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RESUMO

Avaliou-se a interferéncia da criopreservagdo sobre a secre¢do de interferon-tau (IFN-t) por embrides
bovinos produzidos in vitro. Usaram-se dois grupos de tratamentos: I) constituido por embrides ndo
criopreservados (fresco) e II) embrides criopreservados. Os embrides, apds atingirem a fase de blastocisto
(fresco ou imediatamente ap6s o descongelamento dos criopreservados), continuaram a ser cultivados
individualmente por mais sete dias. Do meio de cultivo em que se mantiveram os blastocistos retiraram-se
aliquotas com trés e sete dias do inicio do cultivo, para a avaliagdo da secreg¢do de IFN-t pelos embrides
cultivados. Os embrides congelados secretaram menos IFN-t do que aqueles ndo criopreservados
(P<0,05), e com sete dias houve maior secrecdo do interferon do que com trés dias (P<0,05). A
criopreservacdo prejudicou a producdo de IFN-t pelo trofoblasto e pode comprometer o reconhecimento
materno da gestagdo e o desenvolvimento do embrido pos-descongelamento.
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ABSTRACT

The effect of cryopreservation in IFN-tau, from bovine embryos produced in vitro was evaluated. Two
treated groups (G1= fresh bovine embryos, n=>59 and G2= freezed embryos, n=84) were used to study
the effect of cryopreservation on IFN-tau secretion. After reaching the blastocyst phase, the embryos
were kept on individual culture for additional period of 7 days. On days 3 and 7 after the beginning of
embryos cultivation, samples of the media culture were taken for IFN-tau secretion titration. Qocysts
taken from follicles ranging from 3 to Smm in diameter were obtained from ovaries of females at
slaughterhouse. The embryos were frozen, after being dehydrated with ethylene glycol (1.8m),
conditioned on 0.5ml palletes and frozen. Frozen embryos secreted lower IFN-tau than fresh embryos
(P<0.05). At day 7 it was registered higher IFN-tau secretion from trophoblast than at day 3 (P<0.05).
The increasing of IFN-tau secretion was observed when the blastocyst began to longed and it was directly
related to the embryos development. The synthesis of IFN-tau is related to the capability of development
of the blastocyst. Cryopreservation is a method that affects the maternal recognition of pregnancy and the
post-freezing embryo development.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de embrides congelados ¢ uma
forma de assegurar melhor aproveitamento da
fertilizagdo in vitro (Vajta et al., 1996a),
permitindo maior utilizagdo, principalmente
quando ndo se dispde de muitas fémeas para
serem usadas como receptoras. O fato de os
embrides  produzidos in  vitro  (PIVE)
apresentarem particularidades quanto a sua
morfologia e capacidade de desenvolvimento
(Stojkovic et al., 1995) em relagdo aos embrides
formados in vivo (Massip et al., 1995) pode
propiciar traumatismos celulares no processo de
resfriamento e congelamento, capazes de
comprometer o desenvolvimento do concepto ¢ a
secrecdo de fatores fundamentais para o
reconhecimento materno da gestagdo. Essa pode
ser uma das principais causas de morte
embrionaria nas primeiras semanas de
desenvolvimento do embrido, principalmente os
de PIVE, juntamente com outras como estresse
térmico etc. Entre os fatores que atuam no
reconhecimento do embrido pelo organismo
materno, destaca-se o interferon tau (INF-t). A
acdo do INF-t para a manutengdo da gestacdo
consiste em inibir os fatores relacionados com a
lutedlise (Thatcher et al., 2001), com seu efeito
sendo tdo importante que o atraso e/ou mesmo
quantidades insuficientes de sua secrecdo podem
ser  responsaveis por prematura  morte
embrionaria (Arnold et al., 2000), sobretudo de
embrides fertilizados in vitro e criopreservados,
cuja taxa de gestacdo tem sido inferior a 20%.
Tal fato vem dificultando o maior uso da técnica
de PIVE.

O objetivo do presente trabalho foi verificar
varia¢des na secre¢do de interferon-tau entre os
embrides de PIVE congelados e os que foram
cultivados frescos apos o estadio de blastocisto.

MATERIAL E METODOS

A titulagdo do IFN-t foi realizada em embrides
produzidos in vitro. Conforme descrito por
Araujo (2003), foram usados na produgdo dos
embrides oocitos aspirados de foliculos de 3 a 8
mm de didmetro, obtidos de ovarios de vacas
coletados em matadouro. Os odcitos que
apresentavam o citoplasma homogéneo e trés ou
mais camadas compactas de células do cumulus
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oophorus (Hawk e Wall, 1994) foram
submetidos ao processo de maturagdo, sendo, em
seguida, fertilizados in vitro com sémen de um
touro da raca Holandesa. No sétimo dia de
desenvolvimento 0s blastocistos que
apresentavam graus I e II, segundo Kennedy et
al. (1983), foram divididos em dois tratamentos:
tratamento 1- embrides frescos submetidos ao
cultivo em meio Glasgow BHK21 (controle) e
tratamento  2-  embrides  criopreservados,
descongelados e cultivados em meio Glasgow
BHK2I1.

No processo de congelamento, os embrides do
tratamento 2  foram  desidratados com
etilenoglicol (1,8M), envasados em palhetas de
0,25ml e submetidos ao congelamento no
aparelho fieezer control' CL-863 configurado
para o programa zero. Terminada a curva de
congelamento, as palhetas foram submersas em
nitrogénio liquido, a -196°C, onde ficaram
armazenadas até o descongelamento. No
descongelamento, as palhetas foram retiradas do
nitrogénio liquido e mantidas por 10 segundos no
ar, ¢ 20 segundos em banho-maria a 35°C. Os
embrides descongelados foram colocados em
placa escavada e lavados inicialmente em PBS +
0,4% BSA e depois em meio Glasgow BHK21’
+10% SFB.

O cultivo dos embrides para titulagdo de IFN-t
foi realizado em monocamada de células da
granulosa retiradas de foliculos com didmetro
entre 10mm e 20mm. As células foram contadas
em cimara de Neubawer, ajustadas para 0,5x10°
células/ml em gotas de 100ul de meio Glasgow
BHK21, e recobertas com 6leo mineral. Antes do
inicio do cultivo, as células foram cultivadas por
48 horas para a formacdo de monocamada.
Nestas gotas os embrides frescos (n =59) e
descongelados (n=84) foram co-cultivados por
sete dias em estufa incubadora a 38,8 °C € 95%
de umidade, com 5% de CO,. Com trés e sete
dias de cultivo, coletaram-se 60ul do meio de
cultivo embrionario, que foi acondicionado em
eppendorf e armazenado em freezer a
temperatura de -20°C. O volume retirado do
meio foi imediatamente reposto apds a coleta.

! Freezer Control - Cryologic® - Sdo Paulo
2 Glasgow BHK21 - Gibco® - Sdo Paulo
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A titulagdo do IFN-t foi realizada no setor de
fisiopatologia da reprodugdo do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Lavras.

Para titulacao do interferon, foram usadas células
Madin Darby bovine kidney (MDBK -ATCC
CRL 6071) e virus da estomatite vesicular (VSV)
com o titulo de 107% aferido pelo método de
Reed ¢ Muench (1938), citado por Lennett e
Schmidt (1979), utilizando-se uma dose
infectante de aproximadamente 100 fissue
culture infective doses (TCIDs).

O IFN-t presente em cada amostra foi avaliado
por meio de titulagdo indireta (Ferreira et al.,
1979), na qual o titulo representa a reciproca da
diluicdo que reduziu o efeito citopatico do virus
em 50%, quando comparado com o controle do
virus. Como controle interensaio utilizou-se um
padrdo interno de interferon o I, com atividade
de 1,8-2,1x10® Ul/mg em células MDBK com
VSV.

Dos embrides cultivados a fresco foram tituladas
28 aliquotas de trés dias e 19 aliquotas de sete
dias, enquanto dos submetidos ao congelamento
foram tituladas 25 aliquotas de trés dias e 28
aliquotas de sete dias.

Com a finalidade de comprovar que a acdo
antiviral observada nas aliquotas tituladas
ocorreu em fungdo do IFN-t, um pool de
aliquotas foi submetido ao processo de
neutralizagdo da atividade antiviral. Inicialmente
foram retirados 10ul de quatro diferentes
aliquotas do meio de cultivo de embrides e
diluidas cada uma em 90ul de MEM® com 5% de
soro fetal bovino (SFB). Em seguida, foram
acrescentados a essas diluicdes 100ul de uma
solugdo com anticorpo antiinterferon-tau
(produzido em coelhos) na diluigdo de 1/200,
com a mesma concentracdo de SFB. As solugdes
foram colocadas em incubagdo a 37°C com 5%
de CO, por 60 minutos, sendo homogeneizadas a
cada 15 minutos durante esse tempo. O mesmo
procedimento foi realizado com o interferon-tau
padrdo, com atividade conhecida, cujo titulo foi
de 5,4x10” UI/mg em células MDBK com VSV.

* Minimum Essential Médium Eagle - SIGMA® - Sio Paulo

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.57, n.6, p.751-756, 2005

Os resultados da titulagdo do interferon-tau (IFN-
7) nas aliquotas retiradas com trés e sete dias de
cultivo dos blastocistos foram expressos na
forma de titulos e foram analisados por meio do
procedimento PROC GLM do pacote estatistico
SAS (User’s..., 1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No processo de neutralizagdo da atividade
antiviral, houve maior efeito citopatico do virus
(VSV) nas aliquotas tratadas com o anticorpo
antiinterferon-tau, confirmando que a inibi¢ao do
efeito citopatico do virus nas aliquotas tituladas
ocorreu em funcdo do interferon-tau secretado
pelos embrides bovinos.

A média dos quadrados minimos dos titulos de
IFN-t dos embrides que foram criopreservados
antes do cultivo foi menor que a dos embrides
ndo-criopreservados (P<0,05) (Fig. 1).
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Figura 1. Médias dos quadrados minimos e erros-
padrdo das titulagdes de IFN-t no meio de
cultivo dos embrides a fresco e pods-
descongelamento.

Os embrides produzidos in vitro, quando
submetidos ao processo de criopreservacao,
secretaram menos IFN-t do que os embrides
frescos.

Stojkovic et al. (1995) consideraram que os
traumatismos provenientes da criopreservacdo de
embrides comprometem a viabilidade das células
trofoblasticas e sua capacidade de secretar IFN-t.
Esse prejuizo na secre¢do de IFN-t ocasionado
por lesdes ou alteragdes bioquimicas no embrido
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também foi mencionado por Lonergan et al.
(2003) segundo os quais a ocorréncia de lesdes
no embrido durante o seu desenvolvimento pode
comprometer a emissdo dos sinais para o
reconhecimento materno da gestagdo.

O desenvolvimento do embrido foi prejudicado
em razdo dos danos causados as células pela
criopreservagdo (Pollard e Leibo, 1994; Wiemer
et al., 1995; Kaidi et al., 1998). Essas lesdes sdo
decorrentes da formacdo de cristais de gelo
dentro e fora das células (Vajta et al., 1997) e dos
efeitos osmoticos dos criopretetores durante a
desidratagdo e reidratagdo do embrido (Saha e
Suzuki, 1997).

As lesdes provenientes do processo de
criopreservagdo que ocorrem no trofoderma e na
massa celular interna sdo responsaveis pela
diminui¢do do niamero de células trofoblaticas no
blastocisto congelado (Kaidi et al., 1999). Elas
comprometem a integridade das membranas das
organelas, do ntcleo e da membrana celular, fato
que prejudica a qualidade dos embrides e reflete
na sua capacidade de secretar IFN-t (Kristina et
al., 2001).

Stojkovic et al. (1995) afirmaram que os fatores
que comprometem o desenvolvimento das
células trofoblasticas diminuem a 4rea do
trofoderma, prejudicando a secre¢do de IFN-t.
Outras pesquisas relacionam a ocorréncia de
alteracdes na ultra-estrutura, decorrentes do
processo de criopreservagdo, a diminuigdo da
qualidade dos embrides e menor secregdo de
IFN-t (Wiemer et al., 1995). Essas alteragoes
ultra-estruturais sdo responsaveis por
fragmentagdes da membrana nuclear ¢ podem
interferir no DNA (Saha e Suzuki, 1997). Em
funcdo disso, ocorre deficiéncia na expressdo do
gene que codifica a producdo de IFN-t.
(Lonergan et al, 2003). Esses autores
observaram que os niveis de mRNA para a
transcricdo de IFN-t sdo maiores em embrides de
melhor qualidade e que lesdes na fase de
blastocisto comprometem a transcricdo do gene
responsavel pela producao dessa proteina.

Os embrides maturados e fertilizados in vitro sdo
mais sensiveis aos traumatismos do processo de
criopreservacdo (Vajta et al., 1996b; Kaidi et al.,
1999). Por essa razdo, considera-se que a
susceptibilidade dos embrides de PIVE ao
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processo de criopreservagdo contribui para a
menor secre¢do de IFN-t, conforme observado
neste trabalho. Fatores como a menor
justaposicdo das células do trofoblasto e das
células do mesoderma, alteracdes nas
microvilosidades das células trofoblasticas,
diferenca na composicdo da zona pelicida e alta
porcentagem de lipidios nas células conferem aos
embrides de PIVE menor resisténcia ao processo
de congelamento (Pollard e Leibo, 1994; Massip
et al, 1995; Thompson, 1997), além de
contribuirem para uma menor taxa de clivagem e
um desenvolvimento deficiente do blastocisto,
inclusive de seu trofoderma (Greve et al., 1993).

Pelas médias dos quadrados minimos a secre¢ao
de IFN-t foi maior nas aliquotas retiradas com
sete dias do que naquelas com trés dias (P<0,05)
(Fig. 2). Ainda, houve interacdo tratamento
versus secrecdo do IFN-t (P<0,05), pois os
titulos dessa proteina foram menores nas
aliquotas de 168 horas dos embrides
criopreservados que naqueles cultivados frescos
(Fig. 2).
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Figura 2. Média dos quadrados minimos e erro-
padrido das titulagdes de IFN-t nas aliquotas de
todos os embrides retiradas com 3 e 7 dias de
cultivo.

Mann et al. (1999) também relataram aumento na
secrecio de IFN-t em  funcdo do
desenvolvimento do embrido. Segundo Thatcher
et al. (1995), a secregdo dessa proteina
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trofoblastica inicia-se por volta do oitavo dia de
desenvolvimento do embrido e tem sua secre¢io
aumentada entre o 14" ¢ o 17 dia. Esses autores
enfatizam que o periodo de aumento na secre¢ao
do IFN-tau ¢ o mesmo em que se desenvolvem
os mecanismos luteoliticos do organismo
materno.

O aumento na secre¢do do IFN-t ocorre quando
o blastocisto comega a se alongar e esta
diretamente relacionado com o desenvolvimento
do embrido (Godkin et al., 1997). Stojkovic et al.
(1999) afirmaram que, nessa fase do
desenvolvimento embrionario, ocorrem
aumentos no numero ¢ tamanho das células
trofoblasticas, o que seria responsavel pela maior
secregdo de IFN-t (Kubisch et al., 1998).

A sintese de IFN-t esta relacionada com a
capacidade de desenvolvimento dos blastocistos
(Kristina et al.,, 2001), que a medida que se
desenvolvem secretam mais IFN-t (Thatcher et
al., 2001). O presente estudo mostra que os
processos envolvidos no congelamento e
descongelamento comprometeram 0
desenvolvimento do embrido criopreservado,
principalmente o trofoderma, impossibilitando
aumento na secre¢do do IFN-t no periodo de sete
dias de cultivo. Também considera-se que a
maior  susceptibilidade ao  processo de
congelamento dos embrides produzidos in vitro
pode ter contribuido para a menor titulagdo
verificada nas aliquotas retiradas com sete dias
de cultivo. Essa interferéncia da criopreservacao
sobre o desenvolvimento do embrido,
prejudicando a secrecdo de IFN-t, também foi
relatada por Massip et al. (1995).

A criopreservagdo prejudica o crescimento da
massa celular interna e o desenvolvimento do
trofoderma, principalmente no periodo em que as
células trofoblasticas comecam a se expandir e se
multiplicar (Massip et al., 1995), havendo lesdes
tanto em organelas quanto no DNA, pois a
cromatina do nucleo se abre durante as divisdes
celulares, ficando mais vulneravel ao processo de
criopreservacao (Wiemer et al., 1995).

Os danos causados pelos crioprotetores ao DNA
do nucleo impedem a intensificagdo na formagdo
do mRNA que determinam a sintese de IFN-t
(Toshihiko et al., 1998), evitando o aumento na
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secrecdo dessa proteina trofoblastica pelos
embrides de PIV criopreservados.

CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que o processo
de congelamento lento compromete a secregdo
de IFN-t por embrides bovinos produzidos in
vitro, e que a secre¢do de IFN-t com sete dias de
cultivo, apds inicio do cultivo dos blastocistos, ¢
menor nos embrides descongelados.
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