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1. INTRODUCAO

A producdao in vitro (P1V) de embribes bovinos vem-se tornando uma prética
promissora, e, certamente, ter4 importante papel na aplicagcdo comercial de
programas de melhoramento genético. Entretanto, para que a PIV possa ser
amplamente difundida é essencial que os embribes possam ser estocados em
nitrogénio liqguido (KHURANA e NIEMANN, 2000). Embora tenha ocorréncia de um
progresso nas porcentagens de embrides que sdo capazes de desenvolvimento
normal, existe um menor niamero destes in vitro do que naqueles produzidos in vivo
(KHURANA E NIEMANNH, 2000; TAKAHASHI, 2000.; LONERGAN, 2003). Vérias
diferencas foram mostradas entre esses dois tipos de embriées, como numero de
células, tolerancia a criopreservacdo e anormalidades cromossémicas (VIUFF,
2000; WARD, 2001; RIZOS, 2003).

A vitrificacdo tornou-se uma alternativa para criopreservacéo de células e de
tecidos. Recentemente, seu sucesso tem aumentado as expectativas em diversas
areas de conhecimento envolvidas com a preservacdo de gametas e embrifes
(KULESHOVA E LOPATA, 2002). As interacfes entre a composicdo bioguimica das
células e as propriedades das solucdes crioprotetoras estdo associadas a presenca
de polimeros, aclUcares ou outras macromoléculas sintéticas e/ou bioldgicas
(TITTERINGTON, 1995), aos métodos de desidratacdo celular e ao tipo de
crioprotetor (KULESHOVA, 1999).

O desafio para se obter éxito na criopreservacao de embrides consiste em
estabelecer-se uma adequada sequéncia de eventos envolvendo composicao ,
passando pelo tempo de desidratacdo celular e o coeficiente de permeabilidade
com a finalidade de evitar que as injUrias toxicas e/ou osmoticas atinjam a estrutura
celular. Pesquisas sobre técnicas de criopreservacéao incluiram estudos sobre o tipo
e a concentragcdo de crioprotetores, resfriamento e de congelamento, semeadura e
temperaturas em queda, temperaturas de descongelamento e as taxas e métodos
de remocéo de crioprotetor (FAHNING e GARCIA, 1992), porém este € um assunto
gue deve ter um constante estudo e pesquisa para aumentar a viabilidade do
embrido apds o processo de criopreservagao.

O objetivo do seguinte estudo € comparar a toxidade do Etileno Glicol (EG) e
Etileno Glicol MonoMetil Eter (EGMME) em diferentes proporgbes de exposicao,
com finalidade de obter um melhor método de criopreservacdo, visando obter
melhores taxas de sucesso no reaquecimento dos embrides.
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2. METODOLOGIA
Producéo in vitro dos embrides

Maturacdo in Vitro (MIV)- Como fonte de complexos cumulus ovocitos
(CCOs) foram utilizados ovarios bovinos coletados no abatedouro (Famile). Os
ovarios foram transportados até o laboratorio em garrafa térmica a temperatura de
24-35°C, contendo solucdo salina acrescida do antibiético gentamicina. No
laboratorio os ovarios foram lavados e solucéo salina e os foliculos com 3 a 8 mm
de diametro foram puncionados com um scalp 19G conectado a um tubo conico de
15mL ligado a um sistema de vacuo com pressdo de aspiracdo de 10mL/min. O
material recuperado dos foliculos permaneceu em repouso por cinco minutos até a
coleta do sedimento que foi depositado em placa de Petri para busca dos CCOs sob
estereomicroscopio equipado com mesa térmica. O liquido folicular (LF)
sobrenadante foi centrifugado a 2000g por cinco minutos para posterior uso na
manutencao dos CCOs até o inicio da selecdo morfolégica. Os CCOs selecionados
foram os de grau 1 e 2 (DELOOS,1989) e foram lavados em TCM-hepes [TCM 199
+ 10% de Soro Fetal Bovino] antes de serem transferidos para placa de maturacao.

A maturacéo in vitro (MIV) foi realizada em placas de multi-pogos (Nunc,
Nunclon, Dn) em 400ul de meio (Bio Reproducdo Anima®), acrescido de 10% de
SFB. As placas contendo os CCOs foram acondicionadas em estufa a 39°C com
atmosfera de 5% de CO, em ar sob méxima umidade durante 22-24 horas de
incubacéo.

Fertilizacdo In Vitro (FIV)- Ao final do periodo de MIV os CCOs foram
transferidos para placa de FIV contendo 400ul meio de fecundacéo (Bio Reproducéo
Animal®), (PARRISH, 1988) previamente estabilizado em estufa. Para FIV foi
utilizado sémen congelado de um touro reconhecidamente eficiente na produgéo in
vitro de embries. A cada rotina foi descongelada uma palheta de sémen para
selecdo dos espermatozoides pelo sistema mini-Percoll (Amersham Biosciences AB,
Uppsala, Sweden), sistema de gradiente descontinuo descrito por (PARRISH, 1986)
com modificacdes. ApOs a selecdo, foi realizada a inseminacédo (dia zero, DO)
utilizando uma dose inseminante de 1,0 x 10° espermatozoides/mL por 18 a 22
horas sob as mesmas condi¢des da MIV.

Cultivo In Vitro (CIV) - Ao final do periodo de FIV os provaveis zigotos foram
mecanicamente liberados das células do cumulus oophorus mediante repetidas
pipetagens e transferidos para os pocos da placa cultivo contendo 200ul de SOFaa
(Bio Reproducgao Animal®), (HOLM, 1994) suplementado com 5% de SFB e mantido
sob 6leo mineral. Apds 24 horas (dia 2, D2) de incubacéo sob as mesmas condicdes
das etapas anteriores. Em seguida, foram colocados 1,0mL de &gua no espaco
entre 0s pocos das placas que foram acondicionadas em sacos plasticos
impermeaveis a gases que foram selados e insuflados com 5% de CO,, 5% de O,
90% de N, (VAJTA, 1997). As embalagens com as placas foram entdo mantidas na
estufa a 39°C por mais 144 horas de incubacédo (dia sete, D7), quando foram
coletados os embrides (blastocistos) para uso nos tratamentos experimentais.

Teste de toxicidade do crioprotetor EGMME X EG
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Em embrides obtidos em D7 foi realizada a selecdo morfologica (LINDNER e
WRIGTH, 1983) e distribuicdo homogénea dos embrifes nos estagios de blastocisto
e blastocisto expandido classificados como graus de 1 e 2 entre os tratamentos de
exposi¢do ou ndo as diferentes concentragdes de crioprotetores. Serdo constituidos
guatro grupos: Controle sem crioprotetor ; 10% EGMME (T1); 15% EGMME (T2) e
20% EG (T3). O teste foi realizado de acordo com (SOMMERFELD e NIEMANN,
1999), mantendo os embrifes expostos aos tratamentos durante 5 min a 39°C antes
da remocéao dos crioprotetores mediante banhos sequenciais de 5 min em solucao
de aquecimento e reidratacdo (AR) compostas por gradientes decrescentes de
sacarose (0,4 - 0,26 e 0,16 M em TCM-hepes). ApOs estarem acondicionados em
TCM-hepes os embrides foram transferidos para as placas de CIV para cultivo
suplementar de 24 horas para determinagdo da taxa de sobrevivéncia, que foi
avaliada pela capacidade do embrido evoluir de estagio de blastocisto e blastocisto
expandido para (blastocisto eclodido).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No seguinte trabalho foram utilizados 4141 odcitos oriundos de 850 ovarios,
com uma taxa de clivagem de 70.05% e taxa de desenvolvimento de 20.65% |,
obtendo se assim um total de 704 embrides para os testes. Foram feitas doze
rotinas de PIV, e a média de embrides foi de 176, e a de embrides utilizados por
tratamento/rotina foi de 14.6. No teste de normalidade a distribuigdo foi normal onde
podemos realizar uma analise de variancia, através do programa Statistix®.

A Tabela 1 demonstra a média de embribes que demonstraram a capacidade
de manter seu desenvolvimento e evoluir para o estagio de blastocisto eclodido
apos exposicao as diferentes concentracdes dos crioprotetores.

Tabela 1: Média de eclosédo dos embribes apds a vitrificacdo com as diferentes
concentracdes dos crioprotetores.

Tratamento Média de Ecloséao
Controle 33,412
T1 (10%EGMME) 32,922
T2 (15% EGMME) 25,08%°
T3 (20% EG) 17,05°

Entre os crioprotetores intracelulares mais utilizados podem ser citados
dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, metanol e etilenoglicol (EG). Entre eles, o
etilenoglicol se destaca por apresentar baixa toxicidade e baixo peso molecular, o
gue facilita sua rapida permeacdo para o interior das células durante um curto
periodo de exposicao (KASAI, 1990). A exposicdo dos embrides a uma elevada
concentragdo de etileno glicol, ndo causa efeitos deletérios decorrentes de
toxicidade, como observado por Cortés e Rodrigues, (2000), ao realizarem teste de
toxicidade com embrides de camundongo a solucdo de 9,0 M de EG seguida do
cultivo in vitro. Entretanto, esse crioprotetor apresentou baixas taxas de eclosdo
gquando comparado aos outros tratamentos utilizados nesse experimento.

O Etileno monometil éter € amplamente usado como solvente industrial
(ROWE,1982) e (NIOSH, 1983), entretanto ndo ha dados na literatura de resultados
na criopreservacdo de embrides. As taxas de eclosdo adquiridas com 0 uso desse
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crioprotetor ndo apresentaram diferenca estatistica do controle (sem crioprotetor) na
concentracdo de 10% e foram melhores que as taxas obtidas com o uso do
etilenoglicol.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados encontrados podemos concluir que Etileno Glicol
Monometil Eter possui uma menor toxicidade em menor concentracdo do que o
Etileno Glicol, produto ja utilizado como constituinte das solu¢des de vitrificacéo,
sugerindo que este produto seja testado para tal procedimento para verificar sua
capacidade fisico-quimica frente ao processo de vitrificacao.
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