenvolvimento embrionario in vitro € o
critério mais comum de avaliacdo dos embrides congelados. Este autor afirmou que para
embrides frescos, na maioria das espécies, a permanéncia por até 48 horas em cultivo in
vitro, ndo compromete a sua viabilidade in vivo apds a transferéncia para receptoras.

Para Leibo (1984), existem claras evidéncias que determinadas injdrias do
congelamento que ndo sdo imediatamente aparentes na avaliagdo ap6s o
descongelamento, e que levam algum tempo para serem detectadas. Deste modo, um
breve periodo de cultivo in vitro pode ser suficiente, para tornar tais injarias aparentes.

Existem inumeros protocolos que tém sido utilizados para a criopreservacao de
embrides. Variacbes no tipo de crioprotetor, concentracdes destas solucbes e também

nas taxas de congelagdo e aquecimento podem ser ajustados. Um protocolo universal é



impraticavel, devido a diferenca entre especies. Segundo Mazur (1970), cada tipo de
célula tem sua propria taxa de resfriamento ideal, e permeabilidade ao crioprotetor
também muda com as mudangas na temperatura.

De acordo com Vajta e Nagy (2006), esta técnica pode tornar-se uma alternativa
comercialmente viavel para a criopreservacdo de embrides. Além da facilidade e
praticidade da vitrificacdo, que permitiu o desenvolvimento de diferentes métodos de
envases, que utilizam o macro ou microvolume na tentativa de aumenatr a eficiéncia da

vitrificacdo de embrides.

CONCLUSOES

Podemos concluir que a vitrificacdo com a associacdo de 20% Etilenoglicol +
20% Dimetilsulféxido + 0,5M sacarose, foi 0 protocolo que demonstrou causar menos
lesBes ao citoesqueleto e as organelas celulares de embrides caprinos produzidos in
vivo, evidenciando uma melhor organizacdo e integridade celular e com isso melhor

viabilidade embrionéria.
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FIGURAS
FIGURA 2

« Figura 2 — Caracteristicas ultra-estruturais de embrides caprinos
criopreservados pelo métodos cléssico lento (Grupo controle). A-
Mitocondrias intumescidas e rompidas, diminuicdo das
microvilosidades. B- Zona pelicida integra e presenca de
microvilosidades. C — Perda das juncGes comunicantes. D- Presenca de
vacuolos.



FIGURA 3

0:5 um

- Figura 3 — Caracteristicas ultra-estruturais de embrides caprinos
criopreservados pela vitrificacdo (Grupo DF). A — Células com pouca
uniformidade, muitas mitocéndrias, perda das jungfes comunicantes
(seta fina), nacleo (n); B — Algumas mitocondrias intumescidas e
rompidas (m*), perda das juncbes comunicantes (seta fina); C —
Células desorganizadas e muitas mitocondrias (m); D — Presenca de
ribossomos (r) e mitocondrias com suas criptas evidentes.



FIGURA 4

« Figura 4 - Caracteristicas ultra-estruturais de embrifes caprinos
criopreservados pela vitrificacdo (Grupo DMSO). A — Células com
aspecto mais uniforme; B — Presenca de Zona Pelucida (Zp) e
mitocéndrias (m); C- Jungbes comunicantes e presenca de alguns
vacuolos (v); D — Ndcleo (n) organizado e presenca de vacuolos (V)
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COMPARACAO DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE VITRIFICACAO EM
OPS (OPEN PULLED STRAW) SOBRE A VIABILIDADE DE EMBRIOES
OVINOS PRODUZIDOS IN VIVO
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo identificar os danos causados pela criopreservacéo de
embrides ovinos produzidos in vivo, utilizando-se diferentes crioprotetores
(etilenoglicol, dimetilsulféxido e dimetilformamida) pela avaliacdo da viabilidade
morfoldgica e ultra-estrutural, taxa de re-expansao em cultivo e a taxa de gestacdo. Os
embrides foram obtidos de ovelhas da raca Santa Inés superovuladas e distribuidos
aleatoriamente em trés grupos: Grupo Controle - congelacdo pelo método classico -
Etilenoglicol (n=55), Grupo DMSO (Dimetilsulféxido) — vitrificacdo (n=54) e Grupo
DF (Dimetilformamida) — vitrificacdo (n=55). O grupo controle permaneceu cinco
minutos estabilizando na solugéo de Etilenoglicol (EG) sendo posteriormente envasados
em palhetas de 0,25 ml e submetido a congelamento automatizado (TK3000). Os
embrides do grupo DMSO foram equilibrados em solucdo de 10% de EG e 10% de
DMSO e transferidos para solugdo de vitrificagdo com 20% EG e 20% DMSO + 0,5
sacarose. O grupo DF foi equilibrado em solugédo de 10% de EG e 10% de DF e depois
transferido para solugéo de vitrificagdo com 20% EG e 20% DF+ 0,5 sacarose. Todos
os grupos foram avaliados por meio da andlise da viabilidade embrionéria pelo uso de

sondas fluorescentes (lodeto de Propideo e Hoechst 33342), verificando-se que as
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células do grupo controle mantiveram vidveis em todos os embrides analisados,
resultado semelhante ocorreu com o grupo DF, 80% das amostram foram consideradas
viaveis, diferente do grupo DMSO, que tiveram 50% de viabilidade. O estudo ultra-
estrutural dos embrides por microscopia eletrénica de transmissdo demonstrou que 0s
achados foram semelhantes entre os grupos controle e DF. Os embrides vitrificados com
DF tiveram maiores taxas de sobrevivéncia in vitro (53,33%) e in vivo (45%), os
vitrificados com DMSO tiveram uma taxa de sobrevivéncia in vitro (26,66%) e in vivo
(30%), os congelados pelo método classico obtiveram (33,33%) in vitro e (40%) in vivo.
Estes resultados indicam que, a solucdo de vitrificacdo contendo 20% de etilenoglicol +
20% de dimetilformamida é um método promissor para a vitrificagdo de embries
ovinos produzidos in vivo, demonstrando causar menos lesdes ao citoesqueleto e as

organelas celulares, como isso apresentando um indice de gestacdo satisfatorio.

Palavras-chave: Criopreservagdo, dimetilsufoxido, dimetilformamida, gestacéo, sondas

fluorescentes, ultra-estrutura.

ABSTRACT

This objective of this study was to identify the damage caused by cryopreservation of
sheep embryos produced in vivo, using different cryoprotectants (ethylene glycol,
dimethylformamide and dimethylsulfoxide) through evaluation of the morphological
and ultrastructural level of re-expansion of cultivation and the rate of pregnancy.
Embryos were obtained from superovulated Santa Ines ewes and randomized into three
groups: control group - freezing of classic - Ethylene glycol (n = 55), Group of DMSO
(dimethyl sulfoxide) - vitrification (n = 54) and Group DF (Dimethylformamide ) -
vitrification (n = 55). The control group had five minutes for stabilizing the solution of
Ethylene glycol (EG) and embryos were then packed in straws of 0.25 ml and subjected
to automated freezing (TK3000). The embryos of group DMSO were mixed in a
solution of 10% EG and 10% DMSO and transferred to a vitrification solution with
20% EG and 20% DMSO + 0.5 sucrose. Embryos in group DF had a balanced solution
of 10% EG and 10% of DF and were then transferred to a vitrification solution with
20% EG and 20% DF + 0.5 sucrose. All groups were evaluated by analysis of
embryonic viability by use of fluorescent probes (iodide propidium and Hoechst
33342). Results indicated that the cells in the control group remained viable in all

embryos analyzed, a similar result occurred with the group DF where 80% of samples



were considered viable while the DMSO group presented 50% viability. The
ultrastructural study of embryos by transmission electron microscopy showed that the
findings were similar between the control and DF. Embryos vitrified with DF had
higher rates of in vitro (53.33%) and in vivo (45%) survival, while embryos glazed with
DMSO had an in vitro (26.66%) and in vivo (30%) survival rate and frozen embryos
obtained by the traditional method showed in vitro (33.33%) in vivo (40%) survival.
These results indicate that the glazing solution containing 20% ethylene glycol + 20%
dimethylformamide is a promising method for cryopreservation of sheep embryos
produced in vivo,demonstrating that it causes less damage to the cytoskeleton and

cellular organelles, and that they presented satisfactory pregnancy rates.

Keywords: Cryopreservation, dimethylsulfoxide, dimethylformamide, pregnancy rate,

fluorescent probes, ultra-structure.

INTRODUCAO

A criopreservacdo de embrifes é uma ferramenta empregada a mais de trés
décadas (WHITTINGHAM et al., 1972; WILMUT, 1972). Hoje, a criopreservacdo
tornou-se um fator chave na tecnologia de transferéncia de embriGes comerciais e fins
de investigagdo, permitindo o armazenamento de materiais bioldgicos por tempo
indeterminado sem que estes percam a sua atividade funcional nem ocorra alteracéo
genética (WHITTINGHAM, 1980).

Duas grandes metodologias tém sido desenvolvidas, congelamento convencional
lento e a vitrificagdo. O método convencional tem sido amplamente utilizado para a
criopreservacao de embrides de vérias espécies, inclusive de ovinos (COGNIE et al.,
2003). Entretanto, ele sofre varias limitacdes, tais como injurias pelo frio, danos fisicos
devido a formacdo de cristais de gelo, a necessidade de equipamentos elaborados e de
altos custos, além do tempo gasto com a curva de congelamento. Em contraste, a
vitrificacdo é caracterizada por processos simplificados, e sem custos com aparelhos
(VAJTA e KUWAYAMA, 2006; DIKE, 2009).

A vitrificacdo tornou-se uma alternativa promissora para a criopreservacao de
células e de tecidos, e seu sucesso tem aumentado as expectativas em diversas areas de

conhecimento envolvidas com a preservacao de gametas e embrides (KULESSHOVA et



al.,, 2001). Este fenbmeno pode ser considerado como um aumento extremo de
viscosidade combinado a uma rapida taxa de resfriamento, baseado na desidratacdo do
embrido através de sua breve exposi¢cdo a solucdes com altas concentragfes de
crioprotetores, seguida de imersédo direta em nitrogénio liquido (VAJTA, 2000).

Os procedimentos de criopreservagdo tentam minimizar consequéncias como o
efeito toxico do crioprotetor, a elevada concentragdo de eletrolitos intracelulares, a
injuria osmotica, e a fratura da zona pellicida, além de alteragdes nas organelas e no
citoesqueleto (DOBRINSKY, 1996).

Os primeiros nascimentos de cordeiros resultantes de embrides criopreservados
com congelamento lento foram relatados na década de 70 (BILTON e MOORE, 1976),
mas o0 primeiro nascimento de cordeiros resultantes de um embrido vitrificado foi
relatado por Szell et al. (1990). Embrides ovinos vém sendo vitrificados com sucesso.
Isachenko et al. (2003) obtiveram 70 % de prenhez em ovelhas inovuladas com
embrides vitrificados em OPS, resultados similar ao obtidos com embrides congelados
pelo método tradicional. Em estudo realizado no Brasil com ovinos da raga Santa Inés
ndo foi observada diferenca significativa entre a viabilidade dos embrides congelados e
vitrificados, porém os resultados foram considerados baixos, sendo a taxa de fertilidade
aos 60 dias de 18,2% com embrides congelados e 6,7% com embrides vitrificados
(CORDEIRO, 2001).

Diferentes  combinacdes de  crioprotetores  (etilenoglicol,  glicerol,
dimetilsulfoxido, dimetilformamida, propilenoglicol) tém sido propostas para
vitrificacdo de células e tecidos bioldgicos (KASAI et al.,1992).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar os danos causados pela
criopreservacdao de embrides ovinos produzidos in vivo, avaliando a viabilidade
morfoldgica e ultra-estrutural, as taxas de re-expansao e de gestacdo, além de comparar
a utilizacdo de diferentes agentes crioprotetores (etilenoglicol, dimetilsulféxido e

dimetilformamida) na vitrificacdo de embrifes ovinos.

MATERIAL E METODOS

Local do Experimento
O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de Pendéncia localizada
no Municipio de Soledade-PB e na Estagdo Experimental Benjamin Maranh&o,

localizada em Campo de Santana-PB, ambas pertencentes a Empresa Estadual de



Pesquisa Agropecuaria da Paraiba (EMEPA/PB) e no Laboratorio de Biotecnias
Reprodutivas do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE) e no Departamento de Energia Nuclear (UFPE).

Selecao das Doadoras

Foram utilizadas 30 fémeas da espécie ovina da raca Santa Inés, apresentando
idade media de 3,2 anos, sem distdrbios reprodutivos, e em adequado estado nutricional
(escore corporal minimo de 3) e sanitario. Avaliacdo das doadoras inclui exames
clinico-geral, ginecoldgico e parasitologico, para evitar a inclusdo de animais com
condigdes comprometidas.

Os animais eram mantidos em apriscos cobertos, onde receberam como
volumoso a base de feno de tifton ad libitum, além de uma suplementacdo com
concentrado com 18% de proteina bruta, contendo milho, soja, trigo e calcario com livre

acesso a agua e sal mineral.

Superovulacdo e Producdo dos Embrides

As doadoras tiveram os ciclos estrais controlados mediante a insercdo de
dispositivos vaginais impregnados com 0,33g de progesterona natural, (Eazi-Breed
CIDR, Pfizer, Nova Zelandia ), no dia 0 do tratamento, considerado no momento da
insercdo do pessario. No 9° dia foram substituidos por novos dispositivos 0s quais
permaneceram até o 13° dia do tratamento. A superovulagdo teve inicio no 11° dia,
utilizando 252 mg do hormoénio foliculo estimulante - pFSH (Folltropin-V, Bioniche,
Canada) divididas em oito doses decrescentes administradas em intervalos de 12 horas.
Juntamente a retirada dos dispositivos vaginais ou seja, no 13° dia, foi administrados
200U1 de gonadotrofina corionica eqiina (eCG; Novormon, Syntex, Argentina).

Foram realizadas monta natural controlada a partir do 14° dia, com reprodutores

comprovadamente férteis.

Colheita de EmbriGes das Ovelhas

As colheitas foram realizadas entre os 5,5 e 0 6° dia apds o inicio do estro,
visando obter embrides em estadio de moérula a blastocisto expandido. Os animais foram
submetidos a jejum alimentar de 24 horas e hidrico de 12 horas antes da colheita,

recebendo anestesia mediante o emprego de 0,2mg/kg de cloridrato de xilazina



(Rompum, Bayer, Brasil) associada a 7,5 mg/kg de cloridrato de ketamina (Ketalar,
Parke-Davis Co./ Argentina), por via intramuscular. Os animais foram contidos em
mesa cirurgica apropriada, em decubito dorsal com os membros estendidos para
realizacéo da tricotomia e anti-sepsia da regido abdominal.

As colheitas foram realizadas por laparotomia, através de uma incisdo sobre a
linha média cranialmente ao Ubere, exteriorizando-se o Utero para introducdo, em cada
corno uterino, da sonda de Foley nimero 10. Proximo a jungdo uterotubarica introduziu
um angiocat 20G por onde injetava-se 40 mL do meio de colheita dos embrides
(solucdo salina fosfatada tamponada - Dulbecco Modificado-DPBS, Embriocare,
Cutilab, Brasil), acrescida com 1% de soro fetal bovino & 37° C. A solucédo de lavagem
foi recolhida em placas de Petri plésticas de 100 mm de didmetro e imediatamente
levada ao esteriomicroscopio para os embrides serem identificados e classificados em
aumento de 10 e 20X.

Durante a colheita, o Gtero foi irrigado com solucdo fisiol6gica a temperatura de
37° C, com o objetivo de evitar possiveis aderéncias. O peritbnio e o tecido muscular
foram suturados com fio “cat gut” cromado n°.0 ¢ a pele com fio de “nylon” n°.3, em
pontos separados simples.

As fémeas receberam 1 mL/10kg de peso de oxitetraciclina LA (Oxitetra LA,
Agener, Brasil) via intramuscular e 0,375 mg de cloprostenol (Prolise, Tecnopec Brasil)

por via intramuscular.

Avaliacdo e classificacdo da morfologia embrionéaria

O liquido colhido permaneceu em placas de Petri grande (100x15 mm de
diametro) com fundo quadriculado para procura dos embribes por meio de
esteriomicroscépio a um aumento de 10 a 20x. As estruturas encontradas foram
transferidas com auxilio de uma pipeta para placas de Petri de 35 mm, contendo meio de
manutencdo - TQC Holding Plus (Nutricell, Bioniche/EUA). Os embrides foram
avaliados quanto ao estadio de desenvolvimento e qualidade seguindo o0s critérios
morfoldgicos da International Embryo Transfer Society - IETS (STRINGFELLOW e
SEIDEL, 1998) como embribes de grau | (excelente), Il (bom), Il (pobre) e IV (morto
ou degenerado). Foram selecionados apenas embrides classificados como excelentes
(grau I) e bons (grau II), considerando sua forma esférica e suas células com contornos

perfeitamente visiveis e coloracdo homogénea.



Criopreservacao dos Embrides
Congelagdo Classica — Grupo Controle

Os embrides foram congelados utilizando congelador automatico de embrides
(TK 3000, Uberaba, Brasil). Antes da congelacdo os embriGes permaneceram por cinco
minutos estabilizando na solucdo de Etilenoglicol- TqC Ethylene Glycol Freezer Plus
(Nutricell, Bioniche/EUA) e envasados em palhetas de 0,25 mL adequadamente
identificadas. A coluna contendo o embrido com a solucéo crioprotetora foi separada
por duas colunas com solucdo de manutencédo, e também por duas bolhas de ar de 1,0
cm. As palhetas foram seladas e colocadas no congelador inicialmente programado a
uma velocidade de resfriamento de - 1,0°C/min até - 6°C, a partir da temperatura
ambiente. Alcancada a temperatura de - 6°C, 0 processo de resfriamento foi
interrompido por cinco minutos, para a indugdo da cristalizagdo (“seeding ) esperando-
se 10 minutos para reiniciar a curva, de modo que, o congelador de embrides foi re-
programado para uma velocidade de congelagdo de -0,5°C/minuto até - 32°C. Apoés 5
minutos de estabilizacdo a temperatura final de congelagdo, as palhetas contendo os
embrides foram imediatamente imersas em nitrogénio liquido a -196°C e

acondicionadas em “rack”, e armazenadas nos botijoes criobiologicos.

Vitrificacdo em OPS (Open Pulled Straw) — Grupo DMSO e Grupo DF

Todas as solugdes para a vitrificacdo foram preparadas usando a solucdo base
com H-TCM 199 suplementado com 20% de SFB (Solucdo de manutencdo). Os
embrides foram expostos primeiramente a solu¢do manutengdo por 5 minutos e em
seguida nas solucbes de vitrificacdo. Imediatamente apds a passagem pela solugdo de
manutencdo, os embrides do grupo DMSO foram transferidos a solucdo de 10% de
Etilenoglicol (EG) e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) por 1 minuto e em seguida
transferidos para de solucdo de 20% de EG + 20% de DMSO + 0,5M sacarose por 40
segundos no maximo. E para os embrides do grupo DF, os embrides foram transferidos
a solucdo de 10% de Etilenoglicol (EG) e 10% de Dimelformamida (DF) por 1 minuto e
em seguida foram transferidos para de solucdo de 20% de EG + 20% de DF + 0,5M
sacarose por 40 segundos no maximo. Em seguida, os embrides foram aspirados em
2uL da dltima solucdo de vitrificagcdo, contendo 1 a 2 embrides e envasados por
capilaridade em OPS devidamente identificadas com nimero da fémea e classificagdo

do embrido. Imediatamente as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido a -196°C e



acondicionadas em “racks” individuais para cada fémea e armazenadas em botijoes

criobioldgicos.

Descongelamento dos embrides congelados

Os embrides foram descongelados expondo-se as palhetas a temperatura
ambiente por 10 segundos e imersdo em banho-maria a 37°C por 20 segundos. O
contetdo das palhetas foi esvaziado em placa de quatro pogos, contendo meio de
manutencdo - TQC Holding Plus, onde permaneceram por 5 minutos, e em seguida era

novamente avaliado quanto a sua morfologia e qualidade.

Aquecimento dos embrides vitrificados

Imediatamente apds a retirada do nitrogénio liquido, as palhetas foram aquecidas
por 3 segundos no ar, e posteriormente a extremidade mais fina submergida em solucéo
de aquecimento. A remocéo do crioprotetor dos embrides foi feita em trés etapas, numa
placa de quatro pocos, contendo 0 meio de manutencdo usando a solucdo base com H-
TCM 199 suplementado com 20% de SFB + 0,33 M de Sacarose (Pogo 1 e 2) por 1
minuto cada, em seguida no meio de manutencdo usando a solucéo base com H-TCM
199 suplementado com 20% de SFB + 0,2 M de Sacarose, por 1 minuto (Pogo 3) e por
fim durante 5 minutos, no meio de manutencao usando a solugdo base com H-TCM
199 suplementado com 20% de SFB

Avaliacéo da viabilidade embrionéria

Os embrides foram incubados por cinco minutos em DPBS acrescido de BSA
1% e 125mg/ml de lodeto de Propideo, sendo posteriormente transferidos para gotas
colocadas sobre lamina histologica contendo uma solucdo de DPBS com 100mg/ml de
Hoechst 33342. A preparacéo foi coberta com laminula.

Os embrides corados foram examinados em microscopio invertido (Leica DM
4000), filtro azul 535 e 617 nm, equipado com luz fluorescente para a determinacéo de
células vivas e mortas. Os blastdbmeros que fluoresceram em azul foram considerados
viaveis (com membrana plasmatica integra) enquanto aqueles que fluoresceram em
vermelho ou rosa foram considerados inviaveis. Entretanto, embrides com menos de

50% de células vermelhas foram considerados viaveis.



Estudo ultra-estrutural dos embrides por microscopia eletrénica de transmissao

Para a analise ultra-estrutural foram selecionados aleatoriamente 29 embrides,
sem prévia avaliacdo de sua morfologia, sendo o grupo Controle (n=9), grupo DMSO
(n=10) e grupo DF (n=10). Os embrides foram fixados em Solucdo Karnovisky (2
horas, 4 °C), apos a fixacdo, as amostras foram lavadas em tampdo Cacodilato de sédio
a 0,1M (pH 7,4) e, posteriormente, foram pds-fixados em 1% de tetroxido de Gsmio
utilizando o mesmo tampdo. Apds a desidratacdo, em séries crescentes de etanol, o0s
embrides foram embebidos em resina Epon. Os cortes ultrafinos foram obtidos com
navalha de diamante, montados em grade de cobre e corados com acetato de uranila e
citrato de chumbo. Os embrides foram examinados e fotografados em microscopio
eletronico de transmissdo (FEI Morgani 268 D, Eindhoven, Netherlands), no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste, Recife/PE — CETENE.

Avaliacdo das taxas de re-expansdo apds o aquecimento dos embrides

Para realizagdo da cultura in vitro, os embrides foram aquecidos e avaliados
morfologicamente. Os embrides foram cultivados em meio SOF (Nutricell). Utilizamos
400 pl dos meio SOF + 400 pl de 6leo mineral (Sigma), sob atmosfera composta por
5% de CO, em ar a 38,5°C, contidos em placas de petri de quatro pocos, 0 meio ficou
estabilizando (overnight), para posterior cultivo dos embrides, afim de permitir o
desenvolvimento embrionario. A capacidade de sobrevivéncia dos embrides foi avaliada
com 6, 12 e 24 horas apds a cultura. O critério de viabilidade adotado para todos os

grupos consistiu na observacao da expanséo da blastocele.

Inovulacéo dos embrides e diagndstico de gestacéo

Foram utilizadas 60 receptoras adultas sem raca definida (SRD) clinicamente
higidas e submetidas ao protocolo de inducdo do estro e da ovulacdo mediante ao uso de
esponjas vaginais com 60mg de acetato de medroxiprogesterona (Progespon-
Syntex,Argentina) por um periodo de 14 dias. No décimo quarto dia foi aplicado 400 Ul
de eCG concomitante a retirada das esponjas. Vinte e quatro horas apds a remogédo dos
pessarios foram introduzidos machos rufides para deteccdo do estro. As inovulacBes
foram realizadas por semi-laparoscopia no dia 8 apds a retirada do dispositivo vaginal.

As receptoras foram previamente submetidas a jejum hidrico-alimentar de no
minimo 12 horas, realizadas a tricotomia e anti-sepsia do abdémen, seguidas de sedagéo

com 0,05mg/Kg de cloridato de xilosina (Rompum, Bayer). Inicialmente foi avaliada a



resposta ovariana quanto a presenca de corpos Iuteos funcionais face ao protocolo de
inducdo do estro e ovulagdo. Em seguida, o corno uterino ipsis lateral ao ovario com
corpo luteo foi exteriorizado e perfurado com agulha 40x12, e inserido o “tomcat”
(Nutricell, Sao Paulo, Brasil) contendo os embrides para inovulacdo. Foi inovulado
somente um embrido por receptora.

O diagndstico de prenhez foi realizado 35 dias apds a inovulagdo com
equipamento de ultra-sonografia (Mindray, China) e transdutor linear de 5Mhz, por via

retal.

Andlise Estatistica

Para a analise estatistica das taxas de re-expansdo e taxas de gestacdo dos
embribes foi utilizado o Teste de Qui-quadrado para compara¢fes multiplas (CURI e
MORAES, 1981; FISHER e BELLE, 1993), considerando-se o nivel de significancia de
5%. Utilizou-se uma anélise descritiva para a avaliagdo da morfologia embrionaria pelo

uso das sondas fluorescentes e analise ultra-estrutural.

RESULTADOS

Foram colhidos 186 embriGes de 30 doadoras, media de 6,2, dos quais 165
foram selecionados como grau | e grau Il, correspondendo a um percentual de 88,7%
dos embrides colhidos e distribuidos equitativamente nos trés tratamentos.

A viabilidade embrionéaria foi avaliada pelo uso de sondas fluorescentes, onde
utilizamos como corante o iodeto de propideo e o Hoechst 33342. Os embrides
analisados do grupo controle mantiveram suas células integras ap6s o descongelamento,
cerca de 30% das células apresentaram-se lesionadas, ou seja, coradas em vermelho,
sendo assim, podemos considerar que os embrides analisados todos foram considerados
viaveis.

Os embrides do grupo DMSO analisados 33,33% dos embrides estavam com
suas células totalmente lesadas, 22,22% apresentaram menos da metade das suas
células lesadas e 44,44% dos embrides analisados apresentaram pouca ou nenhuma
celula lesionada, sendo assim, 66,66% dos embrides analisados foram considerados
viaveis.

No grupo DF, os embrides analisados estavam com 20% das suas células

totalmente lesionadas, o restante das amostras, 80% foram considerados viaveis, dos



quais 60% estavam com suas células pouco lesionadas e 20% estavam totalmente

integras, ou seja, estavam corados em azul.

Figura 5 — Blastocistos expandidos coletados de ovelhas Santa Inés, corados com
lodeto de Propideo e Hoechst 33342 e examinados sob microscopio de fluorescéncia. O
embrido da esquerda apresenta 100% de suas células integras (azuis) e o embrido da
direita, classificado como grau 2, apresentou algumas de suas células da periferia

lesadas (vermelhas).

Para a realizacdo da microscopia eletronica de transmissao (MET), foram
avaliados 29 embrifes ovinos de excelente e boa qualidade, em estagio de
desenvolvimento blastocisto e blastocisto expandido.

Com base nas caracteristicas morfologicas ultra-estruturais dos embriGes
podemos observar que as células apresentavam a maioria das organelas integras,
preservacdo da zona pelucida, integridade de membrana plasmatica com longas
microvilosidades, as quais projetavam-se para o interior da zona pelUcida. As
mitocondrias apresentavam com formas variadas sendo principalmente arredondadas ou
alongadas, com criptas evidentes, que estavam distribuidas por todo citoplasma, com
tendéncia a formagdo de grupos, observou-se o complexo de Golgi, ribossomos, as
juncdes celulares eram visiveis, evidenciando uma organizacao celular.

Entre as alteracdes evidenciadas nas estruturas celulares, observamos severas
lesbes, com uma total desorganizacdo celular, membranas plasmaticas e nucleares

irregulares e rompidas, descontinuidade da membrana citoplasmatica, com reducéo do



nimero e da extensdo das microvilosidades, as mitocondrias demonstraram-se
intumescidas e rompidas, presenga de muitos vaclolos e perda das juncGes
intercelulares.

Os resultados das caracteristicas analisadas demonstraram que os embrides do
grupo controle e DF, apresentaram menos danos ao citoesqueleto, com uma maior
organizacéo celular e preservagéo das organelas.

Os resultados da taxa de re-expansdo dos embriGes criopreservados pelos
métodos classico (Controle) e por vitrificagdo (DMSO e DF) foram mostrados na tabela
3. N&o houve diferenca significativa (P>0,05) na taxa de re-expansdo entre 0s grupos
controle e DMSO. No entanto, os embrides do grupo DF tiveram uma maior

porcentagem na taxa de sobrevivéncia.

Tabela 3 — Taxa de re-expansdo de embrides ovinos criopreservados pelos método

classico (Controle) e por vitrificagdo (DMSO e DF).

Grupos Embribes

(n) 6h 12 h 24h
Controle 15 1 (6.66) 4 (26,66) 5 (33,33)"
DMSO 15 2 (13,33) 3 (20) 4 (26,66)°
DF 15 4 (26,66) 8 (53,33) 8 (53,33)°

ab Grupos seguidos de pelo menos uma letra igual ndo diferem estatisticamente (p>0,05)

A taxa de gestacdo das receptoras inovuladas (Tabela 4) com embribes do grupo
controle foi de 40%, resultado semelhante foi constatado no grupo DF (45%). Para as
receptoras do grupo DMSO o indice de gestacdo foi de 30%. Na&ao evidenciada
diferenca significativa na taxa de gestagédo entre 0s grupos.

Tabela 4 - Taxa de gestacdo apds inovulacdo de embrides ovinos criopreservados pelos

métodos cléssico (Controle) e por vitrificacdo (DMSO e DF).

Grupos Receptoras Embrides Taxa de gestacao
(n) Transferidos (n) (%)

Controle 20 20 402

DMSO 20 20 30%

DF 20 20 452

Grupos seguidos de pelo menos uma letra igual ndo diferem estatisticamente (p>0,05)



DISCUSSAO

Na avaliacdo da viabilidade embrionaria por meio de sondas fluorescentes
(lodeto de propideo e Hoechst 33342) foi evidenciado que os embrides submetidos ao
processo de criopreservacao pelo método classico (grupo controle) foram considerados
todos viaveis, pois apresentavam menos de 50% das células lesionadas apds a
criopreservacdo. Sabe-se que a perda da viabilidade embrionaria associada com a
criopreservacdo pose ser influenciada pelo tipo e a concentracdo do crioprotetor
utilizado, protocolo de congelacdo, o estagio de desenvolvimento dos embribes, a
espécie e o gendtipo do animal (BETTENCOURT et al., 2009). No presente estudo, a
qualidade dos embribes (grau | e II), a curva de congelamento (EOV1), o
crioprotetor/concentracao (etilenoglicol 1,5 M) exerceram efeito positivo sobre a
viabilidade dos embrides criopreservados. Confirmando o efeito benéfico do EG sobre a
viabilidade embrionéria, por apresentar menos efeito toéxico, uma rapida difusdo do
equilibrio dentro da célula, entre a zona pelicida e a membrana celular, e seu uso pode
resultar de melhores taxas de sobrevivéncia de embrides congelados/descongelados
(ALl e SHELTON, 1993).

Sob a mesma avaliagdo, nos embrides vitrificados utilizando dimetilformamida
como crioprotetor, observou que a maioria das amostras (77%) encontrava-se com as
células integras. Corroborando com Fuku et al. (1995), Mukaida et al. (1998), Migshima
et al.( 2003), Siqueira-Pyles (2006), Baudot et al.( 2007) que evidenciaram efeito
benéfico na criopreservagdo de embrides ovinos, bovinos, humanos e camundongos. O
crioprotetor DF apresentou um efeito benéfico na criopreservacao de embrides, devendo
ser melhor explorado. Baudot e Boutron (1998) avaliaram a eficiéncia da vitrificacdo
utilizando-se o dietilformamida e dimetilformamida em associacdo com outros
crioprotetores e verificaram que estes compostos sdao compardveis ao DMSO, mais
eficientes do que o glicerol e etilenoglicol e menos eficientes do que o 1,2 propanodiol.
Os autores sugerem ainda que estes componentes possam Ser novos crioprotetores
efetivos.

Por conseguinte, o grupo vitrificado com o0 DMSO, apresentou cerca de 50% das
células embrionarias integras. Este crioprotetor preserva a integridade das membranas
lipidicas durante o processo de resfriamento e aquecimento. Essa caracteristica faz com
que seja o crioprotetor de eleicdo na vitrificacdo de células e tecidos, quando comparado
a outros crioprotetores de baixo peso molecular (DE LA TORRE e STANLEY, 2007).



A avaliacdo ultra-estrutural revelou que os embribes criopreservados pelo
método classico com etilenoglicol e vitrificados com dimetilformamida apresentaram as
estruturas celulares com menores alteragfes em suas organelas em comparagdo com 0s
embrides vitrificados com o dimetilsulfoxido. Concordando com nossos achados,
Bettencourt et al. (2009) relataram que a morfologia dos embrides criopreservados com
etilenoglicol revelou uma melhor preservacdo celular do que aqueles tratados com o
glicerol. Da mesma forma que observaram que os embriGes em estagio de blastocisto
apresentaram viabilidade significativamente superior em comparacdo com os embrides
estdgio de morula, independente do crioprotetor utilizado. Dinnyes et al. (2006)
relataram que a sobrevivéncia de embrides apOs a criopreservacdo é fortemente
influenciada pela idade, estadgio de desenvolvimento e qualidade dos embriGes, sendo
esta Ultima normalmente avaliada pelas caracteristicas morfoldgicas dos mesmos.

A analise ultra-estrutural revelou que a maioria dos embrides vitrificados
com DMSO apresentou uma desorganizacdo no citoesqueleto, onde os componentes
celulares estavam visivelmente alterados, com a membrana plasmatica e nuclear
irregulares e rompidas, descontinuidade da membrana citoplasmatica, com reducdo do
nimero e da extensdo das microvilosidades, as mitocondrias demonstraram-se
intumescida e rompidas, e perda das jungdes intercelulares. Essas alteragdes ultra-
estruturais sdo atribuidas a severa desidratacdo resultante da acdo dos crioprotetores.
Para evitar a formacdo cristais de gelo no interior das células durante o processo de
vitrificacdo, é essencial que ocorra uma efetiva desidratacdo. Portanto, o processo de
vitrificagdo ndo exclui a ocorréncia de danos osméticos as células, conforme observado
por Curcio (2006). A formacdo de cristais de gelo intracelular é considerada o fator
mais prejudicial que pode ocorrer sob condigcdes especificas de congelamento e
descongelamento, com influéncia negativa na recuperacdo e sobrevivéncia de células
embrionarias, causando fratura de zona pellcida, alteracdes intracelulares de organelas,
no citoesqueleto e contatos juncionais (MASSIP et al., 1989; DOBRINSKY, 1996;
VAJTA 2003; VAIJTA e KUWAYAMA, 2006).

O citoesqueleto, uma complexa rede de microfilamentos de actina e
microtubulos formados pela polimerizagdo de tubulina, tem um importante papel na
fisiologia das células embrionérias, através da manutengdo da sua estrutura, formato,
forca mecénica e da regulacdo da divisdo celular e movimentos. No entanto, a
criopreservacdao tem um efeito deletério para o citoesqueleto e, por conseguinte, na

sobrevivéncia dos embrides. Enquanto os crioprotetores tendem a despolimerizar 0s



microtibulos e microfilamentos, o resfriamento pode causar a ruptura total do
citoesqueleto (DINNYES et al.,2006).

A criopreservacdo de embrides tornou-se um metodo amplamente utilizado na
transferéncia de  embrides, porque a taxa de  sobrevivéncia  ao
congelamento/descongelamento é quase comparavel com embrides frescos (SHAW et
al.,2000). No entanto a criopreservacdo pelo método lento é um processo que expde o
embrido a diferentes fatores fisicos, quimicos e bioldgicos. Estes fatores podem causar o
rompimento da zona pelUcida, membranas celulares ou citoesqueleto e disturbios
metabolicos. Estes danos celulares levam a perda do autocontrole da ceélula e
eventualmente a sua morte por apoptose ou necrose (BAGUISI et al., 1999).

As células sdo sensiveis ao choque osmotico, assim, crioprotetores mais
eficientes como o DMSO E EG quando adicionados ao meio de criopreservacao,
minimizam o estresse osmético. Os crioprotetores mais eficientes sdo altamente
hidrofilicos devido a presenca de grupos quimicos que formam fortes pontes de
hidrogénio com a agua, por exemplo, os sulfoxido (DMSO). Por este motivo, muitos
crioprotetores também protegem as células e suas proteinas contra a desidratacdo e
destruicdo térmica. Tais crioprotetores permeaveis tornam a membrana celular mais
plastica e ligam-se a agua intracelular prevenindo a desidratacdo excessiva e formacéo
de grandes cristais de gelo, reduzindo a toxicidade dentro da célula (SANTOS et
al.,2006).

Os embriBes vitrificados com DF conseguiram uma taxa de re-expansao em
55,33%, apresentando indices numericamente superiores quando comparados aos
demais grupos, controle (33,33%) e DMSO (26,66%). Relatos na literatura divulgam
indices variados de taxas de desenvolvimento embrionario in vitro apds criopreservacao
tanto pelo classico como por vitrificacdo, independente do crioprotetor utilizado.
Martinez e Martkovic (1998) trabalhando com embrides ovinos alcangaram média de
75,4% no desenvolvimento de embrides criopreservados pelo método classico
utilizando etilinoglicol, superiores aos obtidos no estudo, entretanto, as taxas de eclosédo
foram de 52,8%. Resultados semelhantes aos do nosso estudo foram relatados por
Nicola et al. (1999) avaliando o desenvolvimento in vitro de embrides suinos
criopreservados pelo meétodo classico com a adicdo de trealose aos meios de
criopreservacao (etilenoglicol-controle, etilenoglicol + trealose, glicerol + trealose,)
chegaram a concluir que a trealose contribui significativamente para o desenvolvimento

dos embrides, ao compararem os resultados do grupo controle com os demais grupos,



no entanto, ndo observaram diferenca significativa para os indices de desenvolvimento
embrionério dos grupos criopreservados com etilenoglicol e glicerol adicionados com
trealose, 28,1 e 28,5%, respectivamente. Os autores atribuiram o resultado positivo
obtido com a adicdo de trealose aos meios de criopreservacdo provavelmente pela
manutencdo da flexibilidade da membrana plasmatica, o que foi também verificado por
Crowe et al. (1987). Porém, nenhum embrido sofreu eclosdo apds o periodo de cultivo
(18 — 24 horas), fato que os autores atribuiram ao meio de cultivo 199, sugerindo ndo
ser meio ideal para embrides suinos.

Werlich (2005) demonstrou que a associacao de etilenoglicol + dimetilsulféxido
proporcionou melhor taxa de eclosdo (50,1 a 56,0%), em comparagdo ao grupo de
embrides vitrificados com a associacdo de etilenoglicol + glicerol (38,9%). O autor
relata que, ao empregar glicerol, a exposicdo e a remocdo devem ser de forma mais
gradual possivel. No seu estudo, tanto a adicdo como a remoc¢édo do glicerol aconteceu
em trés passos e, segundo o autor, este fato pode ter contribuido para os baixos indices
de eclosdo dos embrides. Kuwayama et al. (1994) atingiram média de 83,3% nas taxas
de desenvolvimento de embrides bovinos vitrificados adicionando glicerol
gradualmente em 16 passos. Conforme relatos dos autores, a existéncia de distorcdo da
zona pellcida e excessiva retracdo dos blastbmeros, que nao sobreviveram, foram
observados quando da adi¢do ao glicerol em trés passos. Assaf e Rodrigues (2006)
conseguiram indices de 39,13% no desenvolvimento in vitro com embries de
camundongos vitrificados com 9,0 M de etilenoglicol e envasados em fios de teflon
(volume 1pL) e apenas 19,82% para os embrides envasados em eppendof (volume 3p).
Para os autores, a rapida permeacdo do etilenoglicol para o interior das células durante
um curto periodo de exposicdo pode ter acontecido ao envasar os embribes com menor
volume do crioprotetor.

A variabilidade entre os resultados citados na literatura e que muitas vezes sdo
contraditérios, reforcam a possivel interferéncia de fatores como: meios de cultivo,
metodologias de criopreservacao, formulagdo das solu¢des ou mesmo a procedéncia dos
embrides (Werlich, 2005). Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho, de
acordo com as condigdes as quais foram desenvolvidas, vém adicionar informacdes que
podem contribuir para futuras pesquisas que visam aprimorar os resultados dos indices
de sobrevivéncia embrionaria in vitro e in vivo.

Estudos com ovinos foram os primeiros nos quais a congelacdo de embrides foi

experimentalmente pesquisada (WILLADSEN et al., 1976). Pesquisas subsequentes tém



mostrado que as taxas de sobrevivéncia in vivo relatadas para diferentes técnicas de
criopreservacao de embrides em diferentes ragas tém sido geralmente baixas e altamente
variaveis (21 a 73%) (MCGINNIS et al., 1989; SONGSASEN et al., 1995). As taxas de
gestacdo constatadas estdo de acordo com o encontrado por Lopes Junior (2005), os
quais trabalhando com ovelhas Morada Nova verificaram uma taxa de fertilidade de
42,9% ap6s inovulacdo de embribes congelados/descongelados com etilenoglicol,
estando, portanto, consistentes com a taxa de gestacdo de 35 a 55% que podem ser
esperadas utilizando um protocolo padrdo de congelacdo (FAHNING e GARCIA,
1992). Diversos estudos tém demonstrado que o etilenoglicol é o crioprotetor mais
efetivo para o processo de congelacéo de embrides ovinos (SONGSASEN et al., 1995;
COCERO et al., 1996).

A taxa de gestacdo observada em todos 0s grupos experimentais revelou que as
receptoras inovuladas com embrides vitrificados em dimetilformamida apresentaram
numericamente, maior indice de prenhez (45%) versus 40% e 30% para as receptoras
inovuladas com embribes criopreservados pelo método classico com etilenoglicol e
vitrificado com dimetilsulfoxido, respectivamente. Este resultado certamente pode ser
atribuido a qualidade superior dos embrides, conforme ja evidenciado pela viabilidade
embrionaria elucidada pelas sondas fluorescentes, avaliacdo ultra-estrutural das
organelas celulares embrionérias para o grupo Controle e DF.

Estes resultados foram semelhantes aos relatados por Cocero et al. (2002) ap6s
inovulacdo de blastocistos criopreservados pelo método classico com etilenoglicol
(40%), porém outros autores obtiveram indices menores (30%) para embrides em
estagio de morula. Segundo, Martinez e Matkovic (1998) melhores resultados quanto a
taxa de prenhez foram obtidos utilizando-se etilenoglicol quando comparado ao glicerol
em protocolo tradicional de congelacdo de mérulas (59,4 vs 29,7%). Dattena et al.
(2001), obtiveram taxa de sobrevivéncia embrionaria de 59% apds a transferéncia de
embrides vitrificados em OPS. Outros autores também nédo obtiveram diferenca para as
taxas de gestacdo com 0 uso de embrides criopreservados pelo método classico com
etilenoglicol e vitrificados com glicerol e etilenoglicol ou dimetilsulfoxido e
etileniglicol (DATTENA et al., 2004). Para os autores o uso de crioprotetores altamente
permeavel individualmente ou como parte de uma mistura tem sido sugerida para
reduzir os danos osmoticos no aquecimento e evitar a necessidade de diluicdo de varias

etapas antes da transferéncia dos embrides.



Resultados semelhantes foram relatados por Green (2007) para taxas de gestacéo
apos transferéncia de embriBes criopreservados pelo método cléssico — etilenoglicol 3
etapas (36%) e 44,4% para embriGes vitrificados com etilenoglicol e dimetilsulféxido.
A autora obteve para os embrides transferidos a fresco, indices de 50%, sendo
considerados baixos segundo a literatura, que indica uma taxa de prenhez de embrides
produzidos in vivo e inovulados a fresco variando de 70 a 90% (DATTENA et al.,
2004). Para Green (2007) os baixos resultados encontrados foram decorrentes,
possivelmente, de fatores inerentes as receptoras. Uma vez que a condi¢do das
receptoras a transferéncia de embrides, principalmente no tocante a nutricdo e sanidade,
é responsavel por 50% da taxa de prenhez, sendo os outros 50% diretamente
dependentes da qualidade embrionéria (THIBIER e NIBART, 1992). No presente
estudo, o efeito receptora pode ter interferido na resposta a taxa de gestacdo, pois
segundo analises realizadas, a qualidade dos embrides tanto morfologicamente e ultra
estruturalmente demonstrou viabilidade embrionaria.

Embora os resultados da criopreservacdo de embrides ovinos pelo método de
congelacdo tradicional sejam satisfatorios e consistentes, este processo tem como
inconveniente a necessidade de um instrumental de custo elevado e um longo tempo
para sua realizacdo (BARIL et al., 2001). O uso de técnicas de criopreservacdo ultra
rapidas como a vitrificacdo pode ajudar a reduzir 0s custos, pois esta ndo necessita de
equipamentos especiais podendo ser adaptada facilmente a rotina de campo. Ao mesmo
tempo, a vitrificagdo poderia ser utilizada como alternativa para aumentar a
criotolerancia de embrides cujo resultado com a congelacdo tradicional ndo é
satisfatoria, como embrides em estagio recente de desenvolvimento e embrides
produzido in vitro (GREE, 2007).

A eficacia da vitrificagdo OPS é aumentada ainda mais pelo contato direto dos embrides com a
solugdo de descongelamento. Ela diminui sua exposi¢do a toxicos, bem como outros efeitos adversos
sobre os embrifes. Tal reidratacdo dos embrifes ocorre imediatamente apds a imersdo em solucdo de
descongelamento (VAJTA et al, 1997, 1998). Outro beneficio da OPS é uma reducédo significativa ou
completa eliminacdo da fratura da zona pellcida, o que é comum nos embrifes congelados
convencionalmente.

Uma desvantagem dos sistemas abertos é o potencial risco de contaminacdo do meio de
vitrificagdo e dos embrides ao terem contato direto com o nitrogénio liquido (KUWAYAMA et al., 2005).
Estudos relataram a contaminacdo dos embriGes bovinos apds o armazenamento em nitrogénio liquido
(BIELANSKI et al., 2000), assim como a contaminacdo cruzada entre as amostras (BIELANSKI et al.,
2003).



A estratégia de vitrificacdo tem sua principal diferenca em relacdo a congelacdo pela taxa de
resfriamento. Uma baixa taxa de resfriamento permite manter um balanco ténue entre varios fatores, que
pode resultar em danos celulares, pela formacdo de cristais de gelo, efeito téxico dos crioprotetores,
eletrolitos intracelulares, fratura da zona pellcida, crioinjurias e alteracfes intracelulares de organelas,
citoesqueleto e contatos juncionais (DOBRINSKY, 1996).

CONCLUSOES

A associacdo de etilenoglicol + Dimetilformamida, foi a associagédo de
crioprotetores que apresentou melhor viabilidade embrionaria, demonstrando causar
menos lesdes ao citoesqueleto e as organelas celulares, como isso apresentando um
indice de gestacdo satisfatorio.

Associados as vantagens e diante dos resultados obtidos, sugere-se a utilizacéo
da vitrificacdo com alternativa para criopreservacdo de embrides ovinos produzidos in
vivo, dinamizando a técnica e o protocolo, podendo ser usado como rotinas nos

programas de transferéncia de embrides.
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FIGURAS
FIGURA 6

- Figura 6 - Caracteristicas ultra-estruturais de embrides ovinos
criopreservados pelo métodos classico lento (Grupo controle). A-
Presenca de microvilosidades e algumas mitocondrias; B-.
Mitocondrias (m) e presenca das jun¢ées comunicantes (seta fina).;
C — Mitocdndrias (m) e vacuolos (v); D- Jungdes comunicantes (seta
fina)



FIGURA 7
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« Figura 7 - Caracteristicas ultra-estruturais de embribes ovinos
criopreservados pela vitrificagédo (Grupo DF) A- Complexo de Golgi
(CG) e algumas mitocondrias; B-. Nucleo (n) e membrana nuclear
(seta) integros.; C — Mitocondrias (m); D- Microvilosidades e algumas
mitocondrias.



FIGURA 8
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* Figura 8 - Caracteristicas ultra-estruturais de embribes ovinos
criopreservados pela vitrificacdo (Grupo DMSOQO) A- Célula totalmente
desorganizadas, com graves lesdes; B-. Ndcleo (n) com membrana
nuclear rompida (setas).; C — Mitocondrias (m) e vacuolos (v); D-
Mitocondrias e presenca das jungdes comunicantes (setas).



ANEXOS

- Meio de Manutengdo — HM

e TCM 199 (Nutricell) 8,0 ml
e SFB (Nutricell) 2,0ml

- Solucédo de sacarose a 0,5M — SM

e TCM 199 (Nutricell) 40 ml
e Sacarose (Sigma — S3929) 17,115 ¢

* Dissolver em banho maria a 40°C.

- Preparo da placa para vitrificagio

e Poco 1: 800ul HM

e Poco 2: 800ul HM

e Poco 3: 800l HM + 100ul EG + 100ul DMSO ou DF
e Poco 4: 600ul SM + 200ul EG + 200l DMSO ou DF

- Preparo da placa para aquecimento dos embrides vitrificados

e Pogo 1: 800ul HM + 400ul SM
e Pogo 2: 800ul HM + 400ul SM
e Poco 3: 800ul HM + 200ul SM
e Poco 4: 800ul HM



