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RESUMO
Dissertacdao de Mestrado
Curso de Mestrado em Ciéncias Veterindrias
Centro de Ciéncias Agroveterindrias - CAV

Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC

DIFERENTES SOLUCOES CRIOPROTETORAS NA VITRIFICACAO DE
EMBRIOES BOVINOS PIV, COM OU SEM O USO DE NITROGENIO SUPER-
RESFRIADO.

AUTOR: DENNYS EDUARDO WERLICH

ORIENTADOR: PROF. Dr. ALCEU MEZZALIRA
Lages, SC, 19 de Dezembro de 2005.
Com o objetivo de determinar a viabilidade de blastocistos expandidos (Bx) bovinos
produzidos in vitro (PIV) e vitrificados em OPS, dois experimentos avaliaram o efeito
de quatro solugdes crioprotetoras e duas velocidades de resfriamento. A taxa de eclosdo
foi utilizada como parametro de viabilidade. No primeiro experimento, 720 Bx (12
repeticdes) foram aleatoriamente distribuidos em 5 grupos: Grupo I (20% EG + 20%
DMSO), Grupo II (25% de EG + 25% de GLI), Grupo LI (7,0M EG), Grupo 1V (20%
de EG + 20% de PRO) e Grupo V (controle ndo vitrificado). A taxa de eclosdo do
grupo controle (84%) foi superior (P<0,05) aos grupos vitrificados. Nao houve
diferenca nas taxas de eclosdo dos grupos I (53,5%) e IV (52,8%), que foram superiores
aos grupos II (38,9%) e II (38,9%). No segundo experimento avaliou-se o uso de
nitrogénio liquido super-resfriado por ac¢do de vicuo. Utilizou-se 244 Bx (5 repeti¢des),
aleatoriamente distribuidos, usando as solu¢des EG+DMSO (GI e GII) e EG+PRO
(GIII e GIV). Nao foram observadas diferencas entre as taxas de eclosao dos embrides
vitrificados com nitrogénio super-resfriado (GII = 50,2%; GIV = 54,0%) ou nitrogénio
normal (GI = 50,1%; GIII = 56,0%), independente da solu¢do empregada. Conclui-se
que a solu¢cdo EG+DMSO e EG+PRO possibilitam taxas de eclosdo similares e sao
mais eficientes que as solu¢cdes EG+GLI e EG. O emprego do nitrogénio super-
resfriado pelo vdcuo ndo proporciona aumento da viabilidade de blastocistos bovinos
PIV vitrificados em OPS.

Palavras chave: Vacuo; Nitrogénio resfriado; Vitrificagdo; Embrides PIV; Bovinos.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Curso de Mestrado em Ciéncias Veterinarias
Centro de Ciéncias Agroveterindrias - CAV

Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC

DIFFERENT CRYOPROTECTANT SOLUTIONS IN THE VITRIFICATION
OF BOVINE IVP EMBRYOS, WITH OR WITHOUT SUPER COOLED
NITROGEN .

AUTHOR: DENNYS EDUARDO WERLICH
ADVISER: PROF. Dr. ALCEU MEZZALIRA
Lages, SC. December, 19, 2005.

The aim of this study was to determine the viability of bovine IVP expanded blastocysts
(Bx) submitted to four different cryoprotectant solutions (Experiment 1) and two
cooling rate speeds (Experiment 2), and vitrified in OPS. Hatching rate was considered
as viability parameter. In the first experiment (12 replications), IVP Bx (n=720) were
randomly allocated in to groups: Group I (20% EG + 20% DMSO), Group II (25% EG
+ 25% GLY), Group I (7,0M EG), Group IV (20% EG + 20% PRO) and Group V
(control not vitrified). After 72 hours of culture, the hatching rate of control group
(84.0%) was higher (P<0.05) than that observed with the vitrified experimental groups.
There were no differences among hatching rates observed in Groups I (53.5%), and IV
(52.8%), and both were higher than Groups II (38.9%) and III (38.9%). In the second
experiment (5 replications) 244 Bx were randomly exposed to EG+DMSO (GI and GII)
or EG+PRO (GIII and GIV) solutions in order to evaluate the use of super-cooled liquid
nitrogen by vacuum submission. There were no differences among the hatching rates of
embryos vitrified with super-cooled (GII = 50.2%; GIV = 54.0%) or normal nitrogen
(GI = 50.1%; GIII = 56.0%), independently of the solutions. In conclusion, the
EG+DMSO and EG+PRO solution are similar in promoting IVP Bx survival, after
vitrification, and they are more efficient than the EG+GLY and EG solutions. The use
of super cooled liquid nitrogen does not improve embryo survival after vitrification.

Key words: Vacuum, Cooled nitrogen, Vitrification, IVP embryos, Bovine.



INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os avangos obtidos na técnica de producao in vitro (PIV) de
embrides bovinos, vém despertando o interesse da agroindistria e conquistando
significativo espaco no mercado de melhoramento genético. O Brasil tem se destacado
no cendrio mundial com uma produgao de mais de 60.000 embrides PIV produzidos e
transferidos em 2003 (THIBIER, 2004), que tem levado a uma oferta de embrides maior
que a capacidade de transferéncia direta para receptoras.

A exemplo do que ocorre nos trabalhos com embrides produzidos in vivo, onde
cerca de 50% sao criopreservados antes de serem transferidos (THIBIER, 2003), a
utilizacdo e comercializacdo de embrides PIV poderia ser maximizada se houvesse o
armazenamento dos excedentes, através de uma adequada metodologia de
criopreservacdo. Entretanto, as atuais condicdes de cultivo determinam a produgdo de
estruturas deficitarias e mais sensiveis a criopreservacdo (POLLARD e LEIBO, 1994;
LEE et al., 1997; LONERGAN et al., 2001; IMALI et al., 2002; NEDAMBALE et al.,
2004; PEREIRA et al., 2005). Alteracdes na transcricao de genes (LONERGAN et al.,
2003) e diferencas morfoldgicas e fisioldgicas, em relacdo aos embrides produzidos in
vivo (WRIGHT e ELLINGTON, 1995), sdo responsdveis pela menor viabilidade e
maior sensibilidade ao processo de criopreservacdo dos embrides PIV (RODRIGUES,
1996; VAIJTA et al., 1997¢).

A viabilidade ainda pode ser influenciada pelo método de criopreservagao
utilizado (HOCHI et al., 1996), pelo estdgio de desenvolvimento e idade do embrido
(CSEH et al., 1995; MEZZALIRA et al., 2004). O método convencional de

congelamento, ndo tem se mostrado adequado a criopreservacdo de embrides PIV



(POLLARD e LEIBO, 1994; KAIDI et al., 2001; MEZZALIRA et al., 2004). A baixa
viabilidade embriondria apds o congelamento € atribuida ao excessivo tempo de
exposicdo a faixa de temperatura correspondente a temperatura termotrépica de
transicao dos lipidios (ZERON et al., 1999). Pelo fato dos embrides PIV apresentarem
alto teor de lipidios, metodologias de criopreservacdo que empregam altas velocidades
de resfriamento e aquecimento sdo mais adequadas. A vitrificagao tem sido considerada
a metodologia mais promissora para criopreservagdo desse tipo de embrides
(ISHIMORI et al, 1992; VAITA et al, 1997 a,b; BAUTISTA ¢ KANAGAWA,1998;
SOMMERFELD e NIEMANN, 1999).

Diferentes alternativas, como o uso de suportes abertos que permitem o contato
direto da amostra com o nitrogénio liquido (VAJTA et al., 1997a; VAJTA et al., 1988) e
eliminam o estado de ebulicio do nitrogénio, mediante estabilizacdo por pressio
negativa, reduzem o efeito isolante do vapor de nitrogénio durante a imersdao da amostra
(MARTINO et al., 1996; ARAYV et al., 2000) e permitem aumentar a velocidade de
resfriamento. Esta metodologia se mostrou efetiva na vitrificagdo de odcitos bovinos
(ARAV et al. 2000; SANTOS et al., 2004; SANTOS, 2005), sendo oportuno avaliar sua
viabilidade para embrides PIV.

Diferentes combinagdes crioprotetoras foram empregadas nos ultimos anos,
com resultados muitas vezes contraditérios em fun¢do do emprego de diferentes
procedimentos de exposi¢do, tipos de suporte e velocidade de resfriamento. Dentre as
solucdes correntemente empregadas, o uso de Etileno Glicol (EG) de forma isolada ou
em associacdo com outros crioprotetores permedveis, tem sido uma unanimidade.

Entretanto, o uso de diferentes metodologias dificulta a comparagdo dos resultados.



A solucao composta por Etileno Glicol (EG) e Dimetil Sulféxido (DMSO) tem
sido amplamente utilizada, proporcionando resultados bastante satisfatérios
(MEZZALIRA et al.,, 2004). Todavia, o emprego de DMSO apresenta como
inconveniente a necessidade de preparo da solucio no momento do uso, em funcdo de
sua caracteristica higroscopica, o que dificulta sua aplicacdo nas rotinas de
criopreservacao.

Dados de literatura (ISHIMORI et al, 1992; HUBALEK, 2003) sugerem o0s
crioprotetores Propanediol (PRO), EG, Glicerol (GLI) e DMSO e as suas possiveis
interacdes, como bons candidatos ao emprego na vitrificacdo. Combinacdes de
crioprotetores com caracteristicas mais estaveis possibilitariam o preparo prévio das
solucdes em meios mais simples, favorecendo assim sua aplicagcdo. Esta facilidade de
aplicacdo, associada ao emprego de nitrogénio estabilizado por vdcuo, poderdao
contribuir significativamente para o avango do status da criopreservacao de embrides
PIV de bovinos.

O presente estudo teve por objetivos: Primeiro, determinar as taxas de eclosdo de
blastocistos expandidos bovinos produzidos in vitro, apds exposi¢do a diferentes
solugdes crioprotetoras e a vitrificacdo. Segundo, determinar as taxas de eclosdo de
blastocistos expandidos bovinos produzidos in vitro, apds vitrificagdo em nitrogénio

liquido estabilizado pelo vacuo (super-resfriado).

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de reproducdo animal Prof. Assis
Roberto de Bem, localizado no Centro de Ciéncias Agroveterindrias da Universidade

do Estado de Santa Catarina, em Lages SC. Exceto onde indicado, todos os reagentes



foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Nas manipulacdes de
odcitos e embrides foram utilizadas placas de quatro pogos obtidas da Nunc. S/A

(Roskilde, Denmark).

Producio in vitro dos embrides

Ovirios bovinos coletados em abatedouros da regido foram transportados ao
laboratério em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), adicionada de penicilina e
estreptomicina, mantidos a 35°C por periodo ndo superior a 5 horas até o inicio da
puncao folicular. Os complexos cumulus od6citos foram aspirados de foliculos de 2 a 8
mm de diametro, através de uma agulha 19G ligada a uma linha de vacuo, com pressao
de aspiracdo de 20 mL/minuto. Os odcitos foram selecionados em liquido folicular,
previamente centrifugado. Apds a selecdo, procedeu-se um banho em TCM 199
tamponado com Hepes e adicionado de 10% de soro de égua em estro (SEE). A
maturagado foi realizada em meio TCM-199 - sais de Earle (GIBCO BRL, Paisley, NK)
adicionado de 26,2 mM de NaHCOs, 25 mM de Hepes, 0,2 mM de Piruvato de sédio
com 0,01 Ul de FSH/mL (Folltropin™ - Bioniche, Canada), 0,5ug/mL de LH
(Lutropin™ — Bioniche, Canada) e 10% de SEE, por 24 horas a 39,0°C, em estufa com
atmosfera de 5% de CO; e 95% de umidade relativa. A fecundacao, realizada com 1,0 x
10° espermatozoéides/mL, de um touro bos taurus taurus, selecionados pelo método de
migragdo ascendente, “swim-up”’, em meio TALP-Sperm, foi realizada em meio TALP-
Fert, adicionado de 30 pg/mL de heparina, 0,72 ug/mL de penicilamina, 0,26 pg/mL de
hipotaurina e 0,04 pg/mL de epinefrina, com 24 horas de incubag@o.

Ao final do periodo de fecundacdo, procedeu-se a remogdo das células do
cumulus através de agitacdo mecanica e a transferéncia das estruturas para o meio

SOFaaci (HOLM et al., 1999), suplementado com 5% de SEE e mantido sob dleo



mineral. Apds 24 horas de cultivo, as estruturas nao clivadas foram removidas. As
placas foram entdo acondicionadas em bolsas impermedveis a gases contendo uma
atmosfera umida de 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, (VAJTA et al., 1997d),
mantidas em estufa de cultivo a 39°C durante mais 162 horas de cultivo. A cada
repeticao, os blastocistos expandidos (Bx) de qualidade excelente ou boa, obtidos com

esta metodologia foram homogeneamente divididos entre os grupos experimentais.

Vitrificacao

Os procedimentos de vitrificagdo foram baseados na tecnologia OPS (VAJTA et
al., 1999), utilizando diferentes solugdes crioprotetoras e/ou temperaturas de
resfriamento de acordo com o tratamento. Em todos os grupos vitrificados, foram
envasados trés embrides em cada palheta estirada e aberta (OPS).
Na preparacdo da solug¢do de crioprotetores contendo DMSO, foi utilizado o meio
TCM-199 tamponado com Hepes e adicionado de 10% de SEE, sendo as solugdes
preparadas imediatamente antes do uso. Ja as demais solucdes foram preparadas
previamente, em solucdo salina tamponada com fosfato (D-PBS) e armazenadas em

tubos de 1,5 mL em freezer a -17 °C, sendo descongeladas no momento do uso.

No experimento 1, os embrides do grupo I (EG+DMSO) foram expostos por 1
minuto a uma solu¢do composta de 10% Etileno Glicol (EG) + 10% Dimetil Sulféxido
(DMSO), seguida da exposi¢ao por 20 segundos a solugdo de vitrificagdo (20% EG +
20% DMSO). Nos demais grupos, as amostras descongeladas foram adicionadas de
10% de SEE. No grupo II (EG+GLI), os embrides foram expostos por 5 minutos a 10%

de Glicerol (GLI), seguido de 1 minuto em uma soluc¢do de 10% de GLI + 20% de EG,



e finalmente expostos por 30 segundos a solugao de vitrificacdo (25% GLI + 25% EG).
No grupo III (EG), os embrides foram expostos por 2 minutos 4 1,5 M de EG, seguido
de 2 minutos em uma solu¢dao com 3,5 M de EG e finalmente expostos por 30 segundos
a solucao de vitrificacao (7,0 M EG). No grupo IV (EG+PRO), os embrides foram
expostos por 1 minuto a uma solucdo 10% de EG + 10% de Propanediol (PRO), seguido
da exposi¢ao por 20 segundos a solugdo de vitrificagdo (20% EG + 20% PRO). O grupo
V (controle ndo vitrificado) foi utilizado como controle da taxa de eclosdo em cada
repeticao.

No experimento 2, os embrides foram vitrificados nas solu¢des EG+DMSO ou
EG+PRO usando nitrogénio normal ou nitrogénio liquido super-resfriado. Embrides nao

vitrificados foram utilizados como controles da taxa de eclosao em cada repeticao.

Reaquecimento e remocao dos crioprotetores

Para o aquecimento, as OPS contendo os embrides foram expostas ao ar por um
periodo de quatro segundos e em seguida mergulhadas em uma solu¢do de TCM Hepes
com 10% de SEE e gradientes decrescentes de sacarose. Os embrides vitrificados na
solucdo EG+DMSO (Grupo I) e EG (Grupo III), foram submetidos a dois periodos de 5
minutos em gradientes de 0,3 e 0,15 M de sacarose. J4 os embrides vitrificados em
EG+GLI (Grupo II) e EG+PRO (Grupo 1V) foram submetidos a dois periodos de 5
minutos em gradientes de 0,6 e 0,3 M de sacarose, antes de passarem ao meio de
manuten¢do isosmotico. As solugdes de sacarose foram preparadas a partir do meio
TCM 199, tamponado com Hepes e adicionado de 10% SEE. Apds estarem em meio de
manuten¢do, os embrides de cada grupo foram submetidos a 72 horas de cultivo em

meio SOFaaci + 5% SEE a 39°C em estufa com atmosfera de 5% de CO, e 95% de



umidade relativa. A avaliacdo da viabilidade foi procedida com 72 horas, tendo como

parametro as taxas de eclosdo.

Super-resfriamento do nitrogénio liquido

O super-resfriamento do nitrogénio liquido foi obtido através do uso do
equipamento denominado Nitrocooler (Anexo 2), confeccionado com uma bomba de
succdo para producdo de vacuo, adaptada a um recipiente de metal com tampa
hermética, contendo em seu interior outro recipiente de isopor com aproximadamente
300 mL de nitrogénio liquido. O nitrogénio liquido foi resfriado até o inicio de sua
solidificacdo (-210°C), mediante a acdo do vacuo produzido pela aplica¢do de sucgao,
durante um periodo médio de 5 minutos. Apds a abertura da tampa do recipiente, o
nitrogé€nio retornava ao estado liquido, porém em uma forma estavel sem emissdao de
vapor por até 10 minutos. Durante este periodo as OPS contendo os embrides foram
imersas no liquido refrigerante estabilizado (super-resfriado) e em seguida transferidas
para outro recipiente contendo nitrogénio ndo estabilizado (em ebuli¢do) onde

permaneciam em média por 30 minutos, até o reaquecimento.

Delineamento experimental

No experimento 01 quatro diferentes solugdes crioprotetoras foram avaliadas,
tendo como parametro de viabilidade a taxa de eclosdo apds o reaquecimento. Foram
utilizados 720 blastocistos expandidos, em 12 repeti¢des, sendo divididos em 05 grupos:
quatro tratamentos de vitrificagdo € um controle nao vitrificado.

No experimento 02 foram avaliadas duas velocidades de resfriamento obtidas

através do uso de nitrogénio liquido normal (-196°C) ou super-resfriado (-210°C) pela



acdo do vacuo. Como parametro de viabilidade foi considerado a taxa de eclosdo apds o
reaquecimento. Para vitrificacdo foram repetidos os procedimentos dos grupos que
proporcionaram os melhores resultados no experimento 1. Foram utilizados 244
blastocistos expandidos, em 05 repeti¢cdes, divididos em 05 grupos: quatro tratamentos

de vitrificagdo e um controle ndo vitrificado.

Andlise estatistica
Os dados dos diferentes grupos foram submetidos a andlise de variancia com a
utiliza¢do do pacote estatistico Bioestat e as diferengas das médias submetidas ao teste

de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

No experimento 1, observou-se que os embrides do grupo controle (ndo
vitrificados) apresentaram taxas de eclosdo superiores (84,0%; P<0,05) aos grupos
vitrificados. Em relacdo aos grupos vitrificados, as maiores taxas de eclosdo foram
observadas nos grupos I (EG+DMSO = 53,5%) e grupo 1V (EG+PRO = 52,8%). Os
grupos Il (EG+GLI) e III (EG) apresentaram resultados semelhantes (38,9%), porém

com taxas de eclosdo inferiores (P<0,05) aos demais grupos (Tabela 01).



Tabela 01 — Taxa média de eclosao de blastocistos bovinos produzidos in vitro e

vitrificados com diferentes crioprotetores (12 repeti¢des).

Embrioes recuperados Taxa de eclosao
Tratamentos

n n (%)
Grupo I - EG+DMSO 144 77 53,5%
Grupo II - EG+GLI 144 56 38,9
Grupo III - EG 144 56 38,9
Grupo IV - EG+PRO 144 76 52,8"
Controle nao vitrificado 144 121 84,0°

a, b,c

Letras diferentes indicam efeito significativo (P<0.05).

No experimento 2, observou-se maior viabilidade (P<0,05) do grupo controle
ndo vitrificado (83,8%), ndo sendo observadas diferencas nas taxas de eclosdo dos
grupos EG+DMSO (50,1%) ou EG+PRO (56,0%) vitrificados usando nitrogénio normal
(-196°C), com resultados muito préoximos daqueles obtidos no primeiro experimento. A
utilizacdo de nitrogénio liquido super-resfriado ndo afetou as taxas de eclosdo dos
embrides vitrificados com EG+DMSO (50,2%) ou com EG+PRO (54,0%), como

demonstra a tabela 02.
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Tabela 02 — Taxa média de eclosao de blastocistos bovinos produzidos in vitro e
vitrificados com diferentes crioprotetores, na presenca ou nao de

nitrogénio super-resfriado.

Ni A Embrioes Taxa de Eclosao
itrogenio
Tratamentos recuperados
super-resfriado
(%)
n

GI - EG+DMSO - 49 50,1°
GII - EG+DMSO + 46 50,2
GIII - EG+PRO - 50 56,0
GIV - EG+PRO + 50 54,0°
Controle nao vitrificado # 49 83,8 b

.7 etras diferentes indicam efeito significativo (P<0.05).

DISCUSSAO:

Embora idénticas taxas de eclosdo com embrides vitrificados ou simplesmente
cultivados tenham sido relatadas (PEREIRA et al., 2005), na maioria dos estudos
observa-se um decréscimo de viabilidade, o que também foi verificado neste estudo,
onde as taxas de eclosdo dos grupos controle (84,0 e 83,8%) foram significativamente
superiores as observadas nos grupos vitrificados do experimento 1 (38,9 a 53,5%) e
experimento 2 (50,1 a 56,0%), respectivamernte. As solugdes de vitrificagdo compostas

por EG+DMSO e EG+PRO proporcionaram as melhores taxas de eclosdo,
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demonstrando que ambas podem ser empregadas com sucesso na vitrificacdo de

blastocistos bovinos PIV.

Estudos prévios com embrides de camundongos (ISHIMORI et al., 1992) ja
demonstraram a viabilidade da combinagdo EG+DMSO. No mesmo estudo, os autores
também avaliaram a solu¢do EG+PRO, que, entretanto, mostrou-se menos viavel que a

combinacdo EG+DMSO (46,0 x 79,0%).

O tratamento que utilizou a associacdo EG+GLI proporcionou baixa taxa de
eclosao (38,9%), apés a vitrificacdo. Kuwayama et al. (1994) obtiveram alta
sobrevivéncia (83,3% de re-expansdo) apds vitrificagdo de embrides bovinos PIV em
25% GLI + 25% PRO, com 16 passos de adaptacdo, relatando distorcdo da zona
pelicida e excessiva retracdo dos blastocistos, que nao sobreviveram, quando a adi¢ao
foi em dois passos. Estes dados sugerem que quando se emprega glicerol, a exposi¢ao e
a remocdao devem ser graduais, o que pode justificar a baixa viabilidade (eclosdo)
observada neste experimento com o emprego de glicerol em trés passos. Entretanto,
diferentes citacdes de literatura apresentam dados contraditérios em relagdo ao presente
estudo. Taxas de eclosdao de 53% foram obtidas por Donnay et al., (1998) apds
vitrificacdo de embrides PIV com 25% EG + 25% GLI, adicionados em trés passos.
Martinez et al. (1998) obtiveram 59,6% de eclosdo com a associacao de EG+GLI, sendo
que em novo experimento, (MARTINEZ et al., 2002), os autores obtiveram 45% de
eclosdo apds vitrificacdo de embrides PIV em palhetas com a solucdo composta por
25% EG + 25% GLI, observando um significativo acréscimo na taxa de eclosdo

(66,6%) com a inclusdo de 0,1M de sacarose.
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Rodrigues (1996) obteve maior taxa de eclosdo (32,0%) quando utilizou pré-
tratamento com 1,5 M de EG por 2 minutos, antes da vitrificagdo de embrides D7 com a
associacdo de EG+Ficol+Sacarose. No presente estudo, o tratamento que utilizou EG
proporcionou menor taxa de eclosdo (38,9%), apds a vitrificagdo. J4 Martinez et al.
(1998) utilizando EG+Ficol+Sacarose obtiveram taxas de eclosdo de 57,7%, superiores
ao deste estudo. Esta variabilidade de resultados demonstra a necessidade de se buscar
solucdes que sejam adequadas para um determinado protocolo e um tipo especifico de
estrutura a ser criopreservada.

Vajta et al. (1999), observaram redugdo da taxa de re-expansdo e eclosdo quando
a temperatura da solucdo, durante a exposicdo dos embrides, foi reduzida de 35 para
20°C. Entretanto, esta diferenca foi compensada com maior tempo de exposicdo a
solucdo de equilibrio, antes da exposicdo a solucdo de vitrificacdo. Os autores
observaram ainda uma queda na taxa de eclosdao quando substituiram o soro fetal bovino
por albumina sérica bovina.

Estes resultados contraditorios e extremamente varidveis reforcam a possivel
interferéncia de fatores como os meios de cultivo, as metodologias de criopreservacao, a
formulacdo das solu¢des ou mesmo a procedéncia dos embrides. Imai et al. (2002)
avaliaram a influéncia do cultivo na criotolerancia de embrides PIV, observando que
embrides cultivados em meio CR1 s3o mais precoces, porém mais sensiveis ao
congelamento do que embrides cultivados em TCM 199. Nedambale et al. (2004)
avaliaram os meios de cultivo KSOM e SOF isoladamente ou em seqiiéncia, observando
maior viabilidade com o uso seqiiencial. Verificaram ainda maior viabilidade com a

vitrificacdo (60%) em relacdo ao congelamento convencional (30%) destes embrides, o
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que demonstra que embora tenha melhorado a qualidade, o uso seqiiencial dos meios

nao foi capaz de produzir embrides com a mesma qualidade dos produzidos in vivo.

z.

E possivel que o desenvolvimento de metodologias mais adequadas e
fisiolégicas para a producdo de embrides, possibilite o emprego de métodos
convencionais de criopreservagdo no futuro. No entanto, até que este estigio seja
obtido, a avaliacdo dos diferentes fatores que interferem nos métodos alternativos de
criopreservacao devem ser investigados.

As observagdes de Hubdlek (2003) de que o DMSO, EG e PRO permeiam
facilmente as células, diferente do glicerol que t€ém menor permeacao e é menos efetivo,
estdo em acordo com os dados obtidos neste estudo. As taxas de eclosdo observadas
com EG+DMSO neste estudo (50,1 a 53,5%) sao um pouco inferiores aos 63,0%
observados por Vajta et al., (1996) e semelhantes as obtidas previamente por (LAZAR
et al., 2000), 46,0% ou por nossa equipe, 47,1% (MEZZALIRA et al., 2001), 49,6 e
54% (MEZZALIRA et al., 2004). Nossos resultados, entretanto, foram inferiores aos
obtidos por Pereira et al., (2005), com semelhante metodologia. Esta diferenca pode ser
atribuida ao aumento na criotolerdncia dos embrides desenvolvidos em meio
condicionado por células da granulosa, ou pelo método de cultivo em grupos no sistema
“well of the well”. Adicionalmente, a maior criotolerancia pode, a0 menos em parte, ser
devido a distinta origem dos animais trabalhados pelos autores (Bos taurus indicus), em
relacdo ao presente estudo (Bos taurus taurus). Visintin et al. (2002) relatam diferencas
na constitui¢do, com menor teor lipidico, nos embrides Bos taurus indicus (Nelore) em
relacdo aos Bos taurus taurus (Holandesa), relatando ainda diferengas na criotolerancia.

As taxas de viabilidade embriondria baseadas na taxa de eclosdo observadas com

o emprego das solugdes EG+DMSO e EG+PRO, nas condigdes deste experimento,
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sugerem que ambas podem ser empregadas com sucesso na criopreservacao de
embrides bovinos PIV com a metodologia OPS. Entretanto, a possibilidade do emprego
de solucdes previamente preparadas (EG+PRO), confere maior agilidade ao processo e
deve ser considerado, no momento de escolha de um protocolo.

O super-resfriamento do nitrogénio liquido tem se mostrado vidvel na
criopreservacdo de odcitos bovinos. Resultados expressivos de desenvolvimento
embriondrio (38%) apds a vitrificacdo de odcitos bovinos maturados foram relatados
por Arav et al. (2000), com o emprego de um equipamento que possibilita o super-
resfriamento do nitrogé€nio liquido, pela aplicacdo de vacuo. Santos et al., (2004) e
Santos (2005), vitrificando odcitos bovinos imaturos ou maturados, também
demonstraram aumento da viabilidade com o emprego de nitrogénio super-resfriado.
Estes resultados foram determinantes para a realizacdo do segundo experimento,
utilizando o véacuo associado aos protocolos que produziram as melhores taxas de
eclosdo, EG+DMSO e EG+PRO. O equipamento utilizado proporcionou o super-
resfriamento do nitrogénio liquido até o ponto de solidificacdo seguido do bloqueio da
ebulicdo, o que estd em acordo com a descricdo de Martino et al. (1996) e Arav et al.
(2000). Porém, diferente dos resultados observados por Arav et al. (2000) e Santos et al.
(2004), a utilizac@o de nitrogénio super-resfriado pela acdo de vicuo ndo proporcionou
aumento de viabilidade aos embrides PIV vitrificados com EG+DMSO (50,2%) ou com
EG+PRO (54,0%). Isto pode ter sido determinado pelo distinto comportamento
osmotico dos embrides, que sdo constituidos por mais de uma centena de células e que
respondem individualmente a qualquer estresse osmético, apresentando uma maior
relacdo superficie/volume e consequentemente apresentando maior capacidade de

permeacdo. Assim, mesmo com menor velocidade de resfriamento, € possivel que as
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células tenham conseguido suficiente permeagdo de crioprotetores para vitrificar
adequadamente, diferente do que ocorre com células maiores como 0s odcitos.
Nowshari & Brem (2001), trabalhando com embrides de camundongo no estagio de
pré-nicleo, ndao observaram efeito significativo do nitrogénio liquido super-resfriado.
Estes dados estdo em acordo com os resultados obtidos neste estudo, muito embora os
autores tenham trabalhado com embrides de espécie (murina) e estidgio (pré-nicleo)
diferentes. Todavia, embora os autores tenham trabalhado com embrides de uma célula,
seu volume ¢é bastante reduzido em relacdo aos bovinos, o que reforca a possibilidade de
uma maior relacdo superficie/volume e como conseqiiéncia a auséncia de efeitos
benéficos do nitrogénio super-resfriado. Estes fatos evidenciam a necessidade de novos
estudos avaliando-se o nitrogénio super-resfriado utilizado na vitrificagdo de embrides

bovinos PIV com reduzida concentracdo dos crioprotetores.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

-As solucdes EG+PRO e EG+DMSO sdo similares na manuten¢do da
sobrevivéncia de blastocistos expandidos bovinos apds a vitrificagao.

- As solucdes EG+PRO e EG+DMSO sdo mais eficientes que as solucdes
EG+CLI ou EG em promover a sobrevivéncia embriondria apds vitrificacao.

-O uso de nitrogénio liquido super-resfriado ndo melhora a sobrevivéncia de

blastocistos bovinos PIV vitrificados em OPS.
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ANEXO 01:

Trabalho apresentado no Congresso Brasileiro de Reproduc¢do Animal, Goiania 2005.

Embri6es bovinos produzidos in vitro e vitrificados com diferentes crioprotetores, utilizando
nitrogénio em atmosfera normal ou vacuo.

Bovine in vitro produced embryos vitrified with differents cryoprotectants in normal atmosphere or
vacuum nitrogen.

D.E. Werlich, F. B. Cruz, S. Bunn, K. C. Wentz, M. Francescatto, M.H. Barreta, A. Mezzalira
Universidade do Estado de Santa Catarina UDESC — Centro de Ciéncias Agroveterindrias - Lages SC
E-mail: mezzalira@cav.udesc.br

Introducao

Inimeros estudos tém sido direcionados para a criopreservagdo de ovdcitos e embrides, buscando
crioprotetores menos téxicos, reduzindo o tempo de exposicdo e aumentando a taxa de
resfriamento/reaquecimento. Metodologias que usam o contato direto com o nitrogénio, como grades
metélicas, palhetas estiradas, crioloops, e micropipetas de vidro, entre outras, possibilitam maior taxa de
resfriamento, proporcionando bons resultados, principalmente com ovdcitos. Maiores taxas de
resfriamento sdo obtidas com a aplicacdo de vidcuo sobre o nitrogénio, o que reduz sua ebulicdo,
aumentando a transmissdo do calor. Este estudo teve por objetivo avaliar diferentes solucdes
crioprotetoras na vitrificacdo de embrides bovinos produzidos in vitro (PIV), utilizando nitrogénio em
atmosfera normal ou submetido ao vacuo.

Material e Métodos

Blastocistos expandidos (Bx) bovinos produzidos in vitro foram submetidos em D7 a um de quatro
grupos experimentais e vitrificados em OPS, ou a um grupo controle (n=49) ndo vitrificado. No Gl
(n=49) os Bx foram expostos por 1 minuto a 10% EG + 10% DMSO e por 20 segundos a solucio de
vitrificagdo (20% EG + 20% DMSO) e entdo mergulhados em nitrogénio. O G2 (n=46) constou do
mesmo procedimento, porém com a vitrificagdo efetuada em nitrogénio submetido ao vacuo, até iniciar a
solidificacdo. No G3 (n=50) os Bx foram expostos por 1 minuto a 10% EG + 10% PROH e por 20
segundos a solug¢do de vitrificacdo (20% de EG + 20% de Propanediol) e entdo mergulhados em
nitrogénio. O G4 (n=50) constou do mesmo procedimento, porém com a vitrificacdo efetuada em
nitrogénio submetido ao vdcuo. O vicuo foi produzido com um equipamento artesanal (Nitrocooler)
constituido de uma bomba elétrica acoplada a um recipiente metédlico revestido com isopor e contendo
cerca de 300 mL de nitrogénio. O reaquecimento foi realizado pela exposicdo (5 minutos cada) a
concentragcdes decrescentes de sacarose (0,3 e 0,15M no G1 e G2) e (0,6 e 0,3M no G3 e G4). Todas as
solucdes foram preparadas em TCM 199, com Hepes e 10% de soro de égua em estro. Os embrides foram
entdo submetidos a um periodo de cultivo de 48 horas, quando se avaliou as taxas de eclosdo. Os dados de
cinco repeticdes foram submetidos a andlise de varidncia com 5% de significancia.

Resultados e Discussao

As taxas de eclosdo foram semelhantes em todos os tratamentos (P>0,05), sendo 50,1% para os embrides
vitrificados com EG+DMSO em atmosfera normal (Gl); 50,2% para os embrides vitrificados com
EG+DMSO em vicuo (G2); 56,0% para os embrides vitrificados com EG+PROH em atmosfera normal
(G3); e 54,0% para os embrides vitrificados com EG+ PROH em védcuo. O grupo controle apresentou
83,8% de eclosdo. Diferente dos achados de Santos et al (2004) que obtiveram maior viabilidade com o
uso de vdcuo na vitrificacdo de ovdcitos bovinos, neste estudo ndo foi observado efeito benéfico do vicuo
na criopreservacdo de blastocistos. Este comportamento diferente pode dever-se ao fato dos blastocistos
serem multicelulares, portanto com distinta relacdo superficie/volume e assim, distinto coeficiente de
permeabilidade. As taxas de eclosdo observadas com as duas solugdes crioprotetores sao satisfatdrias e
semelhantes aquelas ja obtidas (49,6 a 54,0%) no laboratério (Mezzalira et al, 2004). Os resultados
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obtidos permitem concluir que: O propanediol pode ser usado em substitui¢do ao DMSO, proporcionando
idéntica viabilidade na vitrificagdo de blastocistos bovinos produzidos in vitro; A utilizacdo de nitrogénio
submetido ao vicuo, embora possibilite aumentar a taxa de resfriamento e a viabilidade de ovdcitos
vitrificados, ndo tem efeito benéfico na vitrificacdo de blastocistos.
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ANEXO 2

Foto do equipamento Nitrocooler, utilizado na vitrificacdo de embrides.
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