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RESUMO

Virios estudos indicam que embrides produzidos iz vitro (PIV)
s20 menos resistentes a criopreservacao do que os 2z vivo. Isso se
deve as diferencas existentes entre eles causadas, principalmente,
pelo cultivo in vitro. Essa revisdo visa sumarizar os principais
fatores que afetam a criopreservagao de embrides PIV e abordar
as diferentes estratégias que podem ser utilizadas para melhorar
aqualidade e aumentar a criotolerancia desses embrioes.
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ABSTRACT

Numerous studies indicate that zz vitro produced (IVP)
bovine embryos are less resistant to cryopreservation when
compared to those produced 7z wvivo. The lower
cryotolerance of those embryos are probably caused by the
in vitro culture. This review aims to summarize the main
factors that affect cryopreservation of IVP embryos and to
describe different strategies for modifying those embryos to
increase their quality and cryosurvival.
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INTRODUGAO

A producio in vitro de embrides (PIV) ¢ uma ferramenta
importante para aumentar a produtividade, pois possibilita a
multiplicacdo rapida de animais melhoradores e permite a
producio de embrides com valor agregados. Inicialmente essa
técnica era utilizada apenas para fins de pesquisa, mas, na
ultima década passou a ser utilizada para a multiplicacao
comercial, especialmente no Brasil, que ¢ atualmente o pais
que mais produz embrides PIV no mundo (Viana ez al, 2012).
Apesar de ser considerada uma técnica estabilizada ainda
continua enfrentando um de seus fatores mais limitantes que é
aalta sensibilidade dos embriGes a criopreservacio.

A criopreservacio de embrides PIV facilita a logistica para a
industria de embrides, pois permite armazenar os excedentes
para serem utilizados no momento e situagao mais adequados
aumentando ainda mais os beneficios potenciais dessa técnica.
Além disso, a criopreservagdo ¢ essencial para o
estabelecimento de bancos de germoplasma, seja de animais
de producio, seja de conservacio e principalmente paraa troca
e comercializagdio nacional e internacional de genética,
evitando o transporte de animais e seus riscos sanitarios.

Existem evidéncias de que os embrides PIV sdo mais sensiveis
a criopreservacdo do que os produzidos 7z vive e, que a
criotolerancia reduzida pode estar associada ao alto conteudo
lipidico presente no citoplasma desses embrides (Abe ¢f al.,
2002; Sudano et al,, 2011). Por tanto, estratégias que superem
esses problemas buscando resultados melhores e mais estaveis
téem sido propostas modificando os métodos de
criopreservagioe e melhorando a criotolerancia do embrido.
Essa revisao visa sumarizar os estudos mais recentes sobre as
manipulagdes no sistema de cultivo para produzir embrides de
melhor qualidade e mais resisténcia a criopreservagio.

DIFERENCAS ENTRE EMBRIOES i vitro E in vivo

Virios estudos tém demonstrado que os embrides PIV sido
menos resistentes acriopreserva¢ao do que os 77 vivo, 0 que tem
sido associado as diferencas nas caractetisticas fisicas e
morfolégicas desses embrides (Enright ez a/, 2000; Abe ez al.,
2002).

Entre as diferencas pode-se mencionar que embrides PIV
tendem, entre outras caracteristicas, a conter maior quantidade
de vactolos, reduzida expressio de comunicagbes
intercelulares, compactagdio menos pronunciada, disco
embriondrio geralmente menor com menos células ¢ menor
quantidade de células totais do que os embrides iz vivo
(Dinnyes et al., 1999; Crosier ¢t al., 2000; Lonergan ¢f al., 20006).
Além disso, possuem um grande acimulo intracelular de
lipidios e um decréscimo na densidade de mitocondrias
maduras quando comparado com embrides zz vivo (Crosier ef
al., 2000; Farin ez al., 2004).

Muitas das diferengas na qualidade desses embriGes tém sido
atribuidas as condi¢oes de cultivo, especialmente a presenca de
soro, que tem sido responsabilizado pelo aumento no acimulo
de lipideos no citoplasma (Abe e7 al., 2002; Rizos et al., 2003;
Moorte etal., 2007).
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Além dos lipidios citoplasmaticos, serem diferentes entre os 77
vivo ¢ in vitro, o perfil dos lipidios mais abundantes na
membrana plasmatica das células, a fosfatidilcolina ¢ a
esfingomielina, também difere entre eles (Sudano e al,
2012b). De tal forma que, a determinacido da composicdo
quimica dos lipideos tem sido sugerida como uma ferramenta
para estudos que visam alterar o sistema de cultivo para
aumentar a criotolerancia dos embrides PIV.

Outras diferencas importantes do embrido produzido 7 vitro
sdo as relacionadas aos aspectos moleculares. Estudos tém
mostrado que esses embrides também diferem na expressao
de genes importantes para o desenvolvimento (Mundim e/ a/.,
2009; Machado ¢7 al,, 2013). Essas diferencas sao detectadas,
principalmente, com a utilizacdo de estudos do transcriptoma
bovino que mostraram genes diferencialmente expressos
entre os embrides produzidos iz vive e in vitro (Clemente e/ al.,
2011; Mamo ez al, 2011). Tém sido também demonstrado que
genes relacionados ao metabolismo de lipidios estio mais
expressos nos embrides in vivo e menos expressos nos iz vilro
(Gad e al, 2012) . Esses resultados sugerem que os embrides
PIV podem ser incapazes de utilizar os lipidios internos para a
producio de ATP, o que poderia ser devido a atividade
inadequada da mitocondria, como ja mencionado acima. Isso
também explicaria outras diferencas morfoldgicas, tais como
o citoplasma mais escuro observado nos embrides PIV.

FATORES QUE AFETAM A CRIOPRESERVACAO

Todos os embrides sofrem consideraveis injurias
morfoldgicas e funcionais durante a criopreservagao, mas a
extensio dos danos assim como as diferencas na
sobrevivéncia e desenvolvimento pds-criopreservaciao
podem variar de acordo com varios fatores, tais como a
espécie, o método de congelamento, o tipo de embrido, o
estagio de desenvolvimento, o ambiente de cultivo, entre
outros.

METODOS DE CRIOPRESERVACAO

Atualmente, dois métodos sdo utilizados para a
criopreservacdo de embrides: congelamento lento ou classico
e vitrificacio.

O congelamento classico tem a vantagem usar baixas
concentracoes de crioprotetores, entretanto permite a
formacao de cristais de gelo (efeito solu¢ao), que em maior ou
menor escala resultardo em lesdes as membranas e organelas.
A queda da temperatura é controlada mantendo uma curva
constante de 0,3 a 0,5 °C/minutos até atingir -30 a -35 °C,
quando sio mergulhados no nitrogénio liquido. Este método
ainda ¢ bastante utilizado principalmente pela facilidade de
descongelamento e a transferéncia direta.

Na vitrificacdo se utiliza altas concentracoes de
crioprotetores, formando uma solu¢io viscosa que durante o
resfriamento, faz com que a agua da célula se solidifique em
estado vitreo, sem a formacio de cristais de gelo (Vajta ez al.,
2000). Entretanto, a toxicidade dos crioprotetores € tanta, que
as células s6 podem ser expostas a essa solugao por um
petiodo muito curto de tempo ¢/ou um volume minimo de
solucao (Vajta et al, 1998). Em bovinos a comparagao entre os
métodos classico e vitrificacio tem sido realizados
principalmente em relacao a aspectos morfoldgicos, tais como

r-@nﬁmero de células, re-expansio e eclosdo. Entretanto,
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Stinshoff e al. (2011) mostraram claramente que a
criopreservacio afetou a qualidade dos embrides em nivel
molecular, causando alteragdes na expressiao de alguns genes.
Sendo a alteracio nos embrides vitrificados menor do que nos
submetidos ao congelamento classico. A maioria dos autores
relata resultados positivos com a vitrificacdo de embriGes
bovinos PIV (Vajta et al, 1998; Perecira ez al, 2005; Siqueira
Filho et al., 2011) sendo, até o presente, a técnica mais utilizada
para esse tipo de embrides.

Dentre os métodos de vitrificagdo o cryotop (Kuwayawa ¢z al.,
2005), tem recebido especial atencido, principalmente em
humanos. Esse consiste de uma haste de polipropileno na qual
os embrides sao alocados junto a volumes minimos de solu¢ao
de crioprotetor. Esse sistema tem se mostrado promissor para
vitrificacdo de ovécitos (Morato e al, 2008; Spricigo et al.,
2012). Com relagido a criopreservagao de embrides, Inaba ezal.
(2011) compararam embriGes 7z vivo ¢ PIV criopreservados
com congelamento classico e vitrificagdo em palheta ¢ em
cryotop, e observaram que a taxa de eclosio as 48 h foi maior
no cryotop do que nos outros métodos. Outro estudo
comparando a técnica de cryotop ao congelamento classico,
também mostrou taxas de eclosio as 48 h maiores em
embrides vitrificados do que nos submetidos ao
congelamento classico (Didgenes ezal, 2012).

Apesar dos avancos da vitrificacio nas ultimas décadas, o
principal fator limitante da técnica é o fato de necessitar de
mao de obra e equipamento especifico durante o
descongelamento. Devido as altas concentragdes dos
crioprotetores, esses t¢ém de ser removidos do embrido de
maneira lenta,, havendo a necessidade de reidratacado em
meios hipertonicos antes da transferéncia. Recentemente
Morato ¢ Mogas (2014) desenvolveram um dispositivo (Vit
Trans), no qual os embrides sio vitrificados em um dispositivo
semelhante ao utilizado no cryotop e depois da vitrificacdo, o
dispositivo ¢ inserido dentro de uma palheta de 0,5 ml. A
vantagem desta metodologia ¢ que a reidratagdo ocorre na
propria palheta, logo ha a possibilidade de transferéncia direta
deste embridao. Apesar dos resultados apresentados serem
promissores, com boas taxas de re-expansio apos
descongelamento, ainda nao existem dados suficientes que de
gestacoes apOs a transferéncia direta  utilizando este
dispositivo.

ESTAGIO E QUALIDADE DO EMBRIAO

Nao existe um consenso de qual o melhor estagio de
desenvolvimento embrionario a ser criopreservado (Saragusty
et al., 2011). Tem sido indicado que entre os blastocistos que
foram inseminados concomitantemente, aqueles que se
desenvolvem mais rapido ou que apresentam maior diametro,
sao de melhor qualidade e mais propensos a sobreviver a
criopreservacao (Saha ezal, 1996; George et al., 2008) . Quando
blastocistos (BL) e blastocistos expandidos (BX) de D6,5 e
D7,5 foram cultivados na presenca de soro fetal bovino (SFB)
e/ou albumina sérica bovina (BSA-FAF) como suplementos
proteicos no cultivo, os embrides BX apresentaram melhor
taxa de eclosdo, comparados aos BL, independente do
tratamento utilizado (LLeme, 2008).
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SISTEMA DE CULTIVO E QUALIDADE DO
EMBRIAO

Deacordo com aliteratura, a principal caracteristica que afetaa
criotolerancia do embrido PIV, ¢ que tem sido alvo das
pesquisas nessa area ¢ o alto conteudo lipidico existente no seu
citoplasma (Abe e/ al, 2002; Barcelo_Fimbres e al, 2007D).
Apesar de ndo estar claro como e porque a acumulacio lipidica
ocorte no citoplasma destes embrides, esse acumulo tem sido
atribuido a presenca de soro. De fato, a concentracio de SFB
afeta o nimero de gotas lipidicas presentes no citoplasma do
embrido PIV (Leroy ez al, 2005; Sudano ez al, 2012a)). Sendo
que embrides cultivados em sistemas livres de soro tém uma
reducio no acimulo de gotas de lipideos citoplasmaticas e
maior resisténcia a criopreservacio (Pereira ef al, 2008).
HEntretanto, quando todo o cultivo ¢ realizado na presenca de
soro as taxas de blastocistos em D6, D7 e D8 foram sempre
superior as dos embrides cultivados na presenca de BSA
(Leme, 2008) , e a retirada do soro produziu embriGes com
menor qualidade e maior taxa de células danificadas (Paschoal
etal., 2012).

Atualmente muitos laboratérios ja aboliram o soro do cultivo
embrionario, principalmente quando o objetivo ¢é a
criopreservacio. Entretanto, em estudo comparando o cultivo
na presenca de soro e de BSA, foi observado que a taxa de
eclosdo em 48 h apds a vitrificacdo sé foi maior nos embrides
cultivados em BSA do que nos do soro quando BL de D6,5 ¢
D7,5 foram vitrificados. Entretanto, quando embrides mais
avancados e de melhor qualidade (BX de D6,5 ¢ de D7,5),
foram cultivados na presenca de BSA apresentaram taxa de
eclosdo semelhante aos cultivados no soro (Leme, 2008) . Além
disso, quando varios parametros foram correlacionados com a
capacidade dos embrides sobreviverem a criopreservagao, foi
observado que a variavel que apresentou a maior correlagao foi
a qualidade do embrido avaliada pelo grau de células
apoptoéticas e nao o conteudo de lipideos (Sudano ez af., 2011,
2012a) . Esses resultados sugerem que o fator mais importante
em determinar a sobrevivéncia pés-criopreservacdo ¢ a
qualidade dos embrides, em que o estagio e a idade sdo tdo
importantes quanto o suplemento do meio de cultivo.

ESTRATEGIAS PARA AUMENTAR A
CRIOTOLERANCIA DE EMBRIOES BOVINOS PIV

A manipulacido do sistema de PIV tal como, mudancas no
suplemento proteico do meio, o uso de aditivos como
reguladores metabdlicos (antioxidantes, forskolina,
phenazineethosulfato [PES] e fosfodiesterases [PDE]) ou a
suplementa¢do com acidos graxos poli-insaturados, tém sido
indicados para reduzir os efeitos deletérios e diminuir o
acumulo de TG. Também o uso de métodos fisicos como o
aumento na pressao hidrostatica (HHP) e a remocao do liquido
da blastocele sio ferramentas utilizadas para melhorar a
resposta de embrides bovinos a criopreservagao.

A retirada do soro do meio de cultivo reduz a quantidade de
lipideos, mas também reduz a produciao de blastocistos.
Entretanto, alternativas como a redug¢do na concentracio do
soro ¢ a delipidagao quimica foram testadas com sucesso e
podem ser utilizadas isoladas ou em combinacao nos sistemas
de cultivo de embrides PIV.

&
¥



Dode MLAN., JEW. Spricigo Spermova 2014, 4(1): 26 - 32

Em bovinos, um estudo avaliando a presenga ou nao de soro
em baixas concentra¢bes (2,5%) mostrou que os embriGes
produzidos com soro tinham maior sensibilidade a
criopreservacio, sendo que esse efeito foi eliminado quando
forskolin foi adicionado ao meio (Paschoal ¢z al,, 2012) . Além
disso, Sanches e/ a/. (2013) demonstraram que embrides
vitrificados quando cultivados na presenca de forskolin
apresentaram maiores taxas de gestagdo, apoOs transferéncia.
Outras substancias quimicas podem também ser usadas para
reduzir os lipideos do soro, como por exemplo, o etosulfato de
fenazina (PES), que recebe elétrons do NADPH, resultando
em NADP que estimula a via das pentoses diminuindo a
producio de lipideos (Barcelo-Fimbres ef al., 2007a). O cultivo
de embribes bovinos do D3 ao D7 na presenca de PES
melhorou a sobrevivéncia do blastocisto apds a
criopreservaciao tanto na vitrificagdo como no congelamento
lento, ndo havendo diferenca entre os dois métodos (Barcelo-
Fimbres ez al, 2007a) . Ja Sudano ef al. (2011) avaliaram
diferentes concentragbes de soro ¢ a presenca de PES por
diferentes periodos de cultivo e conclufram que a reducio na
concentracio de soro para 2,5% associado a suplementacio do
meio a partit do D4 com PES, aumentou a taxa de
sobrevivencia pos-vittificagao.

A L-carnitina, a qual desempenha um papel importante no
metabolismo dos triglicerideos armazenados no citoplasma de
ovocitos ¢ embrides, também ¢ capaz de reduzir a quantidade
delipideos. A L-carnitina é um agente transportador de TG do
citoplasma para as mitocondrias onde sao metabolizados
gerando ATP (Yasaki e al, 2013). Recentemente foi
demonstrado que a adicao de L-carnitina aos meios de cultivo
embrionario diminui a quantidade de TG e minimiza a
producio de espécies reativas de oxigénio (EROs) apos a
criopreservacio (Takahashi ezal., 2003) .

A adicio de acidos graxos poli-insaturados (PUFA),
principalmente do acido linoleico conjugado (frans-10 e ¢is-12)
também ¢ outra estratégia para diminuir a quantidade de TG
no embrido, que no embrido PIV corresponde a
aproximadamente 88% do total de acidos graxos (Charpiguay,
2003). O acido linoleico conjugado ¢é capaz de modular o
armazenamento de lipidio durante o desenvolvimento
embrionario sem necessariamente estimular a lipdlise,
resultando em uma menor formacao de EROs. Além de ser
capaz de alterar a permeabilidade das membranas,
aumentando a fluidez por incorporacio direta as mesmas
(Hochietal., 2003).

Na tentativa de alterar a composicao de embrides 7z vivo ¢
melhorar a crioresisténcia, Guardieiro eal. (2014) observaram
que a suplementacdo de animais por 50 dias com gordura
protegida rica em PUFA ndo aumentou as taxas de re-
expansio e eclosio apos a criopreservagao. Porém, quanto a
adicao de isdbmeros do acido linoleico conjugado aos meios de
cultivo a literatura é controversa. Pereira e¢f al (2007)
observaram que o composto foi capaz de reduzir a quantidade
de TG e melhorar a re-expansao ap6s a vitrificagio. Porém Al
Darwich (2010) ndo observou aumento da resisténcia a
criopreservacio dos embrides expostos a  tratamentos
similares.

Durante a criopreservacdo, embrides também estdo
susceptiveis a danos oxidativos. Sendo que, embrides in vitro
sao mais predispostos ao estresse oxidativo induzido por
fatores enddégenos e exoégenos durante o cultivo
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(Nasr-Esfahani ez a/, 1990). Uma estratégia, que tem sido
amplamente utilizada para minimizar o estresse oxidativo ¢é
cultivar os embries sob baixa tensao de oxigénio melhorando
o metabolismo e diminuindo a producao de radicais livres.
Entretanto, alguns antioxidantes tais como a-tocoferol ou
vitamina E (Breininger e/ al, 2005), ¢ o B-mercaptoetanol
[BME; (Hosseini ez al., 2009)] ja foram adicionados aos meios
de cultivo e¢/ou criopreservacio de embrides, no intuito de
diminuir a producao de radicais livres. Entretanto o efeito
benéfico dessas substincias antes e aps a criopreservacao
ainda deve ser melhor estudado. Recentemente foi
demonstrado que o Resveratrol um importante composto
antioxidante encontrado em varias fontes vegetais como
frutas vermelhas e também no vinho tinto, tem um efeito
positivo producio in vitro de desenvolvimento embrionatrio
em suinos (Lee ez al, 2010). Foi observado também que o
resveratrol utilizado durante a maturacdao de ovécitos suinos
antes da vitrificacio reduziu os niveis de apoptose apos
descongelamento (Giaretta ez al, 2013). E que para bovinos,
quando adicionado aos meios de cultivo foi capaz de elevar a
taxa de sobrevivéncia e eclosio apds vitrificacio e
descongelamento (Abdel-Wahab ezal, 2012).

Além do uso de moléculas antioxidantes, outras abordagens
vém sendo desenvolvidas para aumentar a resisténcia do
embrido a criopreservacio. Nesse contexto podemos citar o
grupo de Pribenszky ez al (2005) que desenvolveram um
equipamento para produzir um aumento de pressio
hidrostatica (PH) e, entdo causar um estresse ao embriao. O
principio basico da PH ¢ de que quando um estresse subletal é
aplicado as células, estas respondem de maneira a se proteger,
iniciando transcricio e tradugdo de proteinas que
teoricamente podem conferir protecdo durante a
criopreservacao (Wouters ez al, 1999). A PH ja foi utilizada na
criopreservaciao de ovocitos, embrides e espermatozoides
(Pribensky ez al, 2005; Du et al, 2008). Em bovinos foi
demonstrado que a PH deve ser aplicada de uma a duas horas
antes do inicio da criopreservacao, para que a célula tenha
tempo de responder ao estimulo, dessa forma aumentando
sua resisténcia a vitrificacdo (Siqueira Filho e al, 2011).
Trabalhos recentes mostram a utilizacio dessa ferramenta de
suporte para embrides bovinos, sendo que Trigal e a/. (2012),
observaram em bovinos um aumento do numero de células
em embriGes que antes da vitrificacdo foram submetidos a

PH.

Um dos principios da criopreservagio independente do
método utilizado ¢ a desidratagao celular, para que durante a
queda de temperatura a formacio de cristais de gelo seja
minimizada. Recentemente Min ¢f a/ (2014) desenvolveram
uma técnica de puncio do liquido da blastocele através de
micromanipulacio e observaram que ap6s o congelamento e
descongelamento de embrides bovinos, utilizando as duas
técnicas vitrificacao ou congelamento classico, que as taxas de
re-expansdo e eclosao foram aumentadas comparadas aos
embrides nao puncionados.

CONSIDERACOES FINAIS

Esforcos para melhorar as taxas de sobrevivéncia de embriGes
PIV tem se restringido basicamente a modificagbes nos
métodos de criopreservacao e modificagdes nos sistemas de
cultivo para tornar os embriGes mais criotolerantes. Muitas
dessas modificac¢oes ja foram realizadas, testadas e algumas até

jnseridas em sistemas comerciais. Entretanto, os resultados
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sa0 muito instaveis e dificeis de serem comparados devido a
enorme variacio que ocorre de acordo com meio,
suplementos, ambiente de cultivo, estagio de
desenvolvimento, idade do embrido, tempo de cultivo pds-
criopreservacdo e momento em que ¢ feita a selecdo. Outra
grande dificuldade com relagdo aos estudos nessa area ¢ que na
maioria deles o resultado ¢ avaliado, principalmente, pelas
taxas de re-expansido e eclosio. Esses parametros embora
validos e importantes nio se sabe o quanto sio eficientes para
indicar a real capacidade do embrido em iniciar uma gestagao
apos a transferéncia. O teste ideal para a qualidade embrionaria
¢ o estabelecimento de gestacio apds a transferéncia para
receptoras, resultando no nascimento de crias saudaveis. F
evidente a dificuldade de se obter esse tipo de respostas devido
a0 custo, ndo sé para a obtencio, mas principalmente para
manutengao das receptoras. Por estas razoes, se torna essencial
o desenvolvimento de testes mais vidveis ¢ praticos para
avaliacao mais segura da qualidade dos embriGes.

Uma alternativa seria aperfeicoar um método para avaliacio
do embrido até estdgios mais avancados como o sistema de
cultivo pés-eclosio. Outra seria a identificacido de marcadores
moleculares ou funcionais para a qualidade dos embrides e/ou
sua criotolerancia. Portanto, pesquisas basicas ainda sido
necessarias para determinar as estruturas, as vias metabolicas e
os mecanismos moleculares mais afetados pela
criopreservagao. Esse conhecimento ¢é necessirio para
estabelecer condi¢des de cultivo que levem em consideracao as
mudangas necessarias para o desenvolvimento embrionario
saudavel e que suportem melhor a criopreservagao.
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