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Capitulo 17- Criopreservacao de embrioes bovinos: avancos e entraves
OLIVEIRA, C.S.!; SENA, L.M?; SANTOS, J.D.2; OLIVEIRA, L.Z.>; MARTINS, C.B.2

Introducao

O Brasil utiliza intensamente e desenvolve biotecnologias da reproducdo animal,
sendo 0 maior produtor de embrides bovinos produzidos in vitro (PIV), responsdvel por
70,8% da producdo mundial (IETS, 2014). Através do uso da PIV, os ganhos genéticos e a
pressdo de sele¢do sobre os rebanhos podem aumentar com velocidade consideravelmente
superior a obtida com métodos reprodutivos convencionais. Assim, a producdo in vitro de
embrides consiste em uma ferramenta importante para a pecudria, por (i) aumentar a
eficiéncia reprodutiva de animais geneticamente superiores, (ii) encurtar o intervalo entre
geracdes, favorecendo o uso de fémeas na pré-puberdade, (iii) facilitar o uso do sémen
sexado, priorizando a produgdo de bezerras fémeas, beneficio especialmente importante em
sistemas de producdo leiteira e rebanhos geneticamente superiores, e (iv) por propiciar a
manuten¢do de grau de sangue definido em rebanhos cruzados. Estas caracteristicas estio
todas relacionadas com impacto econdmico positivo para a pecudria.

O conceito de criopreservacio envolve o armazenamento de tecidos bioldgicos vivos a
baixas temperaturas para que esses continuem vidveis para utilizagdo futura. A interrup¢éo do
desenvolvimento embriondrio no estdgio de blastocisto permite a programacdo de diversas
etapas subsequentes, otimizando o destino destes embrides. Dois principais métodos de
criopreservacdo sdo descritos (GONCALVES, FIGUEIREDO e FREITAS, 2008). O
congelamento lento que visa a manuten¢do do equilibrio entre as vérias fontes de danos,
utilizando baixas concentragdes de crioprotetores para controlar a formacdo de cristais de
gelo, e o congelamento rdpido que emprega concentragdes maiores de crioprotetores, levando
os componentes celulares a um estagio vitreo promovendo a conservagdo (VAITA e NAGY,
2006).

Dentre os aspectos de controle que tornam importante o processo a criopreservagao, o
manejo de receptoras seria o mais evidente. Em qualquer programa de transferéncia de

embrides, frequentemente temos receptoras em excesso ou em nimero insuficiente, por ser
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improvavel a estimativa precisa do nimero de blastocistos que serd produzido dias antes do
momento da pung¢do folicular (BUENO e BELTRAN 2008).

Outro ponto critico seria o transporte e comercializacdo destes embrides. Congelados
em palhetas, podem ser trabalhados de forma semelhante a doses de sémen, tornando assim, a
comercializa¢do mais facil e pratica, com beneficios que se estenderiam desde a sanidade dos
rebanhos, por ndo haver a necessidade de introdugdo receptoras, até ganhos genéticos
extremos, pela completa substituicio do genoma materno (GONCALVES, FIGUEIREDO e
FREITAS, 2008). O terceiro aspecto interessante € a utilizacdo da ferramenta para a producao
de bancos de germoplasma. Genomas e a combinag@o deles poderiam ser armazenados por
periodos indeterminados e se tornariam uma alternativa vidvel de retorno em programas de
melhoramento genético (MARIANTE, ALBUQUERQUE e RAMOS, 2011).

No entanto, apesar das indmeras vantagens da biotécnica, a criopreservacdo de
embrides ainda ndo é uma pratica comum em programas de producdo de embrides in vitro,
devido aos inumeros fatores que afetam a viabilidade embriondria. Esses resultados sdo
atribuidos a alteracdes de acumulo lipidico, alteracdes genéticas, epigenéticas e danos as
organelas citoplasmaticas (FAIR et al., 2001; ENRIGHT et al., 2003).

Nesse contexto, o intuito desta revisdo € discutir os principais pontos que tornaram o
armazenamento de embrides um gargalo na PIV, e algumas estratégias propostas para

minimizar os efeitos deletérios da biotécnica.

Principios basicos da criopreservacao de embrioes

O conceito de criopreservagdo envolve o armazenamento de tecidos biolégicos vivos a
baixas temperaturas e apesar de ja ter sido tema de diversos filmes de ficcdo cientifica, a
criopreservacdo ¢ um procedimento amplamente utilizado para conservacdo de linhagens
celulares diversas, espermatozéides (SHARMA, 2011) e fragmentos de tecidos (PARIS et al.,
2004). Durante os processos de congelamento e descongelamento, ocorrem danos na estrutura
celular que sdo provenientes de fatores como a formacéo intracelular de cristais de gelo e a
diminui¢do da temperatura antes do congelamento (SHARMA, 2011).

Os embrides em estddio de blastocisto possuem pelo menos duas linhagens
diferenciadas: o trofectoderma e a massa celular interna (ZERNICKA-GOETZ, 2011). Em
bovinos, estruturas coletadas no dia 7 de desenvolvimento apresentam aproximadamente 100

células (OLIVEIRA et al.,, 2011), organizadas tridimensionalmente de maneira Unica, e

envoltas por uma forte membrana denominada zona pelicida. Portanto, o processo de
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criopreservacdo de embrides apresenta elevada complexidade quando comparado a
criopreservacio de suspensdes de células contendo milhares de exemplares, como ocorre em
células tronco embrionarias (CTE), por exemplo.

Os efeitos deletérios sobre percentuais da populagdo na criopreservacdo de CTE,
mesmo que significativos, tem menor importancia sobre o cultivo como um todo, uma vez
que ha um grande nimero de células vivas que podem multiplicar-se e substituir as células
perdidas com o processo de criopreservacdo. No blastocisto, o percentual de células da massa
celular interna corresponde a aproximadamente 38% das células do blastocisto no dia 7 em
bovinos (OLIVEIRA et al.,, 2011). E a perda destas células durante o processo de
criopreservacdo pode ser irrepardvel. Por isso, o potencial de sobrevivéncia das células é um
aspecto essencial, caracteristica denominada criotolerancia.

A primeira técnica proposta para criopreservacdo de embrides com sucesso foi a
congelacdo lenta (WHITTINGHAM et al., 1971). O principio da congelacdo lenta é promover
o congelamento dos compartimentos externos ao embrido, promovendo desidratacdo gradual
do blastocisto até que o mesmo atinja a temperatura de vitrificacdo da matriz intracelular
(SARAGUSTY e ARAV, 2011). Para tanto, os blastocistos sd3o expostos a baixas
concentragdes de crioprotetores, sendo a temperatura reduzida a -5 a -7°C para equilibrio. Em
seguida, as estruturas sdo submetidas ao inicio da congelacdo extracelular, a temperatura é
diminuida gradualmente através de uma curva de -0.3 a -0.5°C por minuto, até atingir
temperaturas da ordem de -30 a -65° C, quando as palhetas s@o imersas em nitrogénio liquido
(WILLADSEN et al., 1976).

Apesar de funcionar muito bem para embrides produzidos in vivo, com taxas de
aproximadamente 41,5% de prenhez (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, DEN DAAS e
RALL, 1997), em embrides PIV os indices inicialmente foram insatisfatérios. Neste contexto,
a técnica de vitrificagdo reemergiu como uma alternativa interessante para a criopreservagao
de embrides PIV. O congelamento rdpido ou vitrificagdo promove a desidratacdo do embrido
pelo emprego de solucdes osmdticas e indugdo da diminuicdo drédstica da temperatura
embriondria, transpondo a etapa de cristalizacdo (SARAGUSTY e ARAYV, 2011). Para tanto,
sdo utilizadas concentragdes maiores de crioprotetores, que em fungcdo de sua maior
velocidade de resfriamento e aquecimento proporcionam uma passagem rapida pela faixa
critica de temperatura (NEDAMBALE et al., 2004). Trés aspectos sdo muito importantes
neste tltimo processo: a taxa de resfriamento, a viscosidade do meio de vitrificacdo, que deve

ser alta para aumentar a temperatura de transi¢do, diminuindo as chances de cristalizacdo; e o
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volume, que deve ser o menor possivel para permitir melhor transferéncia de calor
(SARAGUSTY e ARAV, 2011).

Diversos protocolos foram desenvolvidos utilizando essa técnica e as diferengas
existentes nas taxas de sobrevivéncia apds a vitrificagdo obtidas entre diferentes autores e
protocolos refletem possivelmente o estdgio, origem, a composi¢do de lipideos intracelulares,
diferencas na estrutura microtubular e a razdo volume/superficie dos embrides influenciando a
penetracdo de crioprotetores (VAJTA et al. 1998). O procedimento de vitrificacdo pela
técnica open pulled straw (OPS), proposto por Vajta (1998), permite que se alcance taxas
muito altas de resfriamento e aquecimento (até¢ 20.000°C/min), e pequeno contato com 0s
aditivos crioprotetores concentrados (menos de 30seg. a 180°C negativos). A técnica evita a
injuria causada pela formacdo de cristais, toxicidade e danos osmoticos, culminando com
taxas de blastocistos semelhantes aos embrides controle, em embrides criopreservados desde
o dia 3 (D3) ao dia 7 (D7).

As técnicas de criopreservagido sdo importantes ferramentas para o controle do destino
dos embrides, porém, afetam a viabilidade embrionaria, principalmente nos embrides
produzidos in vitro. Estudos comparando a viabilidade de embrides submetidos a congelagéo
lenta e vitrificacdo apontam a segunda como mais adequada (MUCCI et al., 2006). Apesar da
maioria dos estudos apontar queda na viabilidade de embrides PIV criopreservados por
congelamento rdpido, estudos demonstram que os indices de prenhez sdo semelhantes quando
comparados aos da inseminagdo artificial em rebanhos leiteiros, tornando a técnica

interessante para determinados fins (BLOCK et al., 2010).
Principais efeitos deletérios da criopreservacio nos embrides PIV

Os efeitos dos crioprotetores sobre organelas celulares foram investigados em alguns
estudos. Goméz et al. (2009) observaram lesdes principalmente na MCI de embrides apds a
vitrificagdo, com reducdo do niimero de células. Ohboshi et al. (1998) notaram a diminuicdo
de microvilosidades em embrides criopreservados, além de alteracdes de membrana
plasmadtica, mitocondriais e edema do reticulo endoplasmético; no entanto, nicleo e regides
juncionais resistiram a crioinjuria.

Fair et al. (2001) compararam os efeitos da criopreservagao sobre embrides produzidos
in vitro (PIV) e in vivo. Os autores descreveram que os embrides PIV apresentaram
caracteristicas morfoldgicas distintas dos produzidos in vivo, como espaco perivitelino mais
largo, menor abundéncia de microvilosidades (MV) e a presenga de debris celulares no espaco

perivitelino. Ainda, a diminui¢do dos contatos juncionais entre células trofoblasticas também



Topicos especiais em Ciéncia Animal IV - ISBN 978-85-61890-78-0
249

€ evidente em embrides PIV. Apds a criopreservacio, os autores observaram maior nimero de
goticulas lipidicas, e redugdo pronunciada dos contatos juncionais. A comparacio entre 0s
efeitos da criopreservacdo entre embrides produzidos in vivo e in vitro mostrou que a quebra
da zona peldcida foi observada com maior frequencia nos embrides PIV, e que embrides
produzidos in vivo apresentam maior tolerancia a exposicdo ao crioprotetor e a
criopreservacao.

Jin et al. (2011) demonstraram que a permeabilidade dos embrides bovinos em estigio
de moérula a crioprotetores € baixa, ocorre por canais de aquaporina 3 (difusdo facilitada:
glicerol e etilenoglicol) e difusdo simples (DMSO). Camargo et al. (2011) observaram que o
sistema de cultivo e a vitrifica¢do afetam a expressdo das aquaporinas, que estdo diretamente
relacionadas com a habilidade de reidratacio dos embrides criopreservados.

Além dos efeitos da criopreservagdo serem mais acentuados em embrides PIV que em
embrides produzidos in vivo, a composicdo racial também afeta a criotolerancia. Ao comparar
embrides Bos taurus e Bos indicus, Visintin et al. (2002) observaram que antes da
criopreservacdo, maiores e mais numerosas goticulas lipidicas em embrides da raga
Holandesa, maior nimero de mitocondrias em embrides Nelore, € maior nimero de vesiculas
contendo material parcialmente digerido (vactolos fagossdomicos) ligados ou ndo a lisossomos
em embrides Nelore. Apos a vitrificacio, foi observado em ambos os tipos raciais um maior
espaco perivitelino, sugerindo expansdo incompleta dos blastdmeros no processo de
reidratagc@o associada a remocdo do crioprotetor. Apesar de macroscopicamente os embrides
parecerem normais, as células embriondrias, principalmente de embrides Nelore,
apresentaram alteragdes significativas, como sinais qualitativos e quantitativos de
degeneracdo: células edemaciadas, apresentando injdrias citoplasmaticas, vacuolizagdo do
ndcleo, lise celular, membranas plasmadticas descontinuas, e processos similares aos
observados na morte celular. A reducdo de microvilosidades na superficie de células
trofobldsticas, aumento de vactiolos endossdmicos, vacuolizacdo mitocondrial e intensa
expansdo do compartimento de membrana também foram descritos. Os embrides da raga
Holandesa apresentaram melhores condi¢des morfoldgicas apds o processo de vitrificacdo,

sugerindo maior criotolerancia.

Efeitos dos meios de cultivo in vitro na criotolerancia dos embrioes

Por mais adequado que seja o ambiente de cultivo in vitro, dificilmente se aproximara

do ambiente uterino e tubarico. O fornecimento de nutrientes ndo € dinamico € ndo



Topicos especiais em Ciéncia Animal IV - ISBN 978-85-61890-78-0
250

conhecemos todas as substincias importantes ao desenvolvimento embriondrio in vivo, para
suplementd-las adequadamente. Por isso, algumas moléculas podem ser fornecidas em
excesso e outras importantes podem ser negligenciadas. Além disso, o fato dos embrides nio
se movimentarem, como ocorre no ambiente uterino e tubdrico, e alteragdes de luminosidade,
mudanga de temperatura e atmosfera gasosa durante o processo, podem ocasionar danos aos
embrides. Por isso, sabemos que os embrides produzidos in vitro apresentam alteragdes
morfolégicas (FAIR et al., 2001), alteracdes génicas (WRENZYCKI e NIEMANN, 2003), e
epigenéticas (ENRIGHT et al., 2003). Tais alteracdes culminam com a formagdo de
blastocistos de qualidade inferior quando comparados aos produzidos in vivo, o que serd
refletido na menor sobrevivéncia ao stress celular causado pela criopreservacao.

Ja foi demonstrado em diversos estudos que o sistema de cultivo afeta a criotolerancia
dos blastocistos nele produzidos (RIZOS et al., 2001). Este efeito € facilmente observado
quando se compara o cultivo in vivo com o in vitro. Enright et al. (2000) demonstraram que
zigotos produzidos in vitro e cultivados no oviduto de ovelhas (in vivo) apresentaram maior
criotolerdncia em comparacio aos cultivados in vitro. Lonergan et al. (2003) delinearam um
estudo para avaliar em que estadio de desenvolvimento o cultivo in vivo seria mais critico na
aquisi¢do da criotolerdncia e demonstrou que os quatro ultimos dias de cultivo (D4-D7) sdo
especialmente importantes. Outro estudo conduzido por Havlicek et al. (2010) descreve que
quanto maior o tempo em ambiente in vivo, maior a criotolerancia dos embrides produzidos.

Dentre os principais componentes que parecem estar envolvidos na diminui¢do da
criotolerdncia de embrides PIV, pode-se apontar o acimulo anormal de lipideos
intracitoplasmdticos nos embrides, principalmente nos sistemas que utilizam soro fetal bovino
(SFB) (ABE et al., 2002). Neste contexto, diversos estudos demonstraram que a substitui¢ao
do SFB tem efeito positivo sobre a congelabilidade dos blastocistos produzidos (BARCELO-
FIMBRES e SEIDEL, 2007, MUCCI, 2006; MOORE et al., 2007). Outros estudos
demonstraram que a adicdo de agentes delipidantes, que diminuem a acumulagdo lipidica em
embrides, tais como o ethosulfato de phenazina (BARCEL()—FIMBRES e SEIDEL, 2007) e
compostos de dcido linoleico ao meio de cultivo com SFB, aumentaram a criotolerancia dos
embrides produzidos (PEREIRA et al., 2008). Diez et al. (2001) promoveram a remocao de
goticulas lipidicas dos embrides e perceberam também um aumento na criotolerancia,
deixando claro que ha interferéncia destas estruturas na congelabilidade.

Além da suplementacio do SFB, outros aspectos do cultivo in vitro parecem ter efeito
sobre a congelabilidade dos embrides. O co-cultivo com células do oviduto afeta

positivamente os embrides criopreservados (SHIRAZI et al., 2009), assim como a adicdo de
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alguns componentes, a exemplo da hialurona (BLOCK et al., 2009). O tipo de 6leo utilizado
no cultivo de microgotas também afeta a criotolerancia dos embrides por alterar a composicio
lipidica das membranas embriondrias ou por causar danos pela peroxidagdo lipidica (VAN
SOOM et al., 2001).

Outra estratégia para o aumento dos indices de criopreservagdao é a otimizag¢do da
técnica. Algumas alteragcdes nos protocolos tradicionais foram propostas, como a adi¢do de
albumina rica em lipideos ao meio de vitrificagdo em substituicdo ao SFB (LIM et al., 2008).
E até a aplicacdo de pressdo hidrostatica subletal logo antes do processo incrementam as taxas
de sobrevivéncia apds descongelamento (SIQUEIRA FILHO et al., 2011). A otimizagdo dos
aparatos para posicionamento dos embrides, de forma a facilitar a transferéncia de calor e
protecdo dos embrides, também foi o foco de muitas iniciativas (Cryotop®, Kitazato,
Valencia, Spain).

Apds o descongelamento, os embrides apresentam padrdo de transcrigdo génica
compativel com desenvolvimento embriondrio subsequente a eclosdo, demonstrando que eles
ainda se apresentam potencialmente competentes (KUZMANY et al., 2011). No entanto,
diversas alteracdes estdo presentes nos embrides PIV apés o descongelamento. Entre elas, o
diametro dos poros da ZP encontra-se alterado, o que possivelmente dificulta a troca de
liquido e nutrientes com o meio externo (MOREIRA DA SILVA e METELO, 2005). O perfil
de expressdo génica de embrides descongelados também ¢ alterado em comparacdo ao de
embrides frescos (STINSHOFF et al., 2011). Tais altera¢des sdo ainda mais pronunciadas em
embrides criopreservados pela congelacdo lenta. Dentre os genes alterados, estdo transcritos
relacionados a fragmentagdo de DNA (PARK et al., 2006).

Apés o descongelamento, algumas técnicas permitem o aumento da competéncia dos
blastocistos. Pryor et al. (2011), demonstraram que a eclos@o assistida por laser aumenta a
sobrevivéncia embriondria apds a descongelacdo, conferindo maior nimero de células totais e
vivas aos blastocistos. Além disso, o cultivo dos embrides na presenca de alguns agentes
culmina com o aumento da sobrevivéncia dos embrides. Hochi et al. (2010) testaram um
inibidor da “Rho assossiated coiled- coil kinase” e observaram aumento na taxa de
sobrevivéncia dos embrides vitrificados apds descongelamento. A suplementagdo com
hormonio tireoidiano também melhorou a expansido e eclosdo dos blastocistos apds
descongelamento (ASHKAR et al, 2010). A adicdo de B-mercaptoetanol promoveu
diminui¢do na fragmentagdo de DNA observada apds a vitrificacdo (HOSSEINI et al., 2009).

Ainda, a adi¢@o de IGF-I durante o descongelamento de embrides criopreservados melhora a
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organizacdo da actina, aumenta o numero de células e diminui as taxas de apoptose

(MAKAREVICH et al., 2012).

CONSIDERA COES FINAIS

A criopreservacdo de embrides PIV € uma biotécnica ascendente, apesar de ainda ndo
ser pratica rotineira em diversos laboratdrios. Porém, estudos demonstram que é possivel a
producdo de embrides com maior potencial de sobrevivéncia a criopreservacdo. Diversos
suplementos e praticas, quando aplicados ao meio de cultivo e também ao meio de
descongelagdo, promovem incrementos significativos na sobrevivéncia embriondria. Portanto,
a associacdo destes conhecimentos recentes a rotina da PIV € promissora, e cria expectativa

para viabilizagdo rotineira das técnicas de criopreservagdo.
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