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Criopreservaciao de embrides bovinos produzidos in vitro
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Resumo

Virios estudos indicam que embrides produzidos in vitro (PIV) sdo menos resistentes a criopreservacao
do que os in vivo. Isso se deve as diferengas existentes entre eles causadas, principalmente, pelo cultivo in vitro.
Essa revisdo visa sumarizar os principais fatores que afetam a criopreservacdo de embrides PIV e abordar as
diferentes estratégias que podem ser utilizadas para melhorar a qualidade e aumentar a criotolerancia desses
embrides.
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Abstract

Numerous studies indicate that in vitro-produced (IVP) bovine embryos are less resistant to
cryopreservation when compared to those produced in vivo. 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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Introducao

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) é uma ferramenta para aumentar a produtividade por
possibilitar a multiplicagdo rapida e o aumento do nimero de produtos de animais melhoradores. Inicialmente
era aplicada no Brasil apenas para fins de pesquisa, mas, na tltima década, passou a ser utilizada em larga escala
para a multiplicacdo comercial. No periodo de 2000 a 2008, a participacdo do Brasil na producao mundial de
embrides PIV aumentou de 9,0 para 66,6% (Viana et al., 2010), sendo atualmente o pais que mais produz
embrides PIV no mundo (Viana et al., 2012). Apesar de ser considerada uma técnica estabilizada, ainda continua
enfrentando um de seus fatores mais limitantes que ¢ a alta sensibilidade dos embrides a criopreservacao.

Existem evidéncias de que os embrides PIV s3o mais sensiveis a criopreservag¢do do que os produzidos
in vivo e de que a criotolerancia reduzida esta associada ao alto contetido lipidico presente no citoplasma desses
embrides (Abe et al., 2002; Mucci et al., 2006).

Portanto, estratégias que superem esses problemas, em busca de resultados melhores e mais estaveis
para criopreservagdo de embrides PIV, tém sido propostas com enfoque, principalmente, nas alteragdes nos
métodos de criopreservacao e/ou na inducdo de modificagdes nas células do embrido para que ele se torne mais
criotolerante.

Essa revisdo visa sumarizar os estudos mais recentes sobre as manipulagdes no sistema de cultivo para
produzir embrides de melhor qualidade e mais resisténcia a criopreservacao.

Diferencas entre embrides in vitro e in vivo

Embrides PIV sdo menos resistentes a criopreservacao do que os in vivo, o que tem sido associado as
diferencas nas caracteristicas fisicas ¢ morfologicas desses embrides (Abe et al., 2002). Entre essas diferengas
pode-se mencionar maior quantidade de vacuolos, reduzida expressdo de comunicagdes intercelulares,
compacta¢do menos pronunciada, disco embrionario geralmente menor com menos células, menor quantidade de
células totais e zona pelicida mais fragil (Crosier et al., 2001). Além disso, embrides PIV possuem um grande
acimulo intracelular de lipideos ¢ um decréscimo na densidade de mitocondrias maduras quando comparados
com embrides in vivo (Crosier et al., 2001; Farin et al., 2004).

Muitas das diferencas na qualidade desses embrides tém sido atribuidas as condi¢des de cultivo,
especialmente a presenca de soro, que tem sido responsabilizado pelo aumento no acimulo de lipideos no
citoplasma (Abe et al., 2002; Moore et al., 2007). O acumulo de lipideos pode ser resultado da captagdo desses
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do meio ou devido ao metabolismo ineficiente das mitocondrias embrionarias (Farin et al., 2004; Barcelo-
Fimbres e Seidel Jr., 2007a). Além da diferenga nos lipideos citoplasmaticos, o perfil dos lipideos mais
abundantes na membrana plasmatica das células, a fosfatidilcolina e a esfingomielina, também difere entre eles
(Sudano et al., 2012b).

Outras diferengas sdo as relacionadas aos aspectos moleculares, ja que embrides PIV diferem na
expressdo de genes importantes para o desenvolvimento (Mundim et al, 2009). Essas diferencas sdo
demonstradas, mais detalhadamente, em estudos do transcriptoma que mostram genes diferencialmente
expressos entre os embrides PIV e os in vivo (Clemente et al., 2011). Tem sido também demonstrado que genes
relacionados ao metabolismo de lipideos estdao mais expressos nos embrides in vivo que nos in vitro (Gad et al.,
2012). Tais resultados sugerem que esses embrides podem ser incapazes de utilizar os lipideos internos para a
produgdo de ATP, o que poderia ser devido a atividade mitocondrial inadequada. Isso também explicaria outras
diferengas morfologicas, como o citoplasma mais escuro observado nos embrides PIV.

Fatores que afetam a criopreservacio
Meétodos de criopreservagdo

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

O congelamento classico tem a vantagem de usar baixas concentragdes de crioprotetores, entretanto
permite a formagdo de cristais de gelo (efeito solug@o), que, em maior ou menor escala, resultardo em lesdes as
membranas e organelas. A queda da temperatura ¢ controlada mantendo-se uma curva constante até a atingir a
temperatura de -32°C, quando as palhetas contendo os embrides sdo mergulhadas no nitrogénio liquido.

Na vitrificagdo se utilizam altas concentra¢des de crioprotetores, os quais formam uma solucdo viscosa
que, durante o resfriamento, faz com que a agua da célula se solidifique em estado vitreo, sem a formacao de
cristais de gelo (Vajta e Nagy, 2006). Entretanto, a toxicidade dos crioprotetores ¢ tanta, que as células s6 podem
ser expostas a essa solug¢do por um periodo muito curto de tempo e/ou um volume minimo de solugdo (Vajta et
al., 1998). Desde que esse método foi desenvolvido, o objetivo dos diferentes protocolos propostos visam a
reducdo na concentragdo ¢ no volume dos crioprotetores ¢ ao aumento da curva de resfriamento. Com base nisso,
diferentes dispositivos de suporte foram desenvolvidos para reduzir o volume e permitir o contato rapido com
nitrogénio liquido, incluindo grades de cobre de microscopia eletronica (Martino et al., 1996), open pulled straw
- OPS (Vajta et al., 1998), cryoloop (Lane et al., 1999), microgotas (Papis et al., 2000) e cryotop (Kuwayama et
al., 2005).

Apesar de o congelamento classico continuar sendo mais utilizado para embrides in vivo, a técnica OPS
provocou um grande impacto no uso da vitrificagdo. A maioria dos autores relata resultados positivos com a
vitrificacdo de embrides bovinos PIV ( Vajta et al., 1998; Pereira et al., 2005; Siqueira Filho et al., 2011), sendo,
até o presente, a técnica mais utilizada para esse tipo de embrides.

Ja a vitrificacdo pelo método de cryotop (Kuwayama et al., 2005) tem recebido especial atencdo,
principalmente em humanos. Tal técnica consiste na utilizagdo de uma haste de polipropileno na qual os
embrides sdo alocados junto a volumes minimos de solu¢do de crioprotetor. Esse sistema tem se mostrado
promissor para vitrificacdo de ovocitos (Kuwayama et al., 2005; Spricigo et al., 2012). Com relagio a
criopreservagdo de embrides, Inaba et al. (2011) compararam embrides in vivo ¢ PIV criopreservados com
congelamento classico e vitrificagdo em palheta ¢ em cryotop, ¢ observaram que a taxa de eclosdo 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 eclosdo as 48 h maiores em embrides vitrificados do que naqueles submetidos
ao congelamento classico (Didgenes et al., 2012).

A comparagao entre os métodos cléssico e vitrificacdo tem sido realizada principalmente em relagdo a
morfologia, considerando-se numero de células, reexpansdo e eclosdo. Entretanto, Stinshoff et al. (2011)
mostraram claramente que a criopreservagao afetou a qualidade dos embrides em nivel molecular, o que causou
alteragdes na expressdo de alguns genes, sendo a alteragdo nos embrides vitrificados menor do que nos
submetidos ao congelamento classico.

Recentemente, um método que utiliza um fragmento de papel absorvente como suporte para os
embrides durante a criopreservacdo foi descrito. Os autores obervaram que a taxa de eclosdao e a de prenhez
foram semelhantes entre os embrides vitrificados com grades de microscopia eletronica e com papel (Kim et al.,
2012).

Estagio e qualidade do embrido
Nao existe um consenso sobre qual o melhor estigio de desenvolvimento embrionario a ser

criopreservado (Saragusty e Arav, 2011). Tem sido indicado que, entre os blastocistos que foram inseminados
concomitantemente, aqueles que se desenvolvem mais rapido ou que apresentam maior didmetro sdo de melhor
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qualidade e mais propensos a sobreviver a criopreservacao (Saha et al., 1996; George et al., 2008). Quando
blastocistos (BL) e blastocistos expandidos (BX) de D6,5 e D7,5 foram cultivados na presenga 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, independentemente do tratamento utilizado (Leme,
2008). Da mesma forma, Morato et al. (2010), ao avaliarem a taxa de ecloso apds a vitrificagdo com cryotop de
embrides PIV de D7 e D8 nos estagios de blastocisto inicial (BI), BX e eclodidos (BE), observaram que os mais
avangados no desenvolvimento tiveram melhor taxa de eclosdo em relagdo aos menos desenvolvidos. Além
disso, blastocistos de mesmo estagio transferidos em D6 apresentaram taxas de prenhez superiores aos de D7, e
estes superiores aos de D8 (Zucolloto et al., 2003). Esses resultados confirmam que a qualidade se refere ndo so
a aparéncia morfoldgica e ao estidgio de desenvolvimento, mas também a idade em que o embrido atinge
determinado estagio.

Sistema de cultivo

De acordo com a literatura, a principal caracteristica que afeta a criotolerdncia do embrido PIV e que
tem sido alvo das pesquisas nessa area é o alto contetido lipidico existente no seu citoplasma (Abe et al., 2002;
Mucci et al., 2006; Barcelo-Fimbres e Seidel Jr., 2007b). Apesar de ndo estar claro como e por que a acumulagéo
lipidica ocorre no citoplasma desses embrides, tal acimulo tem sido atribuido a presenca de soro. De fato, a
concentragdo de SFB afeta o nimero de gotas lipidicas presentes no citoplasma do embrido PIV (Leroy et al.,
2005; Sudano et al., 2012a), sendo que embrides cultivados em sistemas livres de soro tém uma redugdo no
acimulo de gotas de lipideos citoplasmaticas e maior resisténcia a criopreservagao (Pereira e Marques, 2008).

Atualmente, muitos laboratérios ja aboliram o soro do cultivo embriondrio, principalmente quando o
objetivo ¢é a criopreservacdo. Entretanto, em estudo que comparou o cultivo na presenga de soro ¢ de BSA, foi
observado que a taxa de eclosdo em 48 h apos a vitrificagdo s6 foi maior nos embrides cultivados em BSA do
que naqueles do soro quando BL de D6,5 e D7,5 foram vitrificados. Porém, quando embrides mais avangados e
de melhor qualidade (BX de D6,5 e de D7,5) foram cultivados na presenga 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 varidvel
que apresentou a maior correlagdo foi a qualidade do embrido avaliada pelo grau de células apoptéticas e ndo o
contetido de lipideos (Sudano et al., 2012a, b). Esses resultados sugerem que o fator mais relevante para
determinar a sobrevivéncia pos-criopreservacgdo ¢ a qualidade dos embrides, em que o estagio ¢ a idade so tdo
importantes quanto o suplemento do meio de cultivo.

Estratégias para aumentar a criotolerancia de embrides bovinos PIV

A manipulagdo do sistema de PIVE, como, por exemplo, mudangas nas condi¢cdes de cultivo para
reduzir o acimulo de lipideos e uso de métodos fisicos, como o aumento na pressdo hidrostatica (HHP), tem sido
feita 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 produgéo de
blastocistos. Entretanto, alternativas como a reducdo na concentragdo do soro e a delipidacdo quimica foram
testadas com sucesso ¢ podem ser utilizadas isoladas ou em combinac¢do nos sistemas de cultivo de embrides
PIV.

O forskolin, um agente capaz de estimular a lipdlise quando adicionado ao meio de cultivo, tem sido
usado em algumas espécies para reduzir os lipideos citoplasmaticos. Em bovinos, um estudo que avaliou a
presenga ou ndo de soro em baixas concentragdes (2,5%) mostrou que os embrides produzidos no soro tinham
maior sensibilidade a criopreservagdo, sendo que esse efeito foi eliminado quando forskolin foi adicionado ao
meio (Paschoal et al., 2012).

Outras substancias quimicas podem também ser usadas para reduzir os lipideos do soro, como, por
exemplo, o etossulfato de fenazina (PES), o qual recebe elétrons do NADPH, resultando em NADP, que
estimula a via das pentoses e, dessa forma, diminui a produgédo de lipideos (Barcelo-Fimbres e Seidel Jr., 2007a).
O cultivo de embrides bovinos do D3 ao D7 na presenca de PES melhorou a sobrevivéncia do blastocisto apds a
criopreservacao tanto na vitrificagdo como no congelamento lento, ndo havendo diferenga entre os dois métodos
(Barcelo-Fimbres ¢ Seidel Jr., 2007a). Ja Sudano et al. (2011) avaliaram diferentes concentragdes de soro ¢ a
presenca de PES por diferentes periodos de cultivo e concluiram que a redug@o na concentragdo de soro para
2,5%, associada a suplementagdo do meio a partir do D4 com PES, aumentou a taxa de sobrevivéncia pos-
vitrificagdo.

Durante a criopreservagdo, embrides também estdo susceptiveis a danos oxidativos, sendo que embrides
in vitro sdo mais predispostos ao estresse oxidativo induzido por fatores endogenos e exdgenos durante o cultivo
(Nasr-Esfahani et al., 1990). Uma estratégia que tem sido amplamente utilizada para minimizar o estresse
oxidativo ¢ cultivar os embrides sob baixa tensdo de oxigénio e, assim, melhorar o metabolismo e diminuir a
producdo de radicais livres. Entretanto, alguns antioxidantes, tais como o a-tocoferol ou vitamina E (Breininger
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et al., 2005) e seu analogo sintético, o trolox (Feugang et al., 2004), a catalase (Paudel et al., 2010) e o B-
mercaptoetanol (BME; Hosseini et al., 2009), ja foram adicionados aos meios de cultivo e/ou criopreservagéo de
embrides, no intuito de diminuir a produgio de radicais livres. Todavia, o efeito benéfico dessas substancias
antes e apOs a criopreservacgdo ainda deve ser melhor estudado.

Além do uso de moléculas antioxidantes, outras abordagens vém sendo desenvolvidas para aumentar a
resisténcia do embrido a criopreservagdo. Nesse contexto, pode-se citar o grupo de Pribenszky et al. (2005), os
quais desenvolveram um equipamento para produzir um aumento de pressdo hidrostatica (PH) e, entdo, causar
um estresse ao embrido. A PH ja foi utilizada na criopreservagdo de ovocitos, embrides e espermatozoides
(Pribenszky et 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 criopreservagdo, para que a célula tenha tempo de responder ao estimulo, dessa
forma aumentando sua resisténcia a vitrificagdo (Siqueira Filho et al., 2011).

Consideracdes finais

Esforgos para melhorar as taxas de sobrevivéncia de embrides PIV tem se restringido basicamente a
modificagdes nos métodos de criopreservacdo ¢ modificagdes nos sistemas de cultivo para tornar os embrides
mais criotolerantes. Muitas dessas modificagdes ja foram realizadas, testadas e algumas até inseridas em
sistemas comerciais. Entretanto, os resultados sdo muito instaveis e dificeis de serem comparados devido a
enorme variagdo que ocorre de acordo com meio, suplementos, ambiente de cultivo, estagio de desenvolvimento,
idade do embrido, tempo de cultivo pos-criopreservagdo ¢ momento em que ¢ feita a selecdo. Outra grande
dificuldade com relacdo aos estudos nessa area é que, na maioria deles, o resultado ¢ avaliado, principalmente,
pelas taxas de reexpansdo e eclosdo. Embora validos e importantes, ndo se sabe o quanto esses parametros sao
eficientes para indicar a real capacidade do embrido em iniciar uma prenhez apos a transferéncia. O teste ideal
para a qualidade embriondria é o estabelecimento de gestacdo ap6s a transferéncia para receptoras, resultando no
nascimento de crias saudaveis. E evidente a dificuldade de se obter esse tipo de respostas devido ao custo néo sé
para a obtengdo, mas principalmente para a manutengdo das receptoras. Por essas razdes, ¢ essencial desenvolver
testes mais viaveis e praticos para avaliagdo mais segura da qualidade dos embrides.

Uma alternativa seria aperfeicoar um método para avaliacdo do embrido até estagios mais avangados,
como o sistema de cultivo pds-eclosdo. Outra seria a identificagdo de marcadores moleculares ou funcionais para
a qualidade dos embrides e/ou sua criotolerdncia. Portanto, pesquisas bésicas ainda sdo necessarias para
determinar as estruturas, as vias metabolicas e os mecanismos moleculares mais afetados pela criopreservagio.
Esse conhecimento é importante para estabelecer condigdes de cultivo que levem em consideragdo as mudangas
necessarias para o desenvolvimento embrionario saudavel e que suportem melhor a criopreservagao.
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