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INTRODUCAO

Através das téenicas in vitro atuais, grande nimero de embrides bovinos sdo produzidos
com custo relativamente baixo e podem ser utilizados em pesquisa cientifica basica
(desenvolvimento embrionario, transgénese, clonagem) ou com objetivos comerciais. Para a
produgdo in vitro de embrides (P1V) ser amplamente difundida, o uso da técnica de criopreservagio
¢ indispensdvel. Entretanto, embrides produzidos in vitro apresentam alta sensibilidade ao
congelamento, quando comparados com embrides produzidos in vive (LEIBO E LOSKUTOFF,
1993), 0 que faz da criopreservagio um desafio para os pesquisadores.

Os fatores que determinam a baixa capacidade de embrides PIV sobreviverem ao processo
de criopreservagdo ainda ndo s@io plenamente conhecidos. Fatores como periodo de cultivo
embrionario ¢ o tipo de meio utilizado s@io criticos para a qualidade embrionaria em termos de
criotolerancia (MUCCI er al., 2006; LONERGAN et al., 2006: HASLER ¢f «l..1996). Assim. a
otimizagao dos meios de cultivo utilizados na produgiio in vifro ¢ uma das formas de aumentar a
qualidade embriondria e. por conseqiiéncia, a resisténcia dos embrides ao processo.

Na criopreservagdo, o movimento de dgua e crioprotetores através da membrana plasmatica
representa ponto importante na sobrevivéncia celular. KAIDI ef al. (2000) observaram que
embrides, submetidos a teste osmotico, que seguiram padrido comum de desidratagdo e reexpansio,

comportando-se como perfeitos osmometros, apresentaram maior sobrevivéncia a vitrificagio.
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Outros estudos mostram, ainda. que a taxa de sobrevivéncia ¢ influenciada também pela idade do

embrido, fase de desenvolvimento e qualidade. (DONNAY et al., 1998: LAZAR e al.. 2000).
Objetivou-se, no presente estudo, avaliar a capacidade de desidratacdo ¢ reidratagio de

embrides de diferentes estddios de desenvolvimento, cultivados in vitro em meio SOFaa ou CR2an.

quando submetidos a desafio osmético.

MATERIAL E METODOS

Complexos cumullus-o6citos (COCs). obtidos a partir de aspiragdo de ovarios coletados em
matadouro, foram maturados e fecundados in vitro. Os possiveis zigotos foram distribuidos
aleatoriamente nos meios CR2aa ou SOFaa e cultivados em estufa a 38,5°C, 95% de umidade ¢ 5%
de CO, em ar atmosférico. Nos dias sete (D7) e oito (D8) apds a fecundacio. foram selecionados 94
embrides, de acordo com seu estadio de desenvolvimento para teste de desafio osmético. divididos
homogeneamente entre grupos controle e desafio osmdético. Para o desafio osmotico foram
utilizados blastocistos (Bl, n=38) ¢ blastocistos expandidos (Bx, n=27) de graus de qualidade 1 ¢ (1.
dos meios CR2aa (n=38) ¢ SOFaa (n=27). O desafio osmdético consistiu em observar ¢ fotogralar
individualmente embrides em quatro momentos distintos (TO, TS, T10 ¢ T2h). em temperatura
ambiente. utilizando camera Sony DX-950 acoplada a microscopio invertido. As imagens foram
armavzenadas diretamente em computador, utilizando-se o software Pinnacle Studio, versao 7.11,
para posterior avaliagao,

No primeiro momento (T0), cada embrido foi fotografado em gota de 20ul de solugio
TALP isosmotica. Dessa gota, foram transferidos individualmente para gotas de 20ul de solugado
hipertonica de Cloreto de Sodio (NaCl, 900 mOs), contendo Albumina Sérica Bovina (BSA). Os
embrides permaneceram por cinco minutos e foram fotografados (T5). No terceiro momento (T10),
os embrides foram transferidos para gotas de 20p! de solugdo TALP isosmotica. onde foram
mantidos por dez minutos e fotografados ao final do periodo. No Gltimo momento (12h). os
embrides foram colocados em gotas de 20ul de CR2aa e mantidos em estufa incubadora por duas
horas. apos o que foram novamente fotografados. Cada embrido submetido ao teste loi
acondicionado individualmente em criotubo com 2 pl de TALP e mergulhado em Na. sendo em
seguida armazenado em freezer a -90°C para posterior extragdo e quantificagdo de RNAm.

Os embrides do grupo controle foram mantidos em gotas de 20ul de Talp onde foram
fotografados e transferidos para estufa incubadora em gotas CR2aa por duas horas e fotografados ao
final do periodo.

As imagens obtidas foram submetidas & andlise no software Image J. com o qual mensurou-

se a drea de cada embrido nos quatro momen‘os avaliados. Calculou-se a taxa de desidratagio dos
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embrides pela diferenca entre a drea mensurada nos momentos TO e TS5, As taxas de reidratacio nos
momentos 'O (TR10) ¢ T2h (TR2h) foram calculadas pelas seguintes formulas: TR10 = (T10/T0-
15) x 100: TR2h = (T2h/T0O-T5) x 100,

As varidveis taxa de desidratacio, taxas de reidratagio (TRI10 e TR2h) e a area final,
expressa como porcentagem da area em TO, foram submetidas a andlise de varincia. levando-se em
consideragdo os efeitos de estadio de desenvolvimento e meio de cultivo, utilizando-se o programa

Satistical Analysis System (SAS). Os valores estdo apresentados como média + erro padrio da
média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagdo ao estddio de desenvolvimento, observou-se que. em T5. embrides Bl
apresentaram menor (p<0.05) taxa de desidratagio relativa ao TO (35.2+2.7%) quando comparados
com os blastocistos expandidos (Bx) (43,5£1,3%), demonstrando menor desidratagao (figura 1).
Apos retornar ao meio isotonico (T10), a taxa de reidratagdo foi maior (p<0.05) nos blastocistos
(Bl) (24.6+3.1%) do que nos Bx (9,7+5,5%), bem como no momento T2h (BI=42.6+3.9% vs
Bx=28.4+7.2%), sugerindo maior capacidade de reidratagio dos Bl (figura 2). Em T2h, embrides Bl
apresentaram drea média superior as areas em TO (107,0£2,8%). enquanto embrides Bx ndo
alcangcaram a medida da drea inicial (84,9+4,4%). indicando melhor recuperagio dos Bl apds
retorno ao cultivo embrionario (figura 3).

Ao considerar-se 0 meio de cultivo, observou-se que em T5 blastocistos produzidos ¢m
CR2aa apresentaram menor (p<0,035) taxa de desidrataco (31,3£2.9%) quando comparados aos
produzidos em SOFaa (40.6£1.9%) (figura 4). Nao houve diferenga (p=0.05) na taxa de
desidratacdo dos Bx entre os meios. Contudo, em TI10, ndo houve diferenga (p>0.05) no
comportamento dos embrides Bl e Bx produzidos em meio CR2aa ou SOFaa (78,0=4.2% vs
72.7£4.4%). bem como no T2h (95.8£4.2% vs 94,0+4.5%). Esses resultados demonstram que as
diferengas observadas entre os cultivos SOFaa e CR2aa apds 5 minutos em meio hipertdnico sdo
eliminadas apds 10 minutos em meio isoténico e 2 horas em cultivo.

Os resultados mostram que embrides bovinos PIV em estadio de Bl possuem menor
capacidade de desidratagdo e maior capacidade de reidratagdo quando comparados aos embrides em
estadio de Bx,. O meio de cultivo dos embrides pode ter determinado o comportamento diferente
entre o8 Bl apenas em T35, quando as estruturas sofreram desidratagio. Nos outros momentos nio
foram observadas diferengas no comportamento dos Bl e Bx cultivados em SOFaa ou CR2aa.

Assim. o estadio de desenvolvimento, e ndo o meio de cultivo utilizado. foi determinante do padrio

de comportamento observado.
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'studos mostram  maior taxa de sobrevivéncia in vitro,, apds congelamento e
descongelamento. de embrides que alcangam estadio mais avangado de desenvolvimento durante o
periodo de cultivo, No presente estudo. foram observadas diferengas no comportamento osmético
entre embrides de diferentes estadios. Porém, ndo é possivel associar qual padrio de desidratagio e
reidratacdo representa maior criotolerancia. O teste realizado procurou mimetizar as alteragdes
osmoticas a que embrides sdo submetidos durante o congelamento. Entretanto, outros tipos de
danos, além do osmotico. podem ocorrer e estdo relacionados a fatores como toxicidade dos
crioprotetores, tempo de exposi¢do, temperatura e tipo de curva de congelamento. ¢ estes nio foram
avaliados no experimento.

KAIDI et al. (2000) associou maior criotolerdncia aqueles embrides que funcionaram
como verdadeiros osmometros, respondendo as alteragdes do meio com padrdo de comportamento
definido. Ainda, tais caracteristicas foram observadas em blastocistos expandidos, reforcando a
déia de maior criotolerancia deste estaddio. No presente estudo, Bl desidrataram menos em relagio a
area icial. quando comparados aos Bx, fato que pode estar relacionado ao menor grau de
blastulagdo daqueles embrides. Entretanto, Bl reidrataram mais no meio isotdnico e apresentaram
area relativa @ TO maior apds duas horas de cultivo do que os Bx. Durante T35, o maior contetido
cavitario do Bx pode ter favorecido a perda de liquido para o meio. E possivel que, por possuirem
maior blastocele. a membrana plasmatica das células desses embrides ja estejam equipadas com
estruturas responsaveis por trocas mais eficieates. como canais de agua. além das bombas de Na ¢
K. Entretanto, com o decorrer do tempo, ao permanecer em meio isotonico (110 ¢ T2h). os BI
demonstraram maior reidrata¢do, sugerindo melhor recuperagio da desidratagdo dos Bl com o
decorrer do tempo.

Novos estudos devem ser conduzidos para determinar o efeito de outros tipos de danos
dos embrides durante a criopreservagao. Quanto a4 osmolaridade, embrides em estagio de
blastocisto. independente do meio onde foram cultivados, parecem responder melhor que
blastocistos expandidos, recuperando-se e continuando seu desenvolvimento apos duas horas de
cultivo.

O conhecimento do comportamento de embrides PIV diante de cada ctapa da
criopreservacdo, e dos tipos de danos que podem ocorrer durante o processo. indicario as

adaptagdes necessarias para a melhoria dos indices nesta biotécnica.
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Figura 1: Taxa de desidratagio ap6s 5 minutos em
solugdo hipertdnica (T5) para blastocistos (Bl) ¢
blastocistos expandidos (Bx) expressa
percentualmente pela diferenga entre as areas no
momento TO e T5.

Colunas no mesmo grafico com diferentes letras

apresentam diferenga estatistica.
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Ficura 2: Taxa de rehidratagdio de blastocisto (Bl) ¢ blastocisto
expandido (Bx). submetidos a desafio osmotico em solugao
hipertonica, apés 10 minutos em meio isotdnico (T10) e duas

horas de cultivo em CR2aa (T2h).
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Figura 3: Comparagdo entre as areas em T2h de Bl ¢ Bx.
cultivados em meio SOFaa ou CR2aa, apds duas horas de

cultivo (T2h) ao final do desafio osmotico.
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Figura 4: Taxa de desidratagdo de Bl cultivados em CR2aa

ou SOFaa apés cinco minutos em solugdo hipertonica (1'35)
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