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RESUMO

O objetivo deste estudo foi contribuir para o conhecimento da técnica de
criopreservacao de embrides in vitro. Odcitos (n=965) foram maturados durante 24h em
TCM-199 suplementado com 0,2mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sodio e 75
mg/ml de gentamicina. Os zigotos foram cultivados em meio SOFm suplementado com
0,5% BSA e FCS 2,5%. Culturas foram realizadas a 38,5C em 5% de CO2 no ar
umidificado, em 100 ul de meio de goticulas recuperado com 6leo mineral. No sétimo
dia da cultura, os embrides (n = 387) foram marcados e apenas blastocistos excelente a
boa qualidade foram criopreservados (10 embrides / palheta 0,25 ml). Os seguintes
grupos experimentais foram concebidos, nomeado de acordo com a solucdo de
crioprotetor utilizado: glicerol 1,0 M de etileno glicol em PBS (G); glicerol 1,0 M + 0,3 M
de sacarose em PBS (GS); etilenoglicol 1.5 M em PBS (E) e 1,5 M + 0,3 M de sacarose
em PBS (ES). Apés o descongelamento, os embrides foram re-cultivadas em 100 ml de
meio de gotas SOFm a 38,5° C e 5% de CO2 no ar por 72 h. Os dados demonstraram
gue a qualidade do embrido, avaliada pelo escore de embrides e niumero de células
embrionarias, parece ser melhor no grupo E e ES. No processo de vitrificacdo, 300
embrides de excelente qualidade morfologica, Bi e BI foram vitrificados, e foram
sincronizadas 500 receptoras de embrides, divididas em 3 grupos de 150 animais cada
grupo. O diagnostico de gestacdo nas receptoras apos a inovulagdo dos embribes
foram realizados apos 42 dias. A taxa de concepgao variou entre 0s grupos, sendo que
no grupo | obteve 6 gestacdes (18,75%) de receptoras que receberam embrides da raca
Nelore, 9 gestacdes (26,47%) de receptoras que receberam embribes da raca Brangus
e 12 gestacdes (35,3%) de receptoras que receberam embrides da raca Brahman. No
grupo Il, obteve 3 gestactes (9,38%) de receptoras que receberam embrides da raca
Nelore, 7 gestacdes (20,6%) de receptoras que receberam embrides da raga Brangus e
9 gestacoes (26,5%) de receptoras que receberam embrides da raca Brahman. No
grupo lll, obteve 8 gestacdes (25,0%) de receptoras que receberam embrides da raca
Nelore, 10 gestacdes (29,41%) de receptoras que receberam embrides da raca Brangus

e 10 gestacdes (29,41%) de receptoras que receberam embrides da raca Brahman.
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N&o houve diferencas estatisticas entre os grupos. No procedimento in vitro, o
etilenoglicol teve a vantagem de ser menos toxico do que outros crioprotetores, devido
ao seu baixo peso molecular, podemos concluir que a criopreservacao de embrides PIV
com este crioprotetor tende a produzir embrides de melhor qualidade apés a
descongelacdo e no experimento in vivo, estatisticamente ndo houve diferenca, entre
racas dentro do grupo e nem entre grupos.

Palavras-Chaves: Bovinos, criopreservacao,vitrificacdo, embrides, in vitro
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ABSTRACT
The aim of this study was to contribute to the knowledge of the technique of
cryopreservation of embryos in vitro. Oocytes (n = 965) were matured for 24h in TCM-
199 supplemented with 0.2 mM pyruvate, 25 mM sodium bicarbonate and 75 mg / ml of
gentamicin. Zygotes were cultured in medium supplemented with 0.5% SOFm BSA and
2.5% FCS. Cultures were performed at 38.5 °C in 5% CO2 in humidified air in 100 | of
medium droplets recovered with mineral oil. On the seventh day of culture, the embryos
(n = 387) were scored and only good quality excellent blastocysts were cryopreserved
(10 embryos / straw 0.25 ml). The following experimental groups were designed, named
according to the cryoprotectant solution used: glycerol 1.0 M ethylene glycol in PBS (G)
1.0 M glycerol + 0.3 M sucrose in PBS (GS), ethylene glycol 1.5 M PBS (E) and 1.5 M +
0.3 M sucrose in PBS (ES). After thawing, the embryos were re-grown in 100 ml of
medium SOFm drops to 38.5 ° C and 5% CO2 in air for 72 h. The data demonstrated
that embryo quality was evaluated by scoring the number of embryos and embryonic
cells, seems to be better in group E and ES. In the process of vitrification, 300 embryos
of excellent morphology, Bi and BI, were vitrified, and 500 were synchronized embryo
recipients were divided into 3 groups of 150 animals each group. Pregnancies after
embryo transfer in recipient embryos were performed after 42 days. The conception rate
varied between the groups, whereas in group | had six pregnancies (18.75%) of
recipients that received embryos Nellore, 9 pregnancies (26.47%) of recipients that
received embryos of Brangus and 12 pregnancies (35.3%) of recipients that received
embryos from Brahman. In group I, had three pregnancies (9.38%) of recipients that
received embryos Nellore, 7 pregnancies (20.6%) of recipients that received embryos of
Brangus and nine pregnancies (26.5%) of recipients that received embryos from
Brahman. In group Ill, had eight pregnancies (25.0%) of recipients that received
embryos Nellore, 10 pregnancies (29.41%) of recipients that received embryos of
Brangus and 10 pregnancies (29.41%) of recipients that received embryos from
Brahman. There were no statistical differences between groups. In the in vitro
procedure, the ethylene glycol had the advantage of being less toxic than other

cryoprotectants due to its low molecular weight, we can conclude that cryopreservation
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of IVP embryos with cryoprotectant this tends to produce better quality embryos after
thawing and in experiment In vivo, no statistically significant difference between breeds
within the group or between groups.

Key Words: Cattle, cryopreservation, vitrification, embryos, in vitro
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I. INTRODUGAO

Nas duas Ultimas décadas, as pesquisas em reproducdo animal tiveram um
grande avanco principalmente na area de biotecnologia aplicada. As biotécnicas da
reproducdo possuem grande importancia para aplicacdo em programas de manejo
reprodutivo assistido, especialmente em relacdo ao aproveitamento de gametas de
animais com caracteristicas fenotipicas e genotipicas desejaveis e ao intercambio de
material genético entre paises. Além da importancia zootécnica, as pesquisas que
envolvem a utilizacdo de biotecnologia in vitro possuem papel fundamental para permitir
o0 estudo dos mecanismos fisioldgicos basicos que ocorrem in vivo (HASLER et al.,
1997). O Brasil atualmente € o pais que mais se destaca na producéo in vitro (PI1V) de
embrides bovinos. Todavia, a menor criotolerancia desses embribes, quando
comparados com embrides produzidos in vivo, levam a necessidade do
estabelecimento de um eficiente e préatico protocolo de criopreservagédo, visando
maximizar o aproveitamento dos embrides PIV excedentes que ndo puderam ser
transferidos, seja por falta de receptoras ou outras razées (IETS, 2005; WERLICH et al.,
2006).

A transferéncia comercial de embrides teve inicio na década de 70, porém a
escassez no numero de receptoras disponiveis para a transferéncia dos embrides
sempre foi um fator limitante. Consequentemente, muitos embrides produzidos eram
descartados ou mantidos por até 24 horas, no maximo, para serem entdo transferidos
(ALVES et al., 2003).

A criopreservagdo de embrides bovinos produzidos in vitro oferece uma série de
vantagens, como a preservacdao de material para o estabelecimento de bancos
genéticos de diversas racas para uso futuro, pois favorece o armazenamento dos
embrides por longos periodos com reduzida perda da capacidade de desenvolvimento,
possibilitando a preservacdo de material genético de animais zootecnicamente
superiores (KAIDI et al.,, 1999). Outra vantagem € proporcionar a otimizacdo do
aproveitamento de gametas femininos. Associado a isto, a criopreservacao de embrides
produzidos in vitro representa uma ferramenta indispenséavel para dinamizar e difundir o

processo de PIV.
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Todavia, embrides bovinos de PIV sdo mais sensiveis a criopreservagdo do que
os produzidos in vivo. Isto torna 0 método convencional de congelacdo inadequado para
a criopreservacao destes embrides, principalmente em funcdo do excessivo tempo de
exposicado a faixa térmica correspondente a solidificacdo dos lipidios (MEZZALIRA et
al., 2004). As taxas de prenhez com embrides produzidos in vitro e transferidos a fresco
e de embrides produzidos in vivo e transferidos apos a descongelacdo estdo em torno
de 60 a 70%, enquanto que, para embrides produzidos in vitro e criopreservados, estes
valores sdo inconstantes e mais baixos, ao redor de 20 a 25% (BERTHELOT et al.,
2007).

Desta forma, torna-se essencial o estabelecimento de uma metodologia eficiente
para criopreservacdo de embrides bovinos, que seja simples, rapida e viavel, tanto para

aplicagbes em pesquisas como em escala comercial.
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Il. REVISAO DE LITERATURA

O método de congelacdo convencional tem sido amplamente utilizado na
criopreservacao dos embrides, por ser uma técnica que a utilizacdo de reduzida
concentracao de crioprotetores e permitindo a transferéncia direta apés o congelacao
(VOLKEL & HU, 1992). Entretanto a capacidade de prevenir a formacdo de gelo é
limitada, e os resultados na criopreservacao dos embrides produzidos in vitro ainda sé&o
variaveis (HASLER et al., 1995; MASSIP et al., 1995; HOCKI et al., 1996; KAIDI et al.,
2001), sendo inferiores as taxas obtidas em embrifes produzidos in vivo (ALVARENGA
et al., 2007; DINNYES & NEDAMBALE, 2009).

Embribes PIV sdo mais sensiveis a baixa temperatura (VARAGO et al., 2006).
Este fato pode ser atribuido principalmente a sensibilidade extrema dos embrides a
baixas temperaturas durante o processo de congelacdo (resfriamento de 0,5°C por
minuto) e, posteriormente, de armazenamento (temperaturas muito abaixo de -60°C). A
criopreservacdo tem por objetivo manter o metabolismo celular em estado de
quiescéncia, tornando possivel o armazenamento de células e tecidos por tempo
indeterminado (RODRIGUES, 1992). O primeiro sucesso alcan¢ado por essa técnica foi
obtido simultaneamente por WHITTINGHAM et al. (1972) e WILMUT (1972) utilizando
embrides de camundongos.

A razdo pela qual existe a variacdo da viabilidade dos embrides in vitro,
comparados com o0s produzidos in vivo, esta provavelmente nas caracteristicas fisicas
deste tipo de embrido, que fazem com que sejam mais sensiveis no momento de serem
expostos a baixas temperaturas (RODRIGUES, 1996; VAJTA et al., 1997; DINNYES &
NEDAMBALE, 2009).

Um dos mais importantes principios da criopreservagao reside na necessidade
de se remover o maximo possivel de agua das células antes de se proceder a sua
congelacdo. Se esta desidratacdo ndo ocorrer, grandes cristais de gelo se formarao,
lesionando severamente a estrutura intracelular. No entanto, a remocédo demasiada de

agua das células também pode ser deletéria (SEIDEL Jr., 1986).
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Dentre as caracteristicas, estdo diferencas ndo apenas morfolégicas como
também fisiolégicas, como: aumento no numero de vacuolos (SHAMSUDDIN et al.,
1992), maior fragilidade de sua zona pellcida (DUBY et al., 1997), menor compactacao
embrionaria (VAN SOOM et al., 1992), menor nimero de blastdmeros, sobre o total de
massa celular interna (IWASAKI et al., 1990; RIZOS et al., 2002), alteragcdes na
expressao génica (NIEMANN & WRENZYCKI, 2000; LAZZARI et al., 2002; RIZOS et
al., 2003; LONERGAN et al., 2003), maior incidéncia de apoptoses (POMAR et al.,
2005) e aumento de conteudo citoplasmatico de lipidios (MASSIP et al., 1995). Por
estas razbes e em especial pela dltima, a congelacdo tradicional ir& diminuir
consideravelmente as taxas de viabilidade de embrides PIV (PEREIRA & MARQUES,
2008). O aumento do tempo de exposicdo, devido a exposicdo gradativa da
temperatura durante a congelacéo, faz com que o embrido permaneca maior tempo na
faixa de temperatura termotrépica de transicdo dos lipidios, afetando-os
consideravelmente (ZERON et al., 1999).

No processo de congelacéo, os embrides devem ser transferidos de uma solugéo
isotdnica para uma solucdo hipertdnica, crioprotetora. Em consequéncia do gradiente
de pressdo osmoética, ocorre a saida de agua do interior celular para que ocorra o
equilibrio osmatico. A reducdo do tamanho das células ocorre quando o equilibrio é
refeito, entre a saida de agua e a entrada do crioprotetor (GORDON, 1994).

Os procedimentos de criopreservacdo foram desenvolvidos com intuito de
preservar embrides de animais de alto valor genético/zootécnico (VAJTA, 2000). Assim,
a criopreservacdo de embribes se tornou parte integrante da reproducdo assistida,
especialmente de espécies domésticas (LEIBO et AL., 1996; PALASZ & MAPLETOFT,
1996; KULESHOVA & LOPATA, 2002).

Apesar dos indices comercialmente satisfatérios de nascimentos obtidos através
da transferéncia a fresco de embrides bovinos produzidos in vitro (PIV), a maximizacao
do potencial da PIV esta intimamente relacionada com o sucesso da criopreservagao
desses embrides. A baixa viabilidade de odcitos e embrides produzidos in vitro (PI1V)
submetidos a criopreservacdo se deve, principalmente, a sensibilidade que essas

estruturas apresentam ao resfriamento. Quando expostos as temperaturas
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correspondentes a fase termotropica de transicdo dos lipidios (ARAV et alL., 2000),
estas estruturas sofrem diferentes graus de alteracdes, que variam com o periodo de
exposicdo, caracteristica que torna a vitrificacdo a técnica mais promissora, por
possibilitar a rdpida passagem através dessa faixa critica de temperatura (VIEIRA, et
al., 2008).

A agua é o principal constituinte celular e desidratacdo adequada é importante
para que nao ocorra formacao de grandes cristais de gelo, bem como para prevenir a
excessiva concentracdo de solutos intracelulares (MAZUR et al., 1972). Ja o choque
osmoético pode ocorrer se o crioprotetor intracelular ndo se difundir para 0 meio
extracelular rapidamente. E como conseqiéncia ocorre 0o edemaciamento excessivo
apos a exposicao ao meio hipertdnico (DOCHI et al., 1995).

Os danos causados aos tecidos durante os processos de criopreservacao e
aguecimento sdo devido principalmente a: formacédo de cristais de gelo intracelulares,
que afetam a estrutura da célula; concentracdo de soluto resultante do processo de
desidratacdo que ocorre durante a congelacdo tanto no meio extra como intracelular; ou
a interagdo entre esses dois fatores (PICKETT, 1986).

A congelacdo provoca aumento da pressdo osmotica na célula, uma vez que a
concentracdo total de solutos dentro e fora deve estar sempre em equilibrio. Em
resposta a esse estresse, a agua sai da célula e o soluto entra. O processo cessa
guando a concentracdo de soluto se torna grande o bastante para prevenir futuras
transformacdes de agua em cristais de gelo (STOREY & STOREY, 1990).

As solucdes crioprotetoras intracelulares sdo solutos organicos que protegem as
organelas celulares durante a congelacdo (HOTAMISLIGIL et al., 1996). Segundo
WOLFE & BRYANT (1999), os solutos podem ser classificados em trés grandes
categorias: (1) sais, (2) acucares e outras moléculas de médio tamanho e em (3)
macromoléculas. A sobrevivéncia dos embrides depende do tipo de crioprotetor, da
espécie e da idade de desenvolvimento, bem como do tipo de embrido produzido (in
vivo ou in vitro). A toxicidade dos crioprotetores é proporcional ao aumento da
concentracao e ao tempo de exposicdo dos embrides aos mesmos. Este fato é mais

evidente em funcdo da alta concentracdo requerida nos protocolos para vitrificagao
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(HOTAMISLIGIL et al., 1996). Os crioprotetores sdo também diferenciados pela sua
atividade intra e extracelular. Aqueles com acao intracelular sdo representados
principalmente pelo glicerol, dimetilsulféxido (DMSO) e etilenoglicol. Como substancias
nao permeaveis a ceélula pode-se citar as proteinas (albumina sérica bovina), os
acucares (sacarose, lactose e trealose, dentre outros) e os glicosaminoglicanos (acido
hialurénico).

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

De acordo com MAZUR (1970), ao submeter uma suspensao celular contendo
crioprotetores a temperaturas ao redor de -5C, tanto as células como o0 meio
circundante permanecem descongelados. Isto € causado pelo super-resfriamento
decorrente do abaixamento do ponto de solidificagdo da solucéo provocado pela adigao
de substancias crioprotetoras a suspensao celular. Entre -5 e -15C normalmente
ocorre a formagdo de gelo no meio extracelular, mas as células continuam
descongeladas e super-resfriadas, provavelmente porque a membrana plasmatica
impede o crescimento dos cristais de gelo em direcdo ao meio intracelular. A agua
super-resfriada do interior da célula tem um potencial quimico maior do que a agua do
meio extracelular, parcialmente congelada. E dessa forma a agua sai da célula para
congelar no meio extracelular. Se a congelagcédo for lenta, a célula perde agua com
rapidez adequada para manter em equilibrio seu potencial quimico com o da agua do
meio extracelular. Como resultado, a célula se desidrata e ndo sofre a congelagcao
intracelular. Por outro lado, se a célula for resfriada rapidamente, ela ndo perde agua
com rapidez suficiente para manter o equilibrio, provocando um super-resfriamento e
congelacéo intracelular, que leva a lise das membranas.

O gelo néo se forma no meio intracelular devido a velocidade da congelacéo, ja
que se for lenta a célula fica super resfriada e ndo ha formacao de cristais de gelo . A
membrana é uma barreira a passagem dos cristais de gelo a temperaturas ao redor de -
10C, mas deixa de ser uma barreira em temperaturas inferiores (LANDIM-
ALVARENGA, 1995).
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Segundo SEIDEL JR. (1986) os crioprotetores promovem a reducéo do ponto de
congelacdo do meio, conferindo um periodo maior para remoc¢ao da agua intracelular
durante o resfriamento prévio a congelacdo da agua. Esses possuem ainda a
capacidade de interagir com as membranas celulares, auxiliando-as a sobreviverem ao
estresse provocado pelas mudancas fisicas. Em adicdo, estas substancias tém a
aptiddao de proteger os embrides contra as lesdes causadas pela elevacdo de suas
concentracdes, no processo de formacao do gelo e durante o resfriamento.

Os agucares sao frequentemente utilizados na criopreservagao, tornando-se um
importante componente da regulacdo osmotica. Usualmente, os dissacarideos séo
usados para o congelacao e descongelacao de embrides e oocitos (KULESHOVA et al.,
1999). Segundo SCHNEIDER (1986) a sacarose atua como uma contra forca osmotica
para restringir o movimento de agua através das membranas. Se a sacarose esta
presente numa concentracdo isomolar, o0 embrido ndo ira intumescer, mas ira retrair
progressivamente como um crioprotetor que deixa a célula.

Apos a descongelacdo, a remoc¢do do crioprotetor do interior da célula deve ser
realizada de forma lenta, através da diluicdo desses, uma vez que a re-hidratacdo
intracelular brusca leva a lise das membranas (LANDIM-ALVARENGA, 1995).

Independentemente da técnica de congelacdo, todos os meétodos de
criopreservacao necessitam de crioprotetores que possuem a funcdo de proteger as
células e tecidos durante a congelacdo e a descongelacdo. Os crioprotetores sao
divididos em duas categorias: intracelulares (como DMSO, metanol, etanol, glicerol,
etilenoglicol - EG, 1,2-propanodiol, etc) e extracelulares (como lactose, glicose,
sacarose, polivinilpirrolidona - PVP, rafinose, manitol, sorbitol, trealose, etc) (NIEMANN,
1991). Essas duas classes de crioprotetores sdo usadas separadamente ou associadas
para diferentes tipos de protocolos de criopreservacao (KIM et al., 1997; YOUNG et al.,
1998).

HANADA & NAGASE (1980) afirmam que as propriedades requeridas para um
eficiente agente crioprotetor devem ser: baixo peso molecular, habilidade para
atravessar a membrana das células vivas, alta solubilidade em solucdes aquosas

eletroliticas e néo ser toxico. Segundo KASAI (2004), os crioprotetores intracelulares
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sdo importantes constituintes da solucdo de congelacaol/vitrificacdo, sendo que sua
presenca no meio intracelular é essencial na prevencao da formacéo de cristais de gelo,
0 que impede a ocorréncia de danos tdxicos e osmoticos.

Uma das fun¢Bes dos crioprotetores é o de baixar o ponto de solidificacdo pois
fornece um maior tempo para ocorréncia da desidratacdo celular, diminuindo a
formacdo de cristais de gelo intracelulares. A concentracdo dos crioprotetores,
normalmente utilizada, pode causar uma queda do ponto de solidificacdo em 2 a 3°C.
Contudo, o efeito do redugéo pode ser multiplicado véarias vezes na solugdo hipertdnica,
gue esté entre os cristais de gelo e o fluido intracelular (SEIDEL et al., 1996).

Em geral, quando o embrido € exposto a um crioprotetor intracelular, como o
glicerol, ele inicialmente se retrai devido a perda de agua causada pela
hiperosmolaridade inicial do meio extracelular e também porque o embrido € muito mais
permeavel a saida da agua do que a entrada do crioprotetor. A retracdo do embrido ira
continuar até que o afluxo de agua seja balanceado com o influxo de crioprotetor. O
indice de entrada do crioprotetor ird depender do coeficiente de permeabilidade deste e
da temperatura da solugdo. Ao mesmo tempo, a dgua entra novamente na célula e
causa um aumento gradual de volume. O equilibrio é atingido quando o embrido retorna
ao seu volume anterior em meio isoténico (SCHNEIDER & MAZUR, 1984).

Segundo LEIBO (1984), a relacdo superficie/volume do embrido, caracteristicas
intrinsecas do crioprotetor e temperatura em que o embrido € exposto.

Apesar dos efeitos benéficos do crioprotetor, ndo existe uma técnica de
criopreservacao celular que permita 100% de sobrevivéncia apds o reaquecimento,
mesmo utilizando-se curvas de resfriamento e aquecimento consideradas o6timas.
Existem duas razdes para justificar as falhas na acao dos crioprotetores: 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, 1986) e o0s agentes
crioprotetores podem ter uma acdo direta na producdo de crioinjurias, como, por
exemplo, alteragéo na polaridade do meio extracelular que pode lesar as membranas
(ARNOLD et al., 1983).
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Os crioprotetores sdo usualmente diluidos em solugcdo salina tamponada
(Phosphate Buffered Saline - PBS) acrescida de 0,4% de albumina sérica bovina (BSA)
ou 10% de soro fetal bovino (SFB). No entanto, para a criopreservacao de embrides
tem sido relatada também a diluicdo em meios como Tissue Culture Medium (TCM-199)
(HAMANO et al., 1992; OTOI et al., 1993; PALASZ & MAPLETOFT, 1996; PAPIS et al.,
1999), TCM-199/Hepes (VAJTA et al., 1998a), acrescidos de diferentes concentractes
de SFB e antibidticos (OTOI et al., 1995; OTOI et al., 1998). VAJTA et al. (1998a) e
PAPIS et al. (1999) relatam o uso do meio TCM-199 acrescido de 20% de SFB para
diluicdo de diferentes crioprotetores.

O etilenoglicol tem sido utilizado em diversos protocolos devido baixo peso
molecular, sendo um crioprotetor efetivo para embrides bovinos, pela sua menor
toxicidade associada a uma rapida permeabilidade (FAHY et al., 1987; KASAI et al.,
1990), quando comparado com o glicerol e propilenoglicol (VOELKEL & HU, 1992). Na
década passada o etilenoglicol (SOMMERFELD & NIEMANN, 1999; KULESHOVA et
al., 1999) passou a ser utilizado comercialmente por permitir a transferéncia direta de
embrides bovinos o que proporciona rapida entrada e saida na célula durante o periodo
de equilibrio e rehidratacao ap6s o aquecimento (VOELKEL & HU, 1992).

A sacarose, embora isoladamente ndo seja um bom crioprotetor é amplamente
utilizada em associacdo com outros agentes. Seu efeito crioprotetor ocorre durante a
fase de rehidratacdo quando as células sdo submetidas a diluicbes sucessivas de
sacarose, que modula a entrada de agua para o meio intracelular (FRIEDLER et al.,
1988). Devido a este fato, a adicdo de acucares como a sacarose, dextrose e trealose
aumentam a sobrevivéncia in vitro de blastocistos apés a vitrificagdo (SAITO et al.,
1994).

A criopreservacdo de embries pelas técnicas de congelacdo convencionais
normalmente utiliza um dnico crioprotetor, enquanto que a vitrificacdo envolve o uso de
associacdes como glicerol e etilenoglicol, glicerol e propanodiol ou propanodiol e
etilenoglicol em combinacdo com sacarose, trealose ou galactose (DOBRINSKY, 2002).

Os crioprotetores e a criopreservacao podem provocar ruptura no citoesqueleto

do embrido. Uma alternativa seria provocar a despolimerizacdo reversivel dos
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filamentos de actina antes da criopreservacdo, quando o periodo de incubacao for
curto. As citocalasinas tém sido empregadas como estabilizadores de microfilamentos
para prevenir danos e estabilizar a membrana plasmatica. A repolimerizacdo dos
microfilamentos ocorre naturalmente apos a rehidratacdo (DOBRINSKY, 2002). O
tratamento das células com essas substancias faz com que a membrana plasmética se
torne mais elastica e que os microflamentos ndo se rompam devido a
micromanipulacdo (Mc GRATH & SOLTER, 1983).

Embribes bovinos PIV e criopreservados sdo mais sensiveis a congelacao e
resultam em taxas de concepcéo significativamente menores apés a transferéncia,
guando comparados aos embrides produzidos in vivo e criopreservados (DOBRISNKY,
2002).

Nos ultimos anos, varias tentativas tem sido realizadas para aumentar as taxas
de sobrevivéncia desses embribes pos-criopreservacdo. Duas linhas de pesquisa tém
sido seguidas: a) modificacdes nos sistemas de producdo in vitro, aperfeicoando as
condi¢cBes de cultivo embrionario, o que possibilitara uma maior resisténcia ao processo
de criopreservacéao; b) desenvolvimento de uma técnica de criopreservacao adequada
para embrides produzidos in vitro (MARTINEZ et al., 2002).

KHURANA & NIEMANN (2000) relatam gestacfes e nascimentos de bezerros
provenientes de transferéncia de embrides produzidos in vitro congelados e
reaquecidos. Porém, as taxas de gestacdo s&o inconsistentes e invariavelmente
menores do que aquelas reportadas para embrides produzidos in vivo. Isto pode estar
relacionado com algumas diferencas na morfologia, ultra-estrutura e metabolismo entre
0s embrides provenientes das duas técnicas.

SIQUEIRA-PYLES et al. (2002) produziram embrides in vitro em diferentes meios
de cultivo e FERNANDES et al. (2002) vitrificaram e avaliaram a sua viabilidade
podendo observar que o meio composto por aminoacidos e BSA desde o inicio,
associado a SFB no terceiro dia de cultivo produz altas taxas de producdo de
blastocisto, porém ndo resulta em diferenca estatistica nas taxas de viabilidade.
Portanto o meio de cultivo pode aumentar a quantidade de blastocistos produzidos néo

acompanhado da melhora da qualidade embrionaria.
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A vitrificacéo foi idealizada por LUYET em 1937. Depois de quase 50 anos, RALL
e FAHY descreveram a vitrificagdo como uma alternativa ao processo de congelacao
lenta (RALL & FAHY, 1985). Ao contrario da congelacao lenta, a vitrificagdo envolve a
exposicdo do material biolégico a altas concentracdes de agente crioprotetor
(geralmente entre 4 e 6 mol/L) por um curto periodo de tempo (25 segundos a 5
minutos), geralmente a temperatura ambiente, seguido de um resfriamento ultra-rapido
em nitrogénio liquido, ndo sendo necessaria a utilizacdo de equipamentos sofisticados e
de alto custo (SANTOS, et al., 2007). De acordo com STACHECKI & COHEN (2004), a
vitrificacdo possui dois aspectos basicos a serem levados em consideracdo. O primeiro
consiste no fato de que as altas concentragbes de agentes crioprotetores utilizadas na
exposicdo aumentam os efeitos toxicos e, em segundo lugar, apesar desse efeito
durante o periodo de equilibrio, a vitrificacdo, por ser uma congelacao altamente rapida,
aumenta as taxas de sobrevivéncia.

BERNARDI et al. (1991) utilizaram o glicerol associado a sacarose em protocolo
com embrides de camundongas PIV. Entdo desenvolveram um protocolo de congelagao
ultra-rapida para embrides bovinos, que resultou no nascimento do primeiro produto
deste método no Brasil. MEZZALIRA et al. (1996) obtiveram 19,2% (5/26) de prenhez
com a transferéncia de embrides bovinos produzidos in vivo congelados pelo método
ultra-rapido com 3,0M de glicerol e 0,25M de sacarose em meio DPBSm (Dulbeccos
Phosphate-Buffered Saline Modified). J& Almeida (2001) alcancou 14% (1/7) e 40%
(2/5) de gestacdes criopreservando embrides bovinos, pelo método ultra-rapido com 2,0
M de EG e 0,3 M trealose, 3,0 M de etilenoglicol e 0,3 M trealose e pelo método rapido
(convencional) com 1,5 M de etilenoglicol em DPBSm, respectivamente.

O método OPS tem sido aplicado para criopreservacdo de embrides bovinos
(PIV), em diferentes estagios de desenvolvimento (VAJTA, 1997; VAJTA et al., 1997a e
b; VAJTA et al, 1998a). Os resultados nas taxas de reexpansdo de embrides
vitrificados no dia 6 (blastocistos iniciais e blastocistos) e no dia 7 (blastocistos
eclodidos) foram 90, 97 e 81%, respectivamente (VAJTA et al., 1998b). Esses
resultados podem ser considerados um avancgo significativo na criopreservagao de

embrides bovinos. Porém até o momento, a curva lenta de congelacdo e os métodos de
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vitrificacdo ndo se mostraram adequados para obtencdo de padrdoes desejaveis de
sobrevivéncia de embrides bovinos em estagio de pré-compactag¢édo produzidos tanto in
vivo como in vitro (LEIBO et al., 1996).

A vitrificacdo € uma técnica promissora na reproducdo assistida, sendo um
procedimento simples, menos oneroso e que requer menos tempo do que os métodos
de congelacgdo lenta (DOBRINSKY, 2002; KULESHOVA & LOPATA, 2002).

Diferentes protocolos de vitrificacdo tém sido usados para criopreservacédo de
embrides, in vivo e in vitro, produzidos nos ultimos 15 anos. Eles diferem em muitos
aspectos, incluindo o tipo e a concentracdo do numero de etapas de equilibrio do
crioprotetor, tipo de criopreservacdo, dispositivo utilizado, tempo de exposi¢cdo e o
numero de etapas de diluicdo no aguecimento, acredita que cada um desses fatores
pode afetar os resultados (VAJTA et al., 1998, MASSIP et al., 1987, DATTENA et al.,
2000).

MARTINEZ et al. (2002) afirmam que a vitrificacdo pode ser utilizada com
sucesso na criopreservacao de embrides bovinos PIV e que essa técnica pode ser
considerada inclusive para utilizagdo em programas comerciais. A vitrificacdo pode ser
definida segundo FAHY (1986) e SUCCU et al. (2007) como sendo a solidificacdo de
um liquido, ndo pela cristalizacdo, mas pela extrema elevacdo da viscosidade durante o
processo de resfriamento. DOBRINSKY (2002) e KULESHOVA & LOPATA (2002)
afirmam que este processo provoca solidificacdo das células evitando completamente a
formacéo de cristais de gelo intra e extracelulares tanto durante o resfriamento como no

aguecimento.

A vitrificacdo € um protocolo de criopreservacao baseado na desidratacdo do
embrido através da sua breve exposicdo a solugbes com altas concentracdes de
crioprotetores seguida da imersdo direta em nitrogénio liquido, o que permite a
solidificacao se que ocorra cristalizagcdao (MARTINO et al., 1996b).

Comparando as duas técnicas, a congelacdo tradicional é uma tentativa de
manutencdo do equilibrio entre danos osmoticos e toxicos utilizando baixas

concentracdes de crioprotetores e controlando a formacdo de gelo através da
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congelagédo do meio extracelular e desidratagédo do embrido. Em contraste, a estratégia
de vitrificacdo é mais radical, pois € baseada na eliminagéo total da formacéo de gelo.
Porém, as altas concentracbes de crioprotetores aumentam os danos osmoticos e
toxicos. Por outro lado, a alta velocidade de resfriamento e aquecimento resulta em
uma rapida passagem através da temperatura critica ao redor de 0°C, o que minimiza
os danos causados pelo resfriamento (VAJTA, 1997).

As solucgdes de vitrificagdo, assim como as solugdes usadas para a congelacéo,
contem um crioprotetor, varios sais e usualmente uma ou mais macromoléculas. A
adicdo de polietilenoglicol aumenta a viscosidade da solugcédo de vitrificacdo contendo
etilenoglicol. Outras macromoléculas comumente usadas incluem o Ficoll, a PVP e o
dextran. Para protocolos de vitrificacdo, o etilenoglicol em associagdo com outros
crioprotetores ndo permedaveis tem se tornado a solucdo mais comumente utilizada
(HOCHI et al., 1996; MARTINO et al., 1996a e b).

Utilizando uma associacdo de 20% de 1,2 propanodiol e 25% de glicerol,
MASSIP et al. (1987) vitrificaram morulas e blastocistos de bovinos em fase bastante
precoce. O resultado de gestacao obtido foi de 39,1%.

MAHMOUDZADEH et al. (1993) comunicaram o método de adi¢do de solucdes
de vitrificacdo em Unica etapa em moérulas e blastocistos iniciais, observando que a
melhor solucéo de vitrificagdo era composta de etilenoglicol a 7,15M e sacarose a 0,3M,
enquanto que ISHIMORI et al. (1993) relataram o uso da associacdo das solucbes de
DMSO e etilenoglicol para a vitrificagdo de embrides bovinos. A taxa de gestacao de

morulas e blastocistos iniciais foi de 38% e 40%, respectivamente.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes protocolos de criopreservacao de
embrides bovinos produzidos in vitro.

Objetivos especificos

= Avaliar e comparar diferentes metodologias de criopreservagdo de
embrides bovinos produzidos in vitro, por meio das taxas de reexpansao e
eclosdo embrionéria pés-descongelacao;

= Selecionar o melhor protocolo in vitro de criopreservacdo para
transferéncia de embrides.
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IV. MATERIAL E METODOS

EXPERIMENTO 1: Congelagdo de embrides bovinos produzidos in vitro a partir de

complexos cumulus-o6cito provenientes de ovarios de abatedouro.

1.1. Obtencao e sele¢ao de odcitos provenientes de ovarios de abatedouro

Os ovarios de vacas abatidas na regido de Aracatuba-SP foram retirados das
carcacas, aproximadamente 20 minutos apés o abate, mantidos em solucao salina
estéril a 30-35T e transportados em garrafas térmi cas para o laboratério da UNESP —
Campus de Aracatuba, ndo excedendo o limite de 4 horas desde o0 abate até o inicio
das aspiracBes. As puncOes foliculares foram realizadas manualmente, por meio de
agulha de calibre 18-G, adaptada a seringa de 20 ml, ambas descartaveis. Todo o
material aspirado foi transferido para tubos plasticos de 50 ml e decantado por 15
minutos para selecdo dos odcitos. O sedimento foi transferido para placas de
poliestireno de 100 mm de didmetro e avaliado em microscopio esterioscopico. Os
complexos cumulus-odcito (COC) com cumulus compacto com pelo menos 4 camadas
de células e citoplasma de granulacdo homogénea foram selecionados para o cultivo de

maturagao.

1.2. Maturagao in vitro

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199
(constituido por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de piruvato, 20 mM de
HEPES, 5 mM de bicarbonato de sodio, 75 ug de gentamicina/mL) e uma vez em meio
de maturacdo B-199 (constituido por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de
piruvato, 25 mM de bicarbonato de sédio, 75 ug de gentamicina/mL, 1 ug/mL de 17-B
estradiol, 0,5 ug de FSH/mL, 100 Ul de hCG/mL e 0,6% de BSA). Posteriormente 0s
COCs foram transferidos para placa de cultivo de maturagao, contendo gotas de 100 uL
de meio de maturacdo, recobertas com 6leo mineral (20 COCs/gota) por 24 horas em

estufa a 38,5C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar.
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1.3. Fecundagao in vitro

Foi utilizado sémen de um Unico touro de fertilidade in vitro comprovada por meio
de avaliacbes prévias, tendo como pré-requisitos minimos: motilidade poés-
descongelacado de 60% e vigor igual ou superior a 3 em meio TALP-FIV e taxa de
clivagem igual ou superior a 70%.

Uma palheta de sémen foi descongelada a temperatura de 37°C por 30 segundos

e 0s espermatozéides viaveis foram separados por centrifugacdo em gradiente de
densidade descontinuo de Percoll 90 e 45% durante 5 minutos a 9000xg a temperatura
ambiente. Posteriormente o sobrenadante foi removido e o sedimento foi ressuspendido
em meio TL-sémen. O sémen foi entdo submetido a nova centrifugacéo por 3 minutos.

O sedimento recuperado foi avaliado quanto ao volume, concentracdo e
motilidade espermatica. A concentracao final foi ajustada para 25x10° espermatozéides
vivos por mL de meio de fecundagcédo (TALP-FIV) suplementado com 10 pg/ml de
heparina e 4 yL/ml da solu¢do de PHE (1 mM hipotaurina, 2 mM penicilamina e 250 yM
epinefrina), segundo BAVISTER (1989). Aproximadamente 100x10° espermatozéides
foram adicionados a cada gota de 100 uL de meio TALP-FIV. Os COCs foram lavados
duas vezes em meio H-199, suplementado com 0,5% de BSA livre de acidos graxos, e
uma vez em meio TALP-FIV. Foram adicionados 20 COCs por gota de FIV, incubados a

38,5C°, por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO, em ar.

1.4. Cultivo de desenvolvimento

Apods fecundacao, os zigotos foram lavados por trés vezes (sem a remocao total
das células do cumulus) e co-cultivados em gotas de 100 uL de meio SOFaa
suplementado com 0,5% de BSA e 2,5% de SFB a temperatura de 38,5°C em
atmosfera de 5% CO, em ar, por 8 dias. A cada 48 horas, 50% do meio de cultivo foi
renovado. A clivagem e o desenvolvimento embrionério foram avaliados 40, 144, 168 e

192 horas ap6s o inicio da fecundacao.
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1.5. Criopreservacgao dos embrides
Moérulas e blastocistos obtidos no dia 7 de cultivo (DO = dia da FIV) foram
selecionados para congelacdo. Os embrides foram aleatoriamente divididos em 4

grupos, de acordo com o protocolo de congelacao utilizado:

1) Grupo G: Glicerol 1,0 M em PBS;

2) Grupo E: Etilenoglicol 1,5 M em PBS;

3) Grupo GS: Glicerol 1,0 M com sacarose 0,3 M em PBS;

4) Grupo ES: Etilenoglicol 1,5 M com sacarose 0,3 M em PBS.

O tempo limite de permanéncia nas diferentes solu¢des foi de 10 minutos. Todo o
processo foi realizado na capela de fluxo laminar, sob estereomicroscépio. Os meios e
solucdes foram feitos no dia do uso.

Os embrides foram envasados em palhetas de 0,25 ml previamente identificadas
com a data da congelacdo, nimero de embrides por palheta e numero da palheta em
questao. Apos a passagem pelas solugdes, foi realizado o envasamento dos embrides,
de acordo com o0 esquema: meio, ar, meio contendo os embrides, ar e meio. As
palhetas foram lacradas e posteriormente colocadas na maquina de congelacgao.

A curva de resfriamento teve inicio na temperatura de +6C e foi reduzida até
valores compreendidos entre -6C e -7C, numa veloc idade de 1T/minuto. A
cristalizacdo do meio de congelacdo no espaco extracelular foi induzida (“seeding”) na
temperatura de -6 e -7C. ApGs a permanéncia de 5 minutos nessa temperatura, 0s
embrides foram congelados a -33T e -35C numa velo cidade de decréscimo de
temperatura entre 0,3 a 0,5C/minuto. Os embrides f oram mantidos nessa temperatura

durante 5 a 10 minutos e, posteriormente, foram imersos em nitrogénio.
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1.6. Descongelagao e cultivo dos embrides

No processo de descongelacédo, as palhetas foram retiradas do botijao de
nitrogénio liquido e expostas a temperatura ambiente por 10 segundos. Em seguida
foram imersas em agua aquecida a 22C por 1 minuto com a bucha da palheta em
posicao vertical, fora da agua.

Apbs, os embrides que utilizaram como crioprotetor o glicerol ficaram imersos por
5 minutos nas seguintes solugcbes: 1) PBS acrescido de 0,6 M sacarose e 5% de
glicerol; 2) PBS acrescido de 0,6 M sacarose e 2,5% de glicerol; 3) PBS acrescido de
0,6 M de sacarose. Em seguida, foram transferidos para o meio de manutencgéo (PBS +
20% SFB) a uma temperatura de 37<C por 5 minutos.

Os embrides que utilizaram como crioprotetor o etilenoglicol foram banhados por
trés vezes em solugéo contendo PBS acrescido de 20% de SFB, a uma temperatura de
37°C.

Os embrides foram entdo cultivados em meio SOFaa suplementado com 0,5% de
BSA e 2,5% de SFB a temperatura de 38,5°C em atmosfera de 5% CO, em ar, durante
24-48 horas.
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EXPERIMENTO 2. Vitrificacao de embrides bovinos produzidos in vitro a partir de
oocitos obtidos por puncédo folicular guiada por ultra-som em doadoras das

especies Brahman, Nelore e mesticas Brahman x Angus.

2.1. Local e animais

O trabalho foi desenvolvido em uma unica propriedade, localizada no Sudoeste
do estado do Mato Grosso do Sul, no municipio de Ponta Pora. Foram utilizadas vacas
e novilhas em idade reprodutiva, pertencentes as racas Brahman, Nelore e mesticas
Brahman x Angus, que passaram a ser denominadas de Brangus. A idade média das
novilhas era de 24 meses e, das vacas, 48 meses. Todos 0s animais tiveram escore
corporal entre 3,5 a 4,0, em uma escala de 0 a 5,0 pontos. O experimento foi realizado

durante os meses de primavera e verao.

2.2. Aspiragao folicular guiada por ultra-som

As aspiracbes foliculares guiadas por ultra-som (ALOKA SSD500) foram
realizadas por um Unico veterinario. A cada procedimento de aspiracdo, 0s animais
eram submetidos a um bloqueio anestésico com 5 a 8 mL de xilocaina a 2% sem vaso
constrictor, aplicado entre a primeira e segunda veértebra coccigea. Em seguida, foi
realizado o esvaziamento da ampola retal, lavagem da regido do perineo e vulva com
agua corrente, secagem com papel toalha e antissepsia da parte externa da vulva com
alcool 70%. O transdutor acoplado a guia de aspiracdo foi introduzido na vagina do
animal e cada ovario aproximado ao raio de visibilidade ultrassonografica para
avaliagdo da populacdo folicular e puncdo. Para isso, utlizou-se uma agulha
hipodérmica de calibre 20G (BD), conectada a um tubo flexivel de PVC (1,0 mm de
didametro interno e 1,8 mm de didametro externo), como via de recuperacao do liquido
folicular e COCs aspirados. O conteudo folicular aspirado era depositado em um tubo
Falcon de 50mL, devidamente identificado. Como veiculo para lavagem do sistema,
cujo objetivo era impedir a coagulacdo do sangue aspirado junto com o liquido folicular,
foi utilizada uma solucdo de PBS suplementado com 5 Ul/mL de heparina. A pressao

negativa produzida pela bomba de vacuo variou entre 60 a 80mmHg.
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2.3. Recuperagao, selegao e classificagao dos oécitos

O contetdo de cada tubo foi depositado em um filtro coletor (modelo Encon) de

porosidade de 40 a 50 ym. Cada filtro foi lavado varias vezes com PBS até que o

material retido na membrana de PVC estivesse bem claro. Em seguida, todo o

sedimento retido foi transferido para uma placa de poliestireno de 100 mm de diametro

A selecédo e classificacdo dos COCs de cada animal foi realizada com o auxilio de um

microscopio esterioscopio. Os COCs foram transferidos para uma placa de poliestireno

de 35mm contendo meio TCM199, suplementado com 5mM de bicarbonato de soédio,
20 mM de HEPES, 10% de SFB, 0,2 mM de piruvato de sédio e 83,4 ug/mL de

amicacina, sendo selecionados aqueles de grau |, Il e 1ll.

Os COCs foram classificados segundo Loos et al. (1991), quanto ao revestimento

de células do cumulus e quanto ao aspecto do ooplasma, como abaixo especificado:

a)

b)

c)

d)

Grau I: revestimento com multicamadas de cumulus compacto, ooplasma
homogéneo e complexo cumulus-odcito claro e transparente;

Grau II: revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto, ooplasma
homogéneo ou com regides escuras na periferia,

Grau llI: pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e ooplasma
irregular com picnose;

Grau IV ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em grumos, €
complexo cumulus-odcito escuro e irregular;

Desnudo: sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou com

granulacoes.

2.4. Transporte dos Odcitos

Os COCs selecionados para maturacdo foram depositados em criotubos

(Corning) para o transporte até o laboratoério, contendo 400 uL de meio de maturagao

recoberto com 150 pL de 6leo silicone (Dow Corning 360 fluido grau médico 350 CST).

O meio foi previamente equilibrado em atmosfera gasosa de 10% de CO, e temperatura
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de 38,5°C. Em seguida, a atmosfera gasosa do tubo foi equilibrada com uma mistura
gasosa de 5% de CO,, 5% de O, e 90% de Na.

Os criotubos vedados foram colocados em um transportador de odcitos e
embrides (MINITUB), e levados ao Laboratorio da TECGENE, localizado no municipio
de S&o Joseé do Rio Preto, SP.

2.5. Maturagao in vitro

O meio utilizado para o transporte e a MIV dos oécitos MIV foi o TCM199 com
sais de Earle (Gibco 31.100; Grand Island, NY, EUA) suplementado com 25 mM de
bicarbonato de sédio, 10% SFB (Crypion®), 1,0 pg/mL de FSH (Pluset®, Calier),
50Ul/mL de hCG (Profasi®, Serono), 1,0 yg/mL de estradiol (Sigma E-2758), 0,2 mM de
piruvato de sédio (Biochemical 44094) e 83,4 pg/mL de amicacina (Biochimico). A
maturacdo foi completada para 24 horas em microgotas de 100 uL de meio de
maturagdo sob 6leo mineral em incubadora com 5% de CO, em ar, temperatura de
38,5°C e umidade relativa de 95%.

2.6. Fecundacgao in vitro

Para a fecundacdo, os oocitos foram lavados por duas vezes em meio TL Sémen
e uma vez em FIV gotas para remocdo do SFB e parte das células do cumulus. Apos
realizacdo do procedimento de lavagem dos odécitos de cada vaca individualmente,
estes foram transferidos para gotas de 100 uL de meio FIV sob 6leo mineral. O sémen
foi descongelado em agua a 35-37°C por aproximadamente 20 segundos. O sémen foi
depositado em um tubo Falcon de 15 mL contendo um gradiente descontinuo de 45%
90% de Percoll. O sémen foi submetido a uma forga centrifuga de 780xg por 30 minutos
e, apos, o sedimento foi removido e transferido para um microtubo de 500 yL. Amostras
de 5 pL de sémen foram tomadas e diluidas em 95 pyL de meio FIV gotas ou agua para
avaliacdo da motilidade e concentracao, respectivamente. O volume do sedimento foi
entdo ajustado para uma concentracdo final de 25x10° espermatozéides vivos/uL. A
cada gota de fecundacdo, ja contendo os od0citos, foram adicionados 4 uL da

suspencao de sémen. Para a fecundagado, sémen e odcitos foram co-incubados por 18
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a 20 horas em atmosfera de 5% de CO,, umidade relativa de 95% e temperatura de
38,5°C.

2.7. Cultivo de desenvolvimento embrionario in vitro

O provaveis zigotos foram removidos das gotas de fecundacao e lavados em trés
diferentes gotas de meio TL Sémen, onde tiveram parte das células do cumulus
removidas por sucessivas pipetagens. Depois foram lavados em uma vez em meio de
cultivo de desenvolvimento em SOFaa e transferidos para microgotas de 100 pyL de
meio SOFaa. Quarenta e oito horas depois foi avaliada a taxa de clivagem e
acrescentado 50 uL de meio SOFaa fresco. Depois de mais 48 horas, foram removidos
50 uL do meio de cada gota e mais 50 pL de meio fresco foram acrescentados. Durante
este procedimento foi feita uma avaliacdo quanto ao desenvolvimento e qualidade dos
embrides, para se ter uma previsdao do total de embrides disponiveis para a
transferéncia no dia seguinte. Em alguns dos procedimentos, o niumero previsto de
embrides previsto era maior que o numero de receptoras disponiveis. Nestes casos 0s

embrides excedentes foram vitrificados.

2.8. Envase e transporte dos embrides

No sétimo dia de desenvolvimento, os embrides foram individualmente
envasados em palhetas de 0,25 mL, em meio SOFaa Hepes. Cada palheta foi
cuidadosamente identificada quanto a doadora do embrido, a qualidade e a ordem do
embrido produzido. As palhetas contendo os embrides de uma mesma doadora foram
agrupadas em ordem numérica e embrulhadas em papel aluminio e identificados com
uma etiqueta constando numero da doadora e total de embrides envasados para a
transferéncia. Os embribes de uma mesma propriedade ou destino de transferéncia
foram colocados em uma embalagem de PVC transparente vedada nas extremidades.
Até a saida dos embrides do laboratério, as palhetas foram mantidas em mesa
aquecedora a 37°C. O transporte foi feito em caixa térmica de 5 L contendo uma bolsa

de agua aquecida no fundo. As palhetas contendo os embrides foram colocadas em
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uma embalagem de PVC, colocada por cima da agua aquecida e retiradas da caixa

apenas no momento da transferéncia para as receptoras.

2.9. Vitrificagao dos embrides excedentes

Os embrides excedentes foram destinados a criopreservacdo pelo método de
vitrificacdo. Os embrides foram selecionados pela qualidade, sendo vitrificados somente
embrides de qualidade um (blastocistos com boa massa celular interna, sem aparéncia
de células extrusas). Estes foram lavados trés vezes em meio de lavagem (SOFaa
suplementado com 20% de SFB) e depois foram equilibrados por 3 a 5 minutos em
meio de equilibrio (meio de lavagem suplementado com 7,5% de etilenoglicol e 7,5% de
DMSO). Foram entdo transferidos para uma gota de meio de vitrificacdo (meio de
lavagem suplementado com 15% de Etilenoglicol e 15% de DMSO), posteriormente
foram transferidos com uma gota de no maximo 5 uL e dai transferidos para uma gota
de 1 pL para o anel da haste de vitrificacdo da marca Vitringa®. O tempo de
permanéncia dos embrides no meio de vitrificagdo ndo deve ultrapassar 45 segundos.
Os embrides foram imediatamente mergulhados no nitrogénio liquido até o momento do

reaquecimento.

2.10. Reaquecimento dos embrides

A palheta contendo cada haste de vitrificacdo foi retirada do nitrogénio liquido e a
haste foi imediatamente removida. A extremidade do anel contendo os embrifes foi
mergulhada em uma gota de meio de reaquecimento 1 (meio SOFaa suplementado
com 20% de SFB e 1,0 M de sacarose) para descongelacdo e remocdo dos
crioprotetores, onde permaneciam por 1 minuto. Depois foram transferidos para uma
gota de meio de reaquecimento 2 (meio SOFaa suplementado com 20% de SFB e 0,5
M de sacarose) onde permaneciam por 1 minuto. Em seguida foram transferidos para
uma gota de meio de reaquecimento 3 (meio SOFaa suplementado com 20% de SFB)
onde permaneceram por 1 minuto. Desta gota foram transferidos para as gotas de
cultivo de recuperacdo onde permaneciam por 24 horas. O cultivo de recuperacéao foi

conduzido em meio SOFaa, sob éleo mineral. As placas foram mantidas em incubadora
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com atmosfera controlada de 5% de CO; em ar, umidade relativa de 95% e temperatura
de 38,5°C. Depois deste periodo os embrides foram avaliados quanto a reexpansao
embrionaria e taxa de eclosdo. Os embrides reexpandidos foram envasados para

transporte e transferidos em receptoras previamente sincronizadas.

2.11. Sincronizagao das receptoras

Foram sincronizados 500 animais entre novilhas e vacas mesticas (primeiro,
segundo e terceiro parto), de uma mesma propriedade. O ciclo estral foi sincronizado
com aplicacdo intra-muscular (IM) de 2,0 mL de D-Cloprostenol (Veteglan®'), ap6s
avaliacao da existéncia de corpo luteo funcional com ajuda de um aparelho de ultra-som
(ALOKA SSD500). Os animais foram mantidos em regime de pasto, na estacdo da
primavera, em piquetes de capim Braquiaria decumbes, recebendo agua e sal mineral
ad libidum. As 450 receptoras que manifestaram cio, com 24 a 96 horas ap0s a injecao
do D-cloprostenol, foram separadas aleatoriamente em 3 lotes de 150 animais para

inovulagéo dos embrides.

2.12. Transferéncia dos embrides produzidos in vitro

As receptoras que manifestaram cio até 48 horas antes e 48 horas depois da
data base para a transferéncia dos embrifes foram avaliadas quanto a presenca do
corpo luteo funcional em um dos dois ovarios com ajuda de um aparelho de ultra-som
(ALOKA SSD500) e o ténus uterino. Os animais considerados aptos foram submetidos
ao bloqueio epidural entre a primeira e segunda vértebra coccigea com lidocaina a 2%
(Dorfin®?), sem vaso constritor. As palhetas de 0,25 mL contendo os embrides foram
montadas no inovulador e bainha para TE, sendo ainda revestidos por uma camisa
sanitaria. A vulva e regido de perineo foram limpas com papel toalha.

Foram inovulados 100 embribes por lote de receptoras, sendo 32 embrides da

raca Nelore (16 blastocistos inicias e 16 blastocistos), 34 embrides da raga Brangus (17

! Laboratérios Calier do Brasil LTDA
2| aboratérios Calier do Brasil LTDA
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blastocistos iniciais e 17 blastocistos) e 34 embrides da raca Brahman (17 blastoscistos
iniciais e 17 blastocistos). ApGs introducdo do inovulador no primeiro anel cervical a
camisa sanitaria foi perfurada e, em seguida, foi feita a transposicdo dos aneéis
cervicais. Ao atingir o corpo uterino a ponta do inovulador foi direcionada para o corno
ipsilateral ao corpo lateo funcional e, depois de transposta a bifurcacdo uterina no

sentido da curvatura maior, procedeu-se com a deposi¢cao do embriéo.

2.13. Diagnéstico de gestacgao

Apés 42 dias da inovulacdo dos embrides, foi realizado o diagnostico da
gestacdo, a partir de avaliagdo ultrassonografica (ALOKA SSD500) e um transdutor
linear de 5 MHz. Foi avaliada a presenca de liquido e envoltérios embrionarios e dos

batimentos cardiacos do embrido para o diagnostico positivo de gestacéo.
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V. ANALISE ESTATISTICA

Experimento 1

A analise estatistica foi efetuada empregando-se o sistema SAS (Statistical
Analysis System) (SAS, 1998). Os dados foram avaliados em amostras repetidas
utilizando andlise de variancia, com aplicacdo de teste de comparacdo de médias
(P>0,05) em um delineamento inteiramente casualizado. As porcentagens do numero

de células embrionarias foram avaliadas utilizando teste de Qui-quadrado (x?).

Experimento 2

Na andlise estatistica foi utilizado o programa SAS (Statistical Analysis System)
(SAS, 1998), aplicando-se andlise de variancia, visando comparar as diferentes racas
entre os grupos e dentro de cada grupo com as classificagbes embrionarias e suas
respectivas taxas de gestacOes, em amostras repetidas, tendo como fonte de variagéo
as racas e a morfologia embrionéria, em um delineamento em blocos ao acaso. As
diferencas observadas na analise de variancia foram testadas utilizando-se teste de
comparacdo de médias (P>0,05). Para analise das taxas de producdo de embrides foi
utilizado o teste Qui-quadrado (X?).
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VI. RESULTADOS

EXPERIMENTO |

Neste experimento, um total de 437 embrides (351 blastocistos e 86 morulas)
foram produzidos in vitro e criopreservados pelo processo de congelagéo lenta.

No procedimento de congelacdo rapida, os embrides classificados em grau 1
foram divididos em 4 grupos experimentais de acordo com o0 agente crioprotetor
utilizado: 1) Glicerol (G); 2) Glicerol + Sacarose (GS); 3) Etilenoglicol (E); 4) Etilenoglicol
+ Sacarose (ES). No grupo G foram criopreservados 96 blastocistos e 22 moérulas; no
grupo GS foram criopreservados 86 blastocistos e 21 morulas; no grupo E foram
criopreservados 76 blastocistos e 23 morulas; e no grupo ES foram criopreservados 93
blastocistos e 20 morulas.

Ap6s a descongelacdo dos embrides do grupo G, obteve-se 12 morulas, 68
blastocistos grau 1, 2 e 3, onde neste mesmo grupo houve embrides com a zona
peltcida rompida, sendo 7 mérulas e 11 blastocistos. Nas primeiras 24 horas de cultivo
pés-descongelacdo, todas as moérulas e 34 blastocistos degeneraram, ocorrendo o
desenvolvimento de 2 embrides na fase de blastocisto para blastocisto expandido. Apos
48 horas, os embrides foram reavaliados quanto ao seu desenvolvimento e grau,
obtendo-se assim 27 embrides na fase de blastocistos, onde 2 embrides obtiveram grau
2 e 25 embrides grau 3. Obteve-se ainda 12 embrides na fase de blastocistos
expandidos, 2 blastocistos grau 2 e 8 blastocistos grau 3. O niumero de embrides
congelados, descongelados e cultivados apds a descongelacédo, para o grupo G, estao

sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1. NUumero de embrides criopreservados com glicerol e cultivados apos por 48
horas apds descongelacao.

Numero de embrides Porcentagem de embrides
(n) desenvolvidos em relacdo ao
total de embrides
descongelados (%)

Estruturas congeladas

Morulas 22 -
Blastocistos 96 -
Total 118

Estruturas descongeladas
Morulas 12 -
Blastocistos 68 -
Total 80

Desenvolvimento apos 24h de CIV
Morulas 0 0
Blastocistos 34 425
Blastocistos expandidos 2 2,5

Desenvolvimento apos 48h de CIV
Blastocistos 27 33,8
Blastocistos expandidos 12 15

No grupo GS, ap0s a descongelacdo obteve-se 21 morulas, 86 blastocistos grau
1, 2 e 3, onde neste mesmo grupo houve 15 embribes na fase de blastocistos com a
zona peldcida rompida. Nas primeiras 24 horas pos descongelacdo, os embrides na
fase de morula e 28 embrides na fase de blastocistos foram degenerados, ocorrendo o
desenvolvimento de 8 embrides na fase de blastocisto para blastocisto expandido. Apés
48 horas, os embrides foram reavaliados quanto ao seu desenvolvimento e grau,
obtendo assim 41 embrides na fase de blastocistos, onde 2 embrides obtiveram grau 1
e 14 embrides obtiveram grau 2 e o restante grau 3. Obteve-se ainda 9 embrides na
fase de blastocistos expandidos, onde 1 embrido grau 1, 4 embribes grau 2 e 4
embrides grau 3. O nimero de embrides congelados, descongelados e cultivados apo6s

a descongelacéo, para o grupo GS, estdo sumarizados na Tabela 2.
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Tabela 2. Numero de embrides criopreservados com glicerol e sacarose e cultivados
apos por 48 horas apo6s descongelacéo.

Numero de embrides Porcentagem de embrides
(n) desenvolvidos em relacdo ao
total de embrides
descongelados (%)

Estruturas congeladas

Morulas 21 -
Blastocistos 86 -
Total 107

Estruturas descongeladas
Mérulas 9 -
Blastocistos 78 -
Total 87

Desenvolvimento apos 24h de CIV
Morulas 0 0
Blastocistos 42 48,3
Blastocistos expandidos 8 9,2

Desenvolvimento apos 48h de CIV
Blastocistos 41 47,1
Blastocistos expandidos 9 10,3

No grupo E, apd6s a descongelacdo obteve-se 14 morulas grau 2 e 3 e 70
blastocistos grau 2 e 3, onde neste mesmo grupo houve 14 moérulas com a zona
peltucida rompida. Os embrides foram descongelados e recultivados, sendo reavaliados
apos 24 e 48 horas. Nas primeiras 24 horas de cultivo, 26 embrides na fase de
blastocistos degeneraram, ocorrendo o desenvolvimento de 4 embrides na fase de
blastocisto para blastocisto expandido. Apos 48 horas, os embrides foram reavaliados
guanto ao seu desenvolvimento e grau, obtendo assim 48 embrides na fase de
blastocistos, onde 2 embrides obtiveram grau 1, 18 embrifes grau 2 e o restante grau 3.
Obteve-se ainda 9 embrides na fase de blastocistos expandidos, onde 2 embrides grau
2, 5 embrides grau 3. O numero de embrides congelados, descongelados e cultivados

apos a descongelacao, para o grupo E, estdo sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3. Numero de embrides criopreservados com etilenoglicol e cultivados apés por
48 horas apo6s descongelacéo.

Numero de embrides Porcentagem de embrides
(n) desenvolvidos em relacdo ao
total de embrides
descongelados (%)

Estruturas congeladas

Morulas 23 -
Blastocistos 76 -
Total 99

Estruturas descongeladas
Morulas 14 -
Blastocistos 70 -
Total 84

Desenvolvimento apos 24h de CIV
Morulas 0 0
Blastocistos 40 47,6
Blastocistos expandidos 4 4.8

Desenvolvimento apos 48h de CIV
Blastocistos 48 57,1
Blastocistos expandidos 9 10,7

No grupo ES, obteve-se 13 moérulas grau 2 e 66 blastocistos grau 1, 2 e 3, onde
neste mesmo grupo houve embrides com a zona pellcida rompida, sendo 13 morulas.
Nas primeiras 24 horas de cultivo pés-descongelacdo, os embrides na fase de morula e
25 embrides na fase de blastocistos degeneraram, ocorrendo o desenvolvimento de 4
embrides na fase de blastocisto para blastocisto expandido. Apds 48 horas, 0s
embrides foram reavaliados quanto ao seu desenvolvimento e grau, obtendo-se assim
35 embrides na fase de blastocistos, onde 2 embrides obtiveram grau 1, 14 embrides
grau 2 e o restante grau 3. Obteve-se ainda 6 blastocistos expandidos, onde 1
blastocisto grau 2 e 5 blastocistos grau 3. O numero de embrides congelados,
descongelados e cultivados apdés a descongelacdo, para o grupo ES, estdo
sumarizados na Tabela 4.
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Tabela 4. Numero de embrides criopreservados com etilenoglicol e sacarose e
cultivados ap0s por 48 horas ap6s descongelacéo.

Numero de embrides Porcentagem de embrides
(n) desenvolvidos em relacdo ao
total de embrides
descongelados (%)

Estruturas congeladas

Morulas 20 -
Blastocistos 93 -
Total 113

Estruturas descongeladas
Morulas 13 -
Blastocistos 66 -
Total 79

Desenvolvimento apos 24h de CIV
Morulas 0 0
Blastocistos 37 46,8
Blastocistos expandidos 4 51

Desenvolvimento apos 48h de CIV
Blastocistos 35 44,3
Blastocistos expandidos 6 7,6

Apbs 48 horas da descongelacéo, a percentagem de blastocistos de grau 1 (G1)
foi maior no grupo ES (P<0,05). Embrides dos grupos G e GS apresentaram pior
gualidade (maior percentual de embrides G3 e menor numero de células). No entanto, o
numero total de células de embrides do grupo GS foi semelhante aos grupos E e ES,
indicando um efeito benéfico da associacdo de sacarose com glicerol. A eclosédo de
blastocistos do grupo G, avaliada as 72 horas de cultivo pos-descongelacédo, foi baixa,
embora nédo diferiram estatisticamente dos demais grupos. Todas as morulas utilizadas
no experimento entraram em degeneracao. A comparagao entre os resultados de todos
0S grupos encontra-se sumarizada na Tabela 5.
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Tabela 5. Desenvolvimento e qualidade de embrides cultivados in vitro apos
congelacdo com diferentes crioprotetores. Os resultados sdo expressos em % média +
desvio padrdo da média, correspondendo a trés repeticoes.

Grupo Blastocistos Blastocistos (48 horas) Ecloséo Total células %
(n) grau 1 grau 2 grau 3 (72 horas) (n)
G 75 0.0+ 0.0° 0.0% 0.0?% 1000+00% 193+7.1°% 851(7.1)°
GS 69 0.0+ 0.0° 20.0+34.6% 80.0+£24.6% 44.7+226°% 951(2.4)%
E 60 48+11.7% 106+129° 69.3+184% 422+17.3°% 108.8 (4.7) @
ES 59 20.1+8.2% 46.7+222°% 48.6+17.2° 46.9+20.0° 95.9 (5.7) a

G:Glicerol; GS: Glicerol com sacarose; E: Etilenoglicol; ES: Etilenoglicol com sacarose.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas entre os tratamentos (P<0,05).

EXPERIMENTO 2

Foram vitrificados 300 embrides nos estagios de Bi e Bl que néo foram
transferidos a fresco e apresentavam boa qualidade morfologica. Cento e cinquenta Bi e
150 BI foram transferidos aleatoriamente para os 3 grupos de receptoras, grupo |, 1l e lll
apos a desvitrificacéo.

Nos grupos I, Il e Ill de receptoras foram inovulados 16, 17 e 17 embrides
blastocistos iniciais e 16, 17 e 17 embrides blastocistos das racas Nelore, Brangus e
Brahman, respectivamente, e em relacdo aos grupos (Tabela 6 e 7). Apos 42 dias foi
realizado o diagnéstico de gestacdo por exame ultrassonografico, onde a taxa de
concepcao entre 0s grupos nao tiveram diferencas estatisticas, sendo que no grupo |
obteve 6 gestacOes (18,75%) de receptoras que receberam embrides da raca Nelore, 9
gestacOes (26,47%) de receptoras que receberam embrides da raca Brangus e 12
gestacOes (35,3%) de receptoras que receberam embrides da raca Brahman. No grupo
II, foi observado 3 gestacdes (9,38%) de receptoras que receberam embrides da raca

Nelore, 7 gestacdes (20,6%) de receptoras que receberam embrides da raga Brangus e
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9 gestacdes (26,5%) de receptoras que receberam embrides da raca Brahman. No
grupo I, foi observado 8 gestacdes (25,0%) de receptoras que receberam embrides da
raca Nelore, 10 gestacdes (29,41%) de receptoras que receberam embribes da raca
Brangus e 10 gestacOes (29,41%) de receptoras que receberam embrides da raca
Brahman.

Tabela 6. Taxa de gestacdo de vacas apés a inovulacao de embrides vitrificados em

receptoras
Grupo Raga Embrides Gestacgoes
inovulados(n) n (%)
Gl Nelore 32 6(18,8) °
Gl Brangus 34 9(26,5)°
Gl Brahman 34 12 (35,3)?
G2 Nelore 32 3 (94)°
G2 Brangus 34 7 (20,6)°
G2 Brahman 34 9(26,5)°
G3 Nelore 32 8 (25,0)¢
G3 Brangus 34 10 (29,4)?
G3 Brahman 34 10 (29,4)?

G1: Grupo 1l G2: Grupo 2 G3: Grupo 3

Letras iguais em uma mesma coluna néo diferem estatisticamente (P>0,05).

Tabela 7. Taxa de gestacdo entre racas apos a inovulacdo de embrides vitrificados em

receptoras
Raca Embrides Inovulados (n) Gestacoes (%)
Nelore 96 17 (16,3%)°
Brangus 102 26 (26,52%) *
Brahman 102 31 (31,62%)°

Letras iguais em uma mesma coluna néo diferem estatisticamente (P>0,05).
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VII. DISCUSSAO

EXPERIMENTO 1

Apbés 48 horas, a descongelacdo dos embrides pelo método de criopreservacao
lenta, a percentagem de embrides grau 1 (G1) blastocistos foi maior no grupo
etilenoglicol e sacarose (P <0,05). Embrides criopreservados com glicerol ou glicerol e
sacarose apresentaram a pior qualidade (maior percentual de embribes G3 e menor
namero de células), no entanto, o numero total de células de embrides glicerol e
sacarose foi semelhante a etilenoglicol e embriées etilenoglicol e sacarose, indicando
um efeito benéfico da associacdo da sacarose com glicerol. A eclosédo de blastocistos G
72 horas foi baixa, embora nao diferiram estatisticamente dos demais grupos (P> 0,05,
CV = 46,5).Todas as moérulas utilizadas no experimento entraram em degeneracao,
onde segundo TROUNSON et al. (1976) constataram que blastocistos bovinos séo
menos sensiveis do que moérulas, ao resfriamento até 0C, por 24 horas, concordando
com SERAPIAO et al. (2005) que argumentam que quanto menor o estagio de
desenvolvimento do embrido, menor a taxa de sobrevivéncia apds a descongelacéo.
Sendo assim, os blastocistos iniciais sdo mais sensiveis do que os de estagio mais
avancados. De fato, embribes bovinos contem uma grande quantidade de gotas
lipidicas nos estagios mais precoces de desenvolvimento e medida que os embrides se
desenvolvem e alcancam o estadio de blastocisto, o teor de lipidios diminui, conferindo
menor sensibilidade a criopreservacdo para os estadios mais avancados (MOHR &
TROUNSON, 1981). Quando comparou o indice de sobrevivéncia e desenvolvimento,
nos diferentes estaddios embrionarios poés-descongelacdo, CHUPIN (1986) obteve
17,3% (n=75) de viabilidade para blastocistos iniciais e 56,4% (n=78) para blastocistos
expandidos, utilizando o 2,8M de glicerol + 0,25M de sacarose em PBS, onde estes
resultados corroboram com os resultados do experimento. Logo, o etilenoglicol tem a
vantagem de ser menos toxico do que outros crioprotetores, devido ao seu baixo peso
molecular, sendo demonstrado que a criopreservacédo de embrides de producdo in vitro
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com etilenoglicol e sacarose ou etilenoglicol tende a produzir embrides de melhor
gualidade apos a descongelacao.

HASLER et al. (1997) argumentam que quanto menor 0 estagio de
desenvolvimento do embrido, menor a taxa de sobrevivéncia apos a descongelagao.
Sendo assim, os blastocistos iniciais sdo mais sensiveis do que os de estagio mais
avancado. A zona peldcida funciona como uma protecdo para o embrido a qual
gualquer dano que venha a sofrer. Partindo deste principio, os blastocistos eclodidos se
tornam muito mais vulneraveis aos processos de criopreservacdo. RODRIGUES et al.
(2000) demonstraram que embrides PIV oriundos do 7° e 8° dias poés-fecundacéo,
apresentaram uma taxa de sobrevivéncia pés descongelamento maior comparada a dos
dias 6, 9 e 10, utilizando etilenoglicol 1,8M, e sugeriram que o aumento da sensibilidade
destes embrides a crioinjdrias pode estar relacionado com a morfologia, metabolismo e
fisiologia celular.

NICACIO, (2008) utilizando etilenoglicol e glicerol como crioprotetores obteve
resultados variaveis, sendo que a congelacao lenta apresentou indices de re-expansao
de 58,58%, quando os embrides foram cultivados no meio TCM 199 , enquanto o
método rapido apresentou 1,61% e a vitrificacdo 13,65%. J& no seu grupo controle o
meétodo lento apresentou indices de eclosdo de blastocistos de 44,65%, quando os
embrides foram cultivados no meio TCM 199. O método rapido e a vitrificacdo
apresentaram indices de ecloséo de 0% e 9,43%, respectivamente.

DONNAY, et al. (1998) vitrificaram blastocistos em solucdo de 25% de
etilenoglicol e 25% de glicerol, obtendo 53% de eclosdo apds 72 horas de co-cultivo no
meio TCM 199.

Os resultados do presente trabalho n&o corroboram com a literatura, pois houve
diferenca entre os indices de re-expansdo, conforme o protocolo, sendo que a
congelacdo lenta apresentou resultados mais satisfatorios em relacdo a vitrificacao.
Entdo, o etilenoglicol tem a vantagem de ser menos toxico do que outros crioprotetores,
devido ao seu baixo peso molecular, sendo demonstrado que a criopreservagao de
embrides de producédo in vitro com etilenoglicol e sacarose ou etilenoglicol tende a

produzir embrides de melhor qualidade ap6s o descongelamento.
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EXPERIMENTO 2

Segundo SANTIN et al. (2009), os principais fatores limitantes da vitrificagcdo sao
0 estresse osmatico e a toxidade quimica do crioprotetor, 0s quais causam danos as
células embrionéarias; porém o equilibrio € buscado por meio de rapidas taxas de
resfriamento, que reduzam a toxicidade dos crioprotetores e diminuem o tempo de
exposicao da célula as temperaturas criticas.

Para os embribes da raca Nelore, o grupo 2 apresentou a menor taxa de
concepcao (9,38%). Quando comparada ao grupo 1, foi 9,37% maior. Porém o grupo 3,
com o maior valor (25%), apresentou uma taxa 15,6% mais elevada. Para os embrides
da raca Brangus, o grupo 2 apresentou a menor taxa de concepcédo (20,6%). Quando
comparada ao grupo 1 foi 5,87% mais elevada. Porém o grupo 3 com o maior valor
(29,41%), apresentou uma taxa 8,81% mais elevada. Para os embribes da raca
Brahman, o grupo 2 apresentou a menor taxa de concepcdo (26,5%). Quando
comparada ao grupo 3, foi 2,91% maior. Porém o grupo 1 com o maior valor (35,3%),
apresentou uma taxa 8,8% mais elevada. N&o foram observadas diferencas
significativas (P>0,05) entre os tratamentos. Quando as taxas gestacionais sao
comparadas entre racas, o Nelore apresentou uma menor taxa de gestacdo, 16,3%,
comparada entre as racas Brahman (31,62%) e Brangus (26,52%)

DATTENA et al. (2004) realizando estudos em vitrificagcbes de embrides ovinos
PIV com crioprotetores glicerol, etilenoglicol e DMSO chegaram a resultados que
demonstraram que diferentes protocolos de vitrificacdo testados néo tiveram diferencas
significativas sobre o nimero de gesta¢cdes ou taxas de nascimento de um PIV.

DONNAY et al. (1998), realizando estudos de diferentes concentracdes de
diluentes crioprotetores utilizados na vitrificacdo de embrides bovinos, observou que o0s
resultados foram melhores quando o crioprotetor foi diluido em 0,85 M de galactose, da
mesma forma MAHMOUDZADEH et al., 1995, usando varias concentracbes de
sacarose como diluente, 0 a 0,5M, ndo observaram uma diferenca significativa nas

taxas de sobrevivéncia embrionaria apés a descongelagéo.
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MAHMOUDZADEH et al., 1993, realizou experimentos para estudar a vitrificagdo
de embrides bovinos produzidos in vitro utlizando diferentes solugbes para
criopreservacao. Morulas e blastocistos nas solugcbes de DMSO (2,6M), acetamina
(2,6M), propileno glicol (1,3M) e polietilenoglicol (7,5M), onde apenas um embrido na
fase de blastocisto expandiu apds uma exposicao de 30 segundos nas solucoes.

Como as condicBes experimentais e 0s protocolos de criopreservacdo de
embrides variam muito entre os trabalhos, € dificil comparar os indices de prenhez
(VANWAGTENDONK-DELEEUW, et al,, 1995). Segundo SCHIEWE et al. (1991), o
processo de vitrificacdo merece mais atencdo no molar adequado da solucéo
crioprotetora a ser utilizado durante a criopreservacao dos embrides.

. De acordo com NICACIO 2008, considera-se a viabilidade in vitro um método
importante para analisar os embrides. Em virtude dos resultados do presente trabalho, a
influéncia do meio de cultivo apés a descongelacdo deve ser considerada, pois um
mesmo protocolo de criopreservagédo, realizado sobre as mesmas condi¢cdes
experimentais, apresentou indices de gestacfes inferiores ao apresentado neste
trabalho. Para tornar esta analise mais precisa, acredita-se que mais trabalhos possam
ser executados. Uma das maneiras de analisar a influéncia do meio de cultivo é avaliar
a expressdo génica dos embrides nos diferentes meios, ndo apenas antes, mas
também apos a criopreservacao. A criopreservacao de embrides produzidos in vitro é o
objetivo final, porém ainda existem muitos fatores a serem estudados até que seja
encontrado um protocolo adequado.

MAKAREVICH et al. (2010), trabalharam no procedimento de descongelagcédo de
embrides bovinos vitrificados na fase de blastocisto, onde apés o descongelamento dos
embrides foram cultivados por 48 horas isoladamente, sem IGF-I ou na presenca de
IGF-I. Embrides nédo cultivados serviram como controle. Apos 48 horas de cultivo dos
embrides na presenca de IGF-I, observou-se aumento no desenvolvimento embrionério
de 41% dos embrides em comparacao ao grupo controle, indicando que o IGF-I durante
a cultura pos-descongelamento pode melhorar a qualidade dos embrides bovinos

vitrificados, proporcionando maior taxa de gestacéao.
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Grande desafio para os pesquisadores € o de melhorar e estabilizar as taxas de
gestacbes de processos de vitrificagcdo, que pode ser bem sucedida para
criopreservacao de odcitos e embrides de diferentes espécies e de diferentes estagios

de desenvolvimento (VAJTA et al., 2000).
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VIl. CONCLUSOES

EXPERIMENTO 1

e Todas as moérulas criopreservadas sofreram regeneracdo no desenvolvimento
apos 24 horas de cultivo in vitro
e Grupo E apresentou um maior nimero de células

e Grupo G apresentou um menor niumero de células

EXPERIMENTO 2

¢ Na&o houve diferenca estatistica entre gestacdes e racas dentro do mesmo grupo
e entre grupos.
e Nelore apresentou uma menor taxa gestacional comparado entre as racas

Brahman e Brangus
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