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Bovine IVP embryos vitrified in different cryoprotectant
solutions, using or not super cooled nitrogen
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RESUMO

O total aproveitamento de embrides PIV ainda depende de uma metodologia eficiente de criopreservagio. Este estudo
avaliou a taxa de eclosdo de embrides bovinos PIV, vitrificados em OPS usando trés diferentes solucdes crioprotetoras (Expe-
rimento 1) e o emprego de nitrogénio normal (-196°C) ou super-resfriado (-210°C) (Experimento 2). No primeiro experimento
(12 repeticdes) 576 blastocistos expandidos (Bx) PIV foram aleatoriamente alocados em 4 grupos: G1 (20% EG + 20% DMSO),
G2 (25% EG +25% GLI), G3 (20% EG + 20% PRO) e G4 (controle ndo vitrificado). Apds 72 horas de cultivo in vitro, a taxa de
eclosdo do grupo controle (84,0%) foi superior as observadas nos grupos vitrificados (P<0,05). Nao houve diferenca na eclosao
do G1 (53,5%) e G3 (52,8%), que foram superiores (P<0,05) ao G2 (38,9%). No segundo experimento (5 repeti¢des), 244 Bx
foram aleatoriamente expostos as solu¢cdes EG+DMSO (G1 e G2) ou EG+PRO (G3 e G4), para avaliar o emprego de nitrogénio
liquido super-resfriado pela submissao ao vacuo (-210°C). Nao houve diferenga (P>0,05) nas taxas de eclosdo de embrides
vitrificados com nitrogénio super-resfriado (G2=50,2% e G4=54,0%) ou nitrogénio normal (G1=50,1% e G3=56,0%), indepen-
dente da solugio crioprotetora empregada. Conclui-se que as solu¢des compostas por EG+DMSO e EG+PRO possibilitam taxas
de eclosdo similares e sdo mais eficientes que a solu¢do EG+GLI. O emprego do nitrogénio super-resfriado nao aumenta a via-
bilidade pés-vitrificacdo de blastocistos bovinos PIV.

Descritores: vicuo, nitrogénio super-resfriado, OPS, vitrificacdo, embrides PIV, bovinos.

ABSTRACT

An adequate methodology of cryopreservation may proportionate the maximum use of [IVP embryos. The aim of this
study was to determine the viability of bovine IVP expanded blastocysts (Bx) vitrified in OPS with tree different cryoprotectant
solutions (Experiment 1), under normal (196°C) or super-cooled (-210°C) liquid nitrogen (Experiment 2). Hatching rate was
considered as viability parameter. In the first experiment (12 replications), [VP Bx (n=576) were randomly allocated into 4 groups:
Group I (20% EG +20% DMSO), Group I1 (25% EG +25% GLY), Group III (20% EG +20% PRO) and Group IV (control not
vitrified). After 72 hours of culture, control group hatching rate (84.0%) was higher (P<0.05) than that observed with the vitrified
experimental groups. There were no differences between hatching rates observed in Groups I (53.5%), and I1I (52.8%), and both
were higher than Group II (38.9%). In the second experiment (5 replications) 244 Bx were randomly exposed to EG+DMSO (GI
and GII) or EG+PRO (GIII and GIV) solutions in order to evaluate the use of super-cooled liquid nitrogen by vacuum submission.
There were no differences among the hatching rates of embryos vitrified with super-cooled (GII = 50.2% and GIV = 54.0%) or
normal nitrogen (GI =50.1% and GIII = 56.0%), independently of the solutions. In conclusion, the EG+DMSO and EG+PRO solu-
tions were similar on promoting IVP Bx survival after vitrification, and they were more efficient than the EG+GLY solution.
The use of super cooled liquid nitrogen did not improve embryo survival after vitrification.
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INTRODUCAO

O Brasil tem se destacado na produg@o in vitro
(PIV) de embrides bovinos, existindo hoje um exce-
dente de embrides em relacdo a capacidade de transfe-
réncia direta para receptoras. Semelhante ao que ocorre
com embrides produzidos in vivo, onde cerca de 50%
sdo congelados [23], uma adequada metodologia de
criopreservacao para os excedentes, poderia maximizar
a utilizacdo de embrides PIV. Entretanto, as estruturas
produzidas atualmente sdo deficitdrias e mais sensiveis
a criopreservagio do que os produzidos in vivo [6,9,10,
16,19]. Isto torna o método convencional de congela-
mento inadequado para a criopreservagdo de embrides
PIV [8,16,19], principalmente em funcio do excessivo
tempo de exposicdo a faixa térmica correspondente a
solidificacdo dos lipidios [31]. A metodologia mais pro-
missora para criopreservar esses embrides € a vitrifi-
cagdo [2,7,16,22,24,25], que em fungdo de sua maior velo-
cidade de resfriamento e aquecimento proporciona
uma passagem rapida pela faixa critica de temperatura.
Diversas metodologias de vitrificagdo foram desenvol-
vidas, empregando diferentes solu¢Ges crioprotetoras,
diferentes tipos de suporte para acondicionamento dos
embrides e diferentes velocidades de resfriamento, o
que dificulta a comparagdo dos dados dos distintos
experimentos.

O objetivo deste estudo foi determinar as taxas
de eclosdo de embrides bovinos PIV vitrificados no
estagio de blastocisto expandido (Bx), empregando a
metodologia OPS com o uso das solugdes Etileno Glicol
(EG) + Dimetil sulféxido (DMSO), EG + Glicerol (GLI)
ou EG + 1,2 Propanediol (PRO), bem como avaliar o
emprego de nitrogénio liquido normal ou super-res-
friado.

MATERIAIS E METODOS

Exceto onde indicado, todos os reagentes foram
obtidos da Sigma Chemical Co.! Nas manipulagoes de
odcitos e embrides foram utilizadas placas de quatro
pocos obtidas da Nunc. S/A%

A producio in vitro dos embrides foi baseada
em metodologia descrita previamente por Mezzalira
e colaboradores [15]. Resumidamente, ovérios bovinos
coletados em abatedouros e transportados a 35°C em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), tiveram
seus foliculos com didmetro entre 2 e 8 mm puncio-
nados. Os complexos cumulus-odcitos recuperados
foram mantidos em liquido folicular centrifugado,
sendo selecionados de acordo com suas caracteristicas

morfolégicas. Grupos de 30 odcitos foram incubados
por 24 horas em atmosfera de 5% de CO, e maxima
umidade em estufa a 39°C. A fecundacdo foi obtida
mediante incubacao por 18-20 horas com 1 x 10° esper-
matozdides, selecionados pelo método de migracao
ascendente “swim-up”. Apds, procedeu-se a remogao
das células do cumulus mediante agitacdo mecanica
e a transferéncia dos provdveis zigotos para o meio
de cultivo SOFaaci [4] + 5% de soro de égua em estro
(SEE). A determinacdo da taxa de clivagem foi reali-
zada apds 24 horas de cultivo em atmosfera de 5% de
CO,. A partir de entdo o cultivo das estruturas clivadas
foi efetuado em atmosfera imida de 5% de CO,, 5%
de O, € 90% de N, usando bolsas impermedveis a gases
[26], mantidas em estufa a 39°C, por mais 162 horas.
Ao final do perfodo de cultivo, os Bx classificados com
o grau 1 ou 2 [3] foram homogeneamente divididos
entre os grupos experimentais.

A vitrificagdo dos embrides foi baseada em
tecnologia descrita previamente [28], utilizando-se as
diferentes solucdes crioprotetoras e/ou temperaturas
de resfriamento, de acordo com o tratamento, sendo
envasados trés embrides em cada OPS. O meio TCM-
Hepes (TCM-199 + 25 mM Hepes + 10% de SEE) foi
utilizado como base na preparacio das solugdes con-
tendo DMSO, sendo que este foi adicionado apenas
no momento do uso. As demais solugdes foram prepa-
radas previamente, usando como base o meio de Dul-
beccos (D-PBS) adicionado de 10% de SEE. Estas
solucdes foram fracionadas e armazenadas em freezer
a -17°C, em tubos com capacidade de 1,5 mL, sendo
descongeladas no momento do uso.

No primeiro experimento, 576 embrides foram
divididos em 4 grupos: Grupo I (EG+DMSO), com
exposi¢do por 1 minuto a uma solug¢do de 10% EG +
10% DMSO, seguida da exposi¢do por 20 segundos
a solucdo de vitrificagdo (20% EG + 20% DMSO). No
Grupo II (EG+GLI), os embrides foram expostos por
5 minutos a 10% GLI, seguido de 1 minuto em uma
solucdo de 10% GLI + 20% EG, e finalmente expostos
por 30 segundos a solugfo de vitrificagdo (25% GLI +
25% EG). No Grupo III (EG+ PRO), com exposi¢cdo
por 1 minuto a uma solugdo de 10% EG + 10% PRO,
seguido da exposi¢do por 20 segundos a solugdo de
vitrificagdo (20% EG + 20% PRO). No Grupo IV (con-
trole), embrides nao vitrificados foram utilizados como
controle da viabilidade.

No segundo experimento, 244 embrides foram
vitrificados com as solugdes selecionadas do experi-
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mento 1, (EG+DMSO e EG+PRO) usando nitrogénio
liquido normal (-196°C) ou super-resfriado (-210°C).
Como controle, foram utilizados embrides ndo vitri-
ficados.

O super-resfriamento do nitrogénio liquido
(N,L) foi obtido com o equipamento Nitrocooler, con-
feccionado a partir de uma bomba de succdo adaptada
a uma camara de metal com tampa hermética, con-
tendo em seu interior um recipiente de isopor com apro-
ximadamente 300 mL de N,L. Por agdo do vicuo
(~5 min) o nitrogénio foi resfriado até o inicio de sua
solidificac@o (-210°C). Logo apds a abertura da camara
hermética, o nitrogénio retornava ao estado liquido,
porém mantendo-se estivel, sem emissdo de vapor, por
um periodo de até 10 minutos. Durante este periodo,
trés OPS contendo os embrides foram sequencialmente
imersas no N L super-resfriado. Antes do novo acio-
namento do equipamento, as OPS foram transferidas
para outro recipiente contendo N,L normal (em ebuli-
¢30), onde permaneciam em média por 30 minutos
até o inicio do processo de reaquecimento.

Para o reaquecimento, as OPS contendo os
embrides foram expostas ao ar por quatro segundos
e em seguida mergulhadas na solugdo de reaqueci-
mento (TCM-Hepes + sacarose) com temperatura apro-
ximada de 35°C. A remociao da solu¢do EG+DMSO,
foi feita com dois periodos de exposi¢cdo (5 minutos
cada) em gradientes de 0,3 e 0,15 M de sacarose, res-
pectivamente. J4 a remocdo das solucdes EG+GLI e
EG+PRO foram feitas com dois periodos de exposicao
(5 minutos cada) em gradientes de 0,6 e 0,3 M de saca-
rose, antes de passarem ao meio de manutengdo (TCM-
Hepes). Apds, os embrides de cada grupo foram subme-
tidos a 72 horas de cultivo em meio SOFaaci + 5% SEE
a 39°C em estufa com atmosfera de 5% de CO, e umi-
dade relativa saturada. A avaliacdo da viabilidade foi
procedida apds 72 horas de cultivo, tendo como para-
metro a taxa de eclosdo.

Analise estatistica

Os dados dos diferentes grupos foram subme-
tidos a andlise de varidncia com a utilizacdo do pacote
estatistico Bioestat e as diferencas das médias sub-
metidas ao teste de Tukey, com nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS

No experimento 1, os embrides do Grupo con-
trole (ndo vitrificados) apresentaram taxa de eclosio
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(84,0%) superior (P<0,05) aos grupos vitrificados. Nos
grupos vitrificados, as maiores taxas de eclosdo foram
observadas no Grupo I (EG+DMSO = 53,5%) e Grupo
I (EG+PRO = 52,8%). O Grupo 1I (EG+GLI) apre-
sentou taxa de eclosdo inferior (38,9%) aos demais
grupos (P<0,05), como é demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Taxa média de eclosdo de blastocistos bovinos
PIV vitrificados com diferentes solu¢des crioprotetoras
(12 repetigoes).

Embrides  Taxa de eclosido
Tratamentos recuperados
(n)
N (%)
Grupo | - EG+DMSO 144 77 518 57
Grupo Il — EG+GLI 144 56 38,9°
Grupo lll - EG+PRO 144 76 52,8?
Controle — Nao vitrificado 144 121 84,0°

abeLetras diferentes indicam efeito significativo (P<0,05).

No experimento 2, também observou-se maior
viabilidade (P<0,05) do grupo controle nao vitrificado
(83,8%), ndo sendo observadas diferencas entre as
taxas de eclosdo dos grupos EG+DMSO (50,1%) ou
EG+PRO (56,0%) vitrificados em N,L normal (-196°C),
com resultados muito préximos daqueles obtidos no pri-
meiro experimento, como demonstra a Tabela 2. A uti-
lizago de N,L super-resfriado ndo melhorou as taxas
de eclosdo dos embrides vitrificados com EG+DMSO
(50,2%) ou com EG+PRO (54,0%).

DISCUSSAO

Apesar de haver certo grau de regeneracio em-
briondria apés 24 horas de cultivo [28], a reducdo na
taxa de eclosdo dos embrides dos grupos vitrificados
em relacdo aos controles caracteriza danos que com-
prometem o posterior desenvolvimento dos embrides.
Neste estudo, as taxas de eclosdo dos grupos controle
(84,0 e 83,8%) foram superiores (P<0,05) as obser-
vadas nos grupos vitrificados do experimento 1 (38,9
a 53,5%) e experimento 2 (50,1 a 56,0%), respectiva-
mente. Entretanto, estudos [18] sugerem que essa dife-
renga pode ser eliminada caso o sistema de cultivo
pré e pos-vitrificacdo forneca adequadas condigdes de
desenvolvimento para os embrides [18]. As solucdes
de vitrificacdo, compostas por EG+DMSO e EG+PRO,
nas condi¢des deste experimento, proporcionaram as
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Tabela 2. Taxa média de eclosdo de blastocistos bovinos PIV vitrificados com dife-
rentes solugdes crioprotetoras, com o emprego de N, L normal ou super-resfriado.

N,L super- 71t Taxa de Eclosao
Tratamentos S recuperados
resfriado () (%)
Gl - EG+DMSO Nao 49 50,12
Gll - EG+DMSO Sim 46 50,22
Glll - EG+PRO Nao 50 56,02
GIV — EG+PRO Sim 50 54,02
Controle nao vitrificado - 49 83,8°

*Letras diferentes indicam efeito significativo (P<0,05).

melhores taxas de eclosdo (53,5 e 52,8%), demons-
trando que ambas podem ser empregadas com su-
cesso na vitrificacdo de blastocistos bovinos PIV. A
associacdo EG+GLI proporcionou baixa taxa de eclo-
s30 (38,9%) ap6s a vitrificacdo, diferente dos dados
de literatura, onde taxas de eclosdo de 59,6% sdo rela-
tadas, apds vitrificacdo de embrides bovinos PIV [12].
Em experimento subseqiiente e utilizando 25% EG +
25% GLI, sdo relatadas taxas de 45% de eclosdo, com
significativo acréscimo (66,6%) ap6s adicdo de 0,1M
de sacarose, na vitrificagdo de embrides PIV [13]. Neste
estudo, ndo foi utilizada sacarose na solugéo de vitri-
ficacdo, sendo oportunos novos ensaios que avaliem
esta possibilidade. As observacdes que o DMSO, EG e
PRO permeiam facilmente as células, ao contrdrio do
glicerol que tem menor permeagdo e € menos efetivo
[5], estdo em acordo com os dados aqui obtidos.

Em relac@o aos protocolos avaliados, dados da
literatura exibem grande variabilidade e freqiientes
contradicdes de resultados, o que sugere a influéncia
de fatores como os meios de cultivo, a formulacdo das
solucdes, ou mesmo a procedéncia dos embrides. Em-
brides PIV cultivados em meio CR1 s@o mais precoces,
porém mais sensiveis ao congelamento do que em-
brides cultivados em TCM 199 [6]. A utilizacdo dos meios
KSOM e SOF, em uso seqiiencial, determinou maior
viabilidade em relacdo ao uso isolado [16]. Estes em-
brides foram mais sensiveis ao congelamento conven-
cional (30%), do que a vitrificacdo (60%), demons-
trando que mesmo o uso seqiiencial dos meios ndo foi
capaz de produzir embrides com a qualidade dos pro-
duzidos in vivo, que suportam o congelamento con-
vencional [16].

Neste estudo, as taxas de eclosdo obtidas no
grupo vitrificado com EG+DMSO (50,1 a 53,5%) fo-

ram semelhantes as obtidas previamente, 47,1% [14],
49,6 e 54% [15], em nosso laboratério. Taxas de eclosdo
de 70,0% sdo relatadas com idéntica metodologia [18],
com os autores relatando eclosdo de 90,2%, quando
os embrides foram produzidos em meio condicionado
por células da granulosa, no sistema “well of the well”,
sugerindo uma melhora na criotolerancia [18]. Em re-
lacdo ao presente estudo, as maiores taxas de eclosdo
podem, ao menos em parte, dever-se a origem dos em-
brides utilizados pelos autores (Bos taurus indicus), que
tem menor teor lipidico em relac@o aos Bos faurus taurus
[30], o que interfere na criotolerincia. A idéntica viabi-
lidade observada com o emprego das solu¢des EG+
DMSO e EG+PRO, nas condigdes deste experimento,
sugere que ambas podem ser empregadas com sucesso
na criopreservacdo de embrides bovinos Bos taurus
taurus PIV, com a metodologia OPS. Entretanto, a possi-
bilidade do preparo prévio da associacio EG+PRO,
confere maior agilidade ao processo e deve ser consi-
derado, no momento de escolha do protocolo.

O super-resfriamento do nitrogénio liquido tem
se mostrado vidvel na criopreservacdo de odcitos bo-
vinos. Resultados expressivos de desenvolvimento
embriondrio (38%), ap6s a vitrificagdo de odcitos bo-
vinos maturados, foram relatados com o emprego de
véacuo [1]. Na vitrificacdo de odcitos bovinos imaturos
ou maturados, também houve aumento da viabilidade
com o emprego de nitrogénio super-resfriado [20,21].
No experimento 2 foram utilizados os protocolos que
produziram as melhores taxas de eclosio (EG+DMSO
e EG+PRO), associados ao emprego de vicuo. O equi-
pamento proporcionou a solidificacdo do nitrogé€nio
liquido, com o conseqiiente super-resfriamento e o
bloqueio da ebulicao, o que estd em acordo com relatos
descritos anteriormente [1,11]. Porém, diferente dos re-
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sultados observados previamente com odcitos [1,20],
a utilizacdo de nitrogénio super-resfriado ndo aumen-
tou a viabilidade dos embrides PIV vitrificados, com
EG+DMSO (50,2% x 50,1%) ou com EG+PRO (54,0%
x 56,0%). Isto pode ter sido determinado pelo distinto
comportamento osmético dos embrides, que sdo cons-
tituidos por mais de uma centena de células que res-
pondem individualmente as mudancas osmdticas, de-
terminando maior relacdo superficie/volume e conse-
qiientemente maior capacidade de permeacdo do que
os 00citos. Assim, mesmo com menor velocidade de
resfriamento, € possivel que tenha havido suficiente
permeacdo de crioprotetores nas células, para uma
adequada vitrificagdo, diferente do que ocorre em célu-
las maiores, como os odcitos. Também com embrides
murideos no estigio de pré-nicleo, ndo foi observado
efeito significativo do nitrogénio super-resfriado na
criopreservacdo [17]. Embora os autores tenham traba-
Ihado com embrides de espécie e estidgio (pré-niicleo)
diferentes, estas estruturas apresentam um reduzido vo-

lume, o que deve ter determinado o mesmo comporta-
mento observado neste experimento. Estes fatos evi-
denciam a necessidade de novos estudos avaliando
o emprego de nitrogénio super-resfriado, com meno-
res concentragdes de crioprotetores, na vitrificagdo de
embrides bovinos PIV.

CONCLUSOES

As solugdes EG+PRO e EG+DMSO sao simi-
lares na manuteng@o da sobrevivéncia de blastocistos
expandidos bovinos apds a vitrificacdo, sendo mais
eficientes que a solucio EG+GLI, nas condicdes deste
estudo.

O uso de nitrogénio liquido super-resfriado nao
melhora a viabilidade pés vitrificacdo de blastocistos
bovinos PIV.

NOTAS INFORMATIVAS

'Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.
2Nunc. S/A, Roskilde, Denmark.
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