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CONGELAMENTO ULTRA-RAPIDO DE EMBRIOES Mus musculus
COM A UTILIZACAO DE SACAROSE E LACTOSE*

ULTRA-RAPID FREEZING OF Mus musculus EMBRYOS WITH SUCROSE AND LACTOSE

Mari Lourdes Bernardi ** Mara lolanda Batistella Rubin *** André Metzdorf ****

RESUMO

Cento e seis morulas de camundongos da ce-
pa CF1 Suigo Albina, coletadas 76-78h ap6s a adminis-
tragao de HCG, foram congeladas em solucdo de com-
gelamento contendo glicerol 2,0M + sacarose 0.25M

(Grupo S) ou Glicerol 2,0M + lactose 0,25M (Grupo L),
ambas em PBS modificado. Foi efetuado um pré-trata-

mento com Glicerol 2,0M durante 4 minutos, sendo as

morulas transferidas, posteriormante, para a solugao de
congelamento, durante 1 minuto. O envase foi realizado
em palhetas de 0,25ml em grupos de 5 a 11 mérulas.
As palhetas contendo os embrides foram colocadas em
vapor de N, durante 2 minutos e, ap6s, mergulhads em
N, liquido. O descongelamento foi efetuado em banho-
maria a 37°C por 20 segundos e foram recuperadas
103 morulas apés a diluigdo do crioprotetor, que foi efe-
tuada em solugéo de sacarose 0,5M (Grupo S) e lacto-
se 0,5M (Grupo L) , durante 5 minutos , & temperatura
ambiente . Ap6s trés banhos em PBS, os embrides via-
veis foram colocados em cultivo em PBS modificado, a
37°C, por 44-48h. Através da avaliagio morfoldgica,
apos descongelamento, 45 mérulas (86,5%) foram consi-
deradas viaveis no grupo S e 46 (90,2%) no grupo L.
O percentual de embrides que se desenvolveram apos
cultivo foi de 67,3% para o grupo S (n=52) e 64,7%
para 0 grupo L {n=51). A anélise estatistica nao revelou
diferengas significativas (P >0,01) no nimero de em-
brides viaveis apbds descongelamento e indice de sobre-
vivencia ap0s cultivo, entre os dois aclcares testados.

Palavras-chave: congelamento de embrides, sacarose,
lactose

SUMMARY

One hundred and six Swiss Albin CF1 mouse
morulae were frozen by ultra rapid method. The
embryos were colected 76-78h after HCG administration
and the freezing was done in glycerol 20M + sucrose
0.25M (Group S) or in glycerol 20M + lactose 0,25M
(Group L), both in Modified Dulbecco’ s Phosphate
Buffered Saline (PBS). Firstly, the embryos were placed
in a equilibration medium containing 2.0M glycerol for 4
minutes after which the morulae were transfered {0 a
freezing solution for 1 minute. The embryos were loaded
in groups of 5 to 11 in 0.25ml plastic straws. These
straws were maintained for 2 minutes in nitrogen vapour
and then plunged into liquid nitrogen. After thawing at
37°C for 20 seconds, one hundred and three morulae
were recovered. The cryoprotectant was diluted in 0.5M
sucrose solution (Group S) or 0.5M lactose solution
(Group L), for 5 minutes at room temperature. After
three baths in PBS the viable embryos were cultured in
Modified PBS at 37°C, for 44-48h. Through morphologi-
cal evaluation, 45 (86.5%) and 46 (80.2%) morulae were
considered viable after the cryoprotectant dilution in the
groups S and L, respectively. The development rate was
67.3% (n=52) with Group S and 64.7% (n=51) with
group L. No significant differences (P >0,01) were
observed in embryo viability or in survival rate after
thawing and culturing, with both sugars.
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embrides de mamiferos visam, principalmente na Gltima
década, a simplificacdo das técnicas utilizadas através
de principios como: redugdo do nimero de passos, di-
minuicao de tempo gasto no processo de congelamento
€ a utlizagao de equipamentos pouco sofisticados. Nes-
te sentido, a velocidade de congelamento tem sido au-
mentada através da utilizacao de técnicas como a deno-
minada "two-step" (WOOD & FARRANT, 1980) e mais re-
centemente, 0 processo de vitrificacdo (RALL & FAHY,
1985) ou o congelamento ultra-rapido (TAKEDA et al
1984, TAKAHASHI & KANAGAWA, 1985 WILLIAMS &
JONSHON, 1986; SZELL & SHELTON, 1987).

Os experimentos de KASAI et al (1981 e 1983)
demonstraram que, como um soluto nac permeavel, a
sacarose determina a desidratagdo parcial e conseguen-
te protegao eficaz de moérulas de camundongos guando
mantidas a 0°C, antes ou ap6s o congelamento. Mistu-
ras de glicerol e sacarose em diversas concentragcoes
vém sendo testadas no congelamento ultra-rApido de
embrices de camundongos (TAKEDA et al, 1984: WIL-
LIAMS & JOHNSON, 1985, SZEL & SHELTON, 1987:
REICHENBACH & RODRIGUES, 1988), ratos (CHUPIN &
DE REVIERS, 1986) e bovinos (CHUPIN, 1986 e 1987).
Alem da sacarose, KRAG et al (1985) utilizaram trealose
e TAKAHASHI & KANAGAWA (1985) verificaram o efeito
da rafinose, glicose, xilose e lactose no congelamento
ultra-rapido de embrides de camundongos.

A colocagao dos embrides em solucdo de PBS
contendo apenas glicerol no sentido de promover um
equilibrio, antes da passagem para a solugdo de conge-
lamento contendo glicerol mais sacarose ou glicerol
mais lactose, ja foi avaliada por alguns autores (BIERY
et al, 1986 ; SZELL & SHELTON, 1987; TAKAHASHI &
KANAGAWA, 1988).

O cultivo in vitrg apbs o descongelamento, foi
efetuado no intuito de comparar o efeito de sacarose e
lactose 0,25M em associagdo ao glicerol 2,0M, na viabili-

dade de moérulas de camundongos congeladas pelo
metodo uitra-répido.

MATERIAL E METODOS

Femeas Mus musculus da cepa Suico Albina
CF1, com 8 a 11 semanas de idade, foram superovula-
das com 5-8Ul de eCG® e 5-8Ul de HCGP num intervalo
de 48 horas. Os embrides foram coletados 76 a 78 ho-
ras ap0s a adminstragdo de HCG através de lavagem
dos ovidutos e cornos uterinos com 0,3m! do meio PBS
modificado (ELSDEN & SEIDEL, 1982), preparado com
MgS0,.7H,0 ao invés de MgClz.6H20. Como suplementa-
¢ao proteica foi acrescentado 20% de soro fetal bovino
- SFB.°

MoOrulas classificadas morfologicamente como
excelente (Grau ) e boas (Grau Il) foram utilizadas para

congelamento. Os embrides selecionados para congela-
mento foram submetidos a um pré-tratamento em 0,2mi
de uma solucdo de glicerol® 2,0M em PBS acrescido de
SFB, durante 4 minutos, a temperatura ambiente
(18-22°C). Posteriormente, 0s embrides foram aspirados
e colocados em 0,05ml de solugcao de congelamento
composta de glicerol 2,0M + sacarose® 0,25M (Grupo
S) ou glicerol 2,0M + lactose® 0,25M (Grupo L ), por 1
minuto, a temperatura ambiente. Durante este periodo,
0s embrides foram envasados em palhetas de 0,25mf,
em grupos de 5 a 11, sendo mantidos durante 2 minu-
tos em vapor de N2, proximo ao nivel superior de um
banho de N2 iquido de aproximadamente 7cm e, entao,
mergulhados no N, liquido. Este procedimento foi efe-
tuado em caixa de isopor medindo 35x29x23cm. Por
ocasiao do envase as extremidades das palhetas foram
preenchidas com solugao para diluicao do crioprotetor.

- Foram congeladas 54 morulas utilizando sacaro-
se e 52 moérulas com lactose. ApOs um periodo de ar-
mazenamento que variou de 1 a 6 dias, 0os embrides
foram descongelados em banho-maria a 37°C por 20
segundos. A diluigado do crioprotetor foi efetuada em
0.5ml de solucao de sacarose 0,5M (Grupo S) ou lacto-
se 0,5M (Grupo L) durante 5 minutos, a temperatura
ambiente.

Os embribes recuperados foram submetidos a
trés passagens em PBS modificado, apds as quais a
viabilidade dos mesmos foi avaliada atraves de critério
morfologico. Os embrides considerados wviaveis foram
colocados em cultivo em placas de poliestireno (0
35mm)' contendo aproximadamente 3ml de PBS modifi-
cado. O cultivo foi realizado em estufa a 37°C e atmos-
fera umida, durante 44 a 48 horas.

O indice de sobrevivéncia apos cultivo foi deter-
minado atraves do numero de embrides que se desen-
volveram até o estagio de blastocisto expandindo (Bx),
blastocisto em eclosao (Bh) ou blastocisto eclodido
(Be). O percentual de sobrevivéncia foi calculado consi-
derando 0 numero de embrides que foram recuperados
ap0s a diluicao do crioprotetor. Todas as avaliagbes
dos embribes foram processadas sob estereomicrosco-
pio, num aumento de 60 vezes. Os resultados obtidos
foram analisados e comparados atraves do teste qui-
quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de embribes considerados viaveis
ap0s o0 descongelamento, diluicao do crioprotetor e pas-
sagem por trés banhos em PBS modificado & apresen-
tado na Tabela 1. Dos embrides congelados com saca-
rose, 86,5% foram considerados viaveis apos a diluicao
do crioprotetor, enquanto um percentual de 90,2% foi
obtido no grupo de embrides congelados com lactose.
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Estes resuitados nao diferiam significativamente entre si
(P > 0,01).

Na Tabela 1 também esté representado o indice
de sobrevivéncia, ap6s 44-48h de cultivo. No grupo com
sacarose obteve-se um indice de sobrevivéncia de
67,3% 0 qual foi semelhante (P > 0,01) ao indice de
64.7%, obtido no grupo de embrides congelados com
lactose.

Os resultados obtidos demonstraram que em-
prioes de camun-

dongos podem
sobreviver ao pro-

cesso de congela-

TABELA 1 - Viabilidade de moérulas de camundongos congeladas pelo
método ultra-rapido, apds descongelamento e cultivo.
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SZELL & SHELTON (1986b) sugerido que a exposicao
prévia ou concominante a solugbes de sacarose afeta
desfavoravelmente a permeacao do glicerol.

Embora tenha sido demonstrado o efeito benéfi-
co da sacarose no armazenamento de embrides a 0°C
(KASAI et al, 1981 e 1983), a mesma foi incapaz de
conterir protecao aos danos do congelamento, quando
utilizada sem adigcdo de outro crioprotetor (WILMUT,
1972; KASAI et al, 1981). E evidente o fato de que a
desidratagcao prévia
conferida pela saca-
rose ou outros acgu-
cares permite O

mento por imersao
direta em N, liqui-

Embrides

congelamento em
velocidade extrema-
mente rapidas. Mes-

Recuperados

mo assim, o exato
mecanismo de pro-
tecao conferido pela
associacao  destes

Viaveis* Desenvolvidos**
n % n %

do, com acrésci-

mo de sacarose - — —

Ou lactose a solu-

cio de congela- Grupo Congelados

mento. " "
A realiza- — E—

cao de pré-trata-

mento em. glicerol E gg ;2

propiciou  efeitos

benéficos nos em- — _— .
pbrices de camun-
dongos de 8 a 16
células, conforme
demonstrado por

SZELL & SHELTON (1986b), sendo inclusive observado
que O periodo de desidratagdo em glicerol + sacarose
nao interferiu na obtencdo de indices de sobrevivéncia.
BIERY et al (1986) também obtiveram altos indices de
sobrevivencia quando usaram pré-tratamento gradativo
com trés passos em glicerol 3,5M + sacarose 0,5M. Po-
rem, WILLIAMS & JOHNSON (1986) verificaram que, na
concentragcao de glicerol 2,0M, os resultados com pré-
tratamento foram inferiores (38%) aos obtidos com au-
séncia de pre-tratamento (67%), apesar desta diferenca
nao ter sido demonstrada nas outras concentracdes de
glicerol. Desta forma, os indices de 67,3% e 64,7%, obti-
dos neste experimento foram superiores aos obtidos pOr
WILLIAMS & JOHNSON (1986) e SZELL & SHELTON
(1987) quando a concentracao de glicerol 2,0M foi utili-
zada, embora os Ultimos autores tenham obtido maiores
indices de sobrevivéncia em concentracdo mais elevadas
de glicerol. Quando o pré-tratamento foi efetuado em
solugao contendo apenas glicerol 2,0M ou glicerol 2,0M
+ lactose 0,25M, TAKAHASHI & KANAGAWA (1988) obti-
veram bons resuitados (71-86%) com ambos o0s proce-
dimentos, sendo inclusive superiores aos verificados no
presente experimento.

A exposigcao de embrides a sacarose, antes da
Sua colocagao em glicerol + sacarose, parece influenciar
negativamente na sobrevivéncia embrionaria, quando
Comparada com a permeagac prévia em glicerol, tendo

** ApOs cultivo por 44-48 horas.

— aclUcares com dglice-
45 865 35 67 3 rol ou DMSO ainda

46 902 33 64.7 nao esta t::ompleta-
mente elucidado. O

* ApOs descongelamento e diluicdo do crioprotetor

—— mecanismo nao po-
de ser explicado
apenas pela prote-
¢ao contra os efel-
tos de solugéo visto

que, como exposto por SZELL & SHELTON (1986b),

apesar dos menores tempos de exposigcao a estes efei-
tos, maiores niveis de glicerol sdo necessarios para pro-
teger os embrides congelados pelo método ultra-rapido,
quando comparadas as concentracoes utilizadas no con-
gelamento lento. Quando constataram que a exposi¢cac
prévia a sacarose reduziu a taxa de permeacgao do gli-
cerol, com consequente diminuicac do indice de sobre-
vivéncia, SZELL & SHELTON (1987) levantaram a hipéte-
se de que o glicerol protege o embriao durante o con-
gelamento ultra-rapido reduzindo as diferengas de pres-
sao osmdotica entre 0s espagos intra e extracelulares,
principalmente pela sua habilidade em reduzir a quanti-
dade de gelo formada, em baixas temperaturas.

Apesar das investigacbes constantes, ainda nao

existe uma uniformidade na metodologia empregada e

nos resultados obtidos com o0 congelamento ultra-rapido.

Assim, considera-se que 0s resultados divergentes obti-

dos por diversos pesquisadores pode ser devido a dife-

rencas no processo de congelamento, tais como:. execu-
cao ou nao de pré-tratamento em solugao contendo

crioprotetores, associados ou nao a acucares; tempo e

temperatura de desidratacao; concentragao dos solutos

crioprotetores; estagio de desenvolvimento embrionario;
processo de envase e colocagao de N, liquido.

Aléem da necessidade de avaliar o desenvolvi-
mento in vivo de embrides congelados com o0s métodos
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empregados neste experimento, outras investigacdes de-
verao ser efetuadas para avaliar qual a combinacdo de
glicerol e agUcares que podera determinar um aumento
da viabilidade dos embrides apés o descongelamento.

E provavel que maiores concentragdes de glice-
rol na solugéo de congelamento possam melhorar os in-
dices de sobrevivéncia, apés descongelamento e cultivo,
conforme j& verificaram TAKEDA et al (1984) e SZELL &
SHELTON (1987).
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