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SOBREVIVENCIA DE BLASTOCISTOS Mus domesticus domesticus
VITRIFICADOS EM MEIO CONTENDO 9,0M DE ETILENO
GLICOL NA PRESENCA DE SACAROSE

SURVIVAL RATE OF Mus domesticus domesticil/LASTOCYSTS VITRIFIED IN 9.0M
OF ETHYLENE GLYCOL WITH SUCROSE

Consuelo Garrastazu Paix&o Cortes José Luiz Rodrigue$

RESUMO

Os experimentos realizados tiveram como objetivo
determinar a taxa de sobrevivéngiavitro e in vivo de blasto-
cistosMus domesticus domesticwdtrificados em meio contendo
9,0M de etileno glicol e 0,3M de sacarose. As solucdeadzst
foram denominadas de | e IS, quando a adi¢éo do crioprotetor foi
realizada em duas etapas, e Il e IIS, quando a adi¢éo deste foi
realizada em apenas uma etapa. Na solucéo ddicdizéo |, foi
realizada inicialmente uma desidratacéo prévia dos embrides por
um periodo de 2 minutos em solucdo de 1,8M de EG em PBS +
6% de BSA e, logo ap6s, eles foram transferidos, por um periodo
de 30 segundos, para a solu¢do composta por uma associa¢éo de
9,0M de EG em PBS + 6% de BSA, antes da imersdo em nitrogé-
nio liquido. Na solucdo de vitrificacdo IS, o procedimento foi
idéntico ao da solugéo |, apenas com o acréscimo de 0,3M de
sacarose as solugdes crioprotetoras. Na solucéo de vitrificagdo
Il, os embrides foram expostos diretamente a uma solugéo com-
posta por uma associagdo de 9,0M de EG em PBS + 6% de BSA,
onde permaneciam por 30 segundos antes da imersdo em nitro-
génio liquido. Na solucéo de vitrificagdo IS, o procedimento foi
idéntico ao da solugdo Il, apenas com a adi¢cdo de 0,3M de
sacarose a solugéo crioprotetora. No experimento |, foi determi-
nada a taxa de sobrevivéncia de 299 blastocistos apds a exposi-
¢do as solucdes crioprotetoras, ndo sendo observada diferenca
estatistica entre os tratamentos e o grupo controle. O experi-
mento Il permitiu avaliar a sobrevivéncia embrionamavitro
(taxa de ecloséo) apos a vittagcao de 330 blastocistosnde as
solugbes | e IS foram estatisticamente superiores as demais,
apresentando taxas de ecloséo de 49 e 40%, respectivamente. No
experimento lll, realizou-se a transferéncia de 141 blastocistos
vitrificados, apds a exposicdo as solugdes | e IS, para fémeas
receptoras. Ndo houve diferencas estatisticas entre as taxas de
sobrevivéncia embrionéaria determinadas aos 14 dias de prenhez,
tanto para implantagdes (37 e 32%) quanto para fetos (27 e
27%), respectivamente. A presenca de sacarose ha solucdo de
vitrificagdo ndo proporcionou uma maior sobrevivéncia de
blastocistosMus domesticus domesticusitrificados em uma
solugéo contendo 9,0M EG.

Palavras-chave:roedores, embribes, crioconservacéo.

SUMMARY

The aim of these experiments was to determine the
in vitro andin vivo survivability ofMus domesticus domesticus
blastocysts, following exposure and Witation in modified PBS
solution containing 9.0M of ethylene glycol (EG) and 0.3M of
sucrose. The cryoprotectant solutions were denominated |
(without sucrose) and IS (with sucrose) when the embryo
exposure to the solutions has been done in two steps. First the
embryos were exposed to a modified PBS solution with 1,8M EG
+ 6% BSA during 2 minutes, and after they were transferred to
straws containing modified PBS plus 9.0M EG + 6% BSA and
after 30 seconds immersed into liquid nitrogen. The others
cryoprotectant solutions, denominated Il (without sucrose) and
IIS (with sucrose) the embryos were exposed directly to the 9.0M
EG and after 30 seconds plunged into the liquid nitrogen. In the
first experiment a survival rate of 299 blastocysts was observed
following exposure to cryoprotectant solutions. There was no
statistical diference among control and treatment groups. The
experiment |l allowed to evaluate tlie vitro embryo survival,
after vitrification of330 blastocysts, the cryoprotectant solutions
| and IS determinated statisticallyifiérent (p<0.05) embryo
survival rates, showingn vitro hatching rates of 49 and 40%,
respectively. In experiment 3, 141 blastocysts were exposed to the
cryoprotectant solutions | and IS, vited and then transferred
into the recipients. The number of implantations and fetuses were
observed after 14 days of gestation. There was no statistical
difference (p>0.05) anng the solutions | and IS in the number of
implantations (37 and 32%) and fetuses (27 and 27%),
respectively. The survival rate d&fus domesticus domesticus
blastocysts did not improve with the addition of sucrose to the
vitrification solution containing 9.0M of EG.
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INTRODUCAO Os experimentos de vitrificacdo ainda néo
permitiram a descricdo de uma adequada composi-
Os avancos tecnoldgicos da genética mo- G&o da solugéo crioprotetora, que propicie taxas de
lecular, em especial na producdo de animais trans- sobrevivéncia embrionaria apos a transferéncia para

génicos e mutantes na espéditus domesticus as receptoras em percentuais acima dos 70%. A
domesticus permitem, segundo ROBERTSON e€leicdo do estadio de blastocisto para utilizacao
(1991), o desenvolvimento deovos modelos ani- nesses experimentos foi determinada pela necessida-

mais para estudos basicos e aplicados, tanto dasde de procurar-se alcancar percentuais de sobrevi-
funcbes bioldgicas normais quanto dos processos Venciain vivo 5|m|largs Ou superiores aos ja obtidos
patolégicos. O alto custo de manutencso e da repro- €OM 0 estadio de morula compacta.

ducdo dessas linhagens em biotérios, 0 que poderia . OS experimentos realizados tiveram por
tornar-se economicamente inviavel, criou a necessi- OPjetivo determinar o efeito da adicéo de 0,3M de

dade da organizacdo de bancos de embrides. Sacarose as solucdes de vitrificacdo, sobre a via-

SCHMIDT et al. (1996) citam que mais de 300 gilidade_ in &/itro ein vivo de blastocistosMus
gendtipos de roedores sdo distribuidos mundial- domesticus domesticus

mente para pesquisas nas areas biomédicas. Segund -

RALL (1987), a criopreservacdo pelo método da MATERIAL E METODOS

vitrificagdo oferece vantagens, quando comparada a Doadoras e receptoradus domesticus

outros procedimentos, que permitem ou exigem a domesticusda linhagem suica albina CF1, com
cristalizacdo da suspenséo por ndo requerer equipa-igade variando entre 6 e 8 semanas, foram submeti-
mentos, nem o controle das curvas de resfriamento e das ao tratamento superovulatériecebendo uma
de aquecimento, normalmente necessarios nos pro- aplicacdo intraperitonial de 10 Ul de eCG e, 46
cedimentos convencionais. horas apés, 10 Ul de hCG, pela mesma via. Blasto-
Entre os diferentes crioprotetores empre- cistos foram colhidos na manha do 4° dia, apds a
gados na vitrificagdo, o etileno glicol (EG) apresenta lavagem do limen dos cornos uterinos utilizando
baixa toxicidade e baixo peso molecular, o que faci- uma solugdo de PBS modificada (DULBECCO &
lita sua rapida permeacéo para o interior das células VOGT, 1954) + 20% de soro bovino inativado
durante um curto periodo de exposicdo (KASAI (SBI). Os embrides classificados morfologicamente
al., 1990). como excelentes (grau 1) foram submetidos & vitrifi-
Rotinas experimentais de criopreservagédo C€acao.
de embrides vém sendo realizadas pelo Laboratério Para a vitrificagdo dos embrides, foi utili-
de Embriologia e Biotécnicas de Reproducdo da zada uma solucdo de PBS acrescida de 6% de BSA,
Faculdade de Veterinaria da UFRGS, desde o0 ano de cOm diferentes concentraces de EG, de acordo com
1984. Em experimentos desenvolvidos em vitrifica- O tratamento proposto. As solucdes testadas foram
céo utilizando o glicerol e 0 EG como crioprotetores, dénominadas de | e IS, quando a adigdo do criopro-
CHRISTMANN (1989), LOPES (1989), HOTZEL tet_or~f0| reallzad_a em duas etapas; Il e 1S, quando a
(1991), PALHA (1992), BERTOLINI (1994) e adicdo deste foi realizada em apenas uma etapa. Na

AGUIAR (1996) observaram o desenvolvimento de solucéo de vitrificacdo I, foi realizada, inicialmente,
fetos ap0s a transferéncia de embrides no estadio detima desidratagdo prévia dos embriGes por um perio-

morula (34%, 47%, 34%, 42%, 27% e 46%, respec- do de 2 minutos em solucdo de 1,8M de EG em PBS

i i 50 diferi tatisti e d + 6% de BSA e, logo apos, eles foram transferidos
ivamente) que ndo diferiram, estatisticamente, dos para a solugcdo composta por uma associacdo de

seus respectivos grupos controle. Ao contrario, 9,0M de EG em PBS + 6% de BSA, por um periodo
qguando vitrificaram blastocistos, os mesmos indices d’e 30 segundos antes da imerséo em nitrogénio

de desenvolvimentim vivo ndo puderam ser obtidos liquido. Na solugdo de vitrificacdo IS, o procedi-

por CHRISTMANN (1989), LOPES (1989), mento foi idéntico ao da solucdo |, apenas com o
BERTOLINI (1994) e AGUIAR (1996), que regis-  acréscimo de 0,3M de sacarose em cada etapa da
traram taxas de 22%, 19%, 9% e 16%, respectiva- solucao.

mente. Apesar de HOTZEL (1991) e PALHA (1992) Na solucéo de vitrificacéio Il, os embrides
terem obtido taxas de 39% e 41% de desenvolvi- foram expostos diretamente a uma solugdo composta
mento embrionario até fetos, as quais néo diferiram por uma associacdo de 9,0M de EG em PBS + 6%
dos seus respectivos grupos controles, esses resultade BSA, onde permaneciam por 30 segundos antes
dos de sobrevivéncia ainda ndo podem ser conside- da imersao das palhetas em nitrogénio liquido. Na
rados satisfatérios para a rotina da crioconservacéao solugdo de vitrificagéo IIS, o procedimento foi idén-
de morulas e blastocistdsus domesticus domesti- tico ao da solucao Il, apenas com a adicdo de 0,3M
cus. de sacarose.
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No teste de toxicidade (experimento 1), os RESULTADOS E DISCUSSAO
blastocistos foram expostos as solugbes de vitrifica-
¢ao, conforme os tratamentos propostos e, em segui- A tabela 1 mostra que n&o houve diferen-
da, submetidos as solugGes de retirada do crioprote- ¢a significativa entre os tratamentos no experimento
tor. Posteriormente, foram cultivados em meio de |. Os resultados observados indicam que os blasto-
Whitten em estufa de G@ 37,5C e 100% de umi- cistos, quando expostos aos tratamentos propostos,
dade relativa do ar. A viabilidade embrionaria foi ndo sofreram danos em decorréncia da toxicidade.
determinada pela taxa de eclosédo apds 48 horas deTACHIKAWA et al. (1993) citam que a simples
cultivo in vitro. exposi¢do dos embrides as solugbes de vitrificagéo
No experimento Il, os blastocistos, em reduz a sobrevivéncia embrionaria e que a toxicida-
ndmero de 10 a 15, apds serem expostos as solu¢cdesle das solucBes depende da permeacgdo do criopro-
de pré-equilibrio, foram pipetados para o interior de tetor.
uma palheta francesa de 0,25msontendo aproxi- _Nao foi observada a ocorréncia de choque
madamente 0,1fda solucdo de vitrificacdo, sendo osmotico nas células embrionarias apés a direta

as palhetas, ap6s 30 segundos, imersas em mtrogé_equsigéo dos blastocistos a solugédo de 9,0M de EG,
nio liquido. confirmando as afirmacdes de KASAL al. (1990)

Para a desvitrificacdo dos embrides, as sobre a permeabilidade desse crioprotetor as mem-

branas celulares. Apesar dessa caracteristica do EG
palhetas foram expostas ao ar por 10 segundos e, em . . '
seguida, imersas em banho-maria a 20°C por 20 MAHMOUDZADEH et al. (1995) citam a ecessi-

segundos. Foram testados dois procedimentos ded2de dé uma desidratacdo dos embriGes bovinos,

retirada do crioprotetor, sendo: a) PBS: PBS + 0,4% Produzidosin vitro, préviaa exposicdca solugdo

de BSA; e b) SAC: 1,8M de EG + 0,4% de BSA + CcOMPposta por etileno glicol, ficoll e sacarose (EFS),
1,0M de sacarose (2 minutos). Apos a desvitrifica- para que a vitrificacdo proporcione viabilidade em-
¢do, os blastocistos foram cultivados

em meio de Whitten em estufa de £OTapela 1 - Viabilidadén vitro de blastocistos apés o equilibrio nas solugdes criopato-

a 37,5C e 100% de umidade relativa génicas.
do ar. A viabilidade embrionéria foi
determinada pelz_a taxa de ecloséo apos Solugdes Retirada do Embrides
48 horas de cultivan vitro. NO expe-  Traamento crioprotetoras Crioprotetor Expostos  Eclos&o
rimento lll, foi realizada a avaliacido
vivo dos blastocistos desvitrificados; \ N o
estes foram classificados morfologica- °
mente apés o cultivin vitro de uma
hora em estufa de GG 37,85C com | 1,8Mde EGemPBS+ a)PBS +0,4% de BSA; 33 30 91
100% de umidade relativa do ar. De 6 a 6% de BSA (2 minutos) bYLEM de EG + 0.4% a1 7 &
i i ; + , e EG +0,4%
8 embrides classificados morfologica 9.0 M de EG em PBS + de BSA + 1.0M de
mente como excelentes e bons foram 6% de BSA sacarose (2 minutos).
transferidos para o corno uterino direito
de fémeas receptoras, no terceiro dia déS 18Mde EGemPBS+  a)PBS +0,4% de BSA; 42 40 95
pseudoprenhez. Transcorridos 14 dias 6% de BSA (2 minutos)
N R ; +9,0M de EG em PBS  b)1,8M de EG + 0,4% 39 37 95
da transferéncia, as fémeas eram sacri- +6%de BSA+03M  de BSA+1,0Mde
ficadas e quantificado o numero de sacarose sacarose (2 minutos).
implantacbes e fetos. Como controle, . .
foram transferidos para o corno esquer-" 90MdeECemPBS  APBS+04%deBSA 41 38 92
do das receptoras blastocistos frescos b)1,8M de EG + 0,4% 36 34 94
colhidos na manh& do quarto dia de de BSA+1,0 M de
prenhez. Sacarose (2 minutos).
Para a analise dos dados ob-
tidos, foi empregado o teste Qui- s 9.0Mde EG em PBS +  a)PBS +04% de BSA; 41 37 90
Quadrado e a existéncia de significan- 6% de BSA + 0,3M
cia, nesse teste, determinou a necessi- sacarose b)1,8MdeEG+04% 36 33 92
dade da anélise de residuos ajustados de BSA +1,0M de
. : sacarose (2 minutos).
para comprovar quais tratamentos fo-
ram estatisticamente diferentes entre si Controle 143 137 96

(1=0,05).
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brionéria. Os autores observaram que a taxa de so- Considerando as solucdes de vitrificagdo
brevivéncia dos blastocistos, ap6ds a vitrificagéo, foi que contém sacarose, IS e IIS, observou-se néo ha-
aumentada significativamente de 58% (43/74) para ver diferenca significativa entre esses tratamentos
75% (59/79) pela adicdo da solucdo de vitrificagdo quando a retirada do crioprotetor foi realizada dire-
em duas etapas. De modo similar, ZetLal. (1993) tamente em solucéo de PBS. Ao passo que a presen-
Obtiveram taxas de SObreViVén(}ia de 94% (64/68) e (;a de sacarose na Solugéo permitiu que a taxa de
de 87% (58/67) para blastocistos expandidos de gcloso, observada no tratamento IS, fosse estatisti-
camundongo vitrificados apos a exposicdo a 10 ou camente superior ao tratamento 11S. Comparando-se
20% de EG, respectivamente, por 5 minutos €, poS- 55 5535 de sobrevivéncia embrionaria obtidas nos

:jenorxentg, EXpostos ?.sglLigao.EFdS porl 3? seg(ij— tratamentos que utilizaram duas etapas de adigcdo do
0s. A sobrevivencia lol determinada pela taxa de crioprotetor (I e IS), verificou-se que, uma vez in-

blastocistos reexpandidos em 48 horas de cultivo. Os | - ~ TR
pal ~ ; cluida a sacarose na solucdo de vitrificacao, faz-se
resultados de toxicidade das solugBes crioprotetoras . .
necessaria a presenca desse polimero de alto peso

obtidos no experimento | permitiram a utilizacdo ~ ) .
dessas solugdes nos demais experimentos. molecular na solugao_ qe r_etlrada fjo ,cr_|oprotetor. Os
O experimento Il avaliou a viabilidade resultados de sobrevivéncia embrionaria, obs_ervados
embrionarian vitro através da taxa de eclosdo apés N tabela 2, mostram que quando for realizada a
adicdo em etapas do crioprotetor sem sacarose (l), a

a desvitrificacéo e cultivo por 48 horas. Apos a des- : : \ "
vitrificacéo, foi realizada a retirada do crioprotetor ;et'lgagg deste deve ser feita diretamente em solugéo
e )

diretamente em uma solugédo de PBS + 0,4% BSA
ou em 1,8M de EG + 0,4 BSA + 1,0M de sacarose. ALl & SHELTON (1993b) observaram,

A tabela 2 mostra que os tratamentos l-a) apos a vitrificacdo de blastocistos de camundongo
e I1S-b) foram superiores, estatisticamente, em rela- em VS11 (6,0M de EG + 1,8M de glicerol), que ndo
cdo aos demais, apresentando taxas de eclostes ddéouve diferenga estatistica entre os métodos de reti-
49 e 40% respectivamente. rada do crioprotetor, ou seja, diretamente em solucao
isotbnica ou em 1M de sacarose, ob-
tendo, respectivamente, 93 e 79% de
taxas de eclosdao apds o cultivio

Tabela 2 - Sobrevivéncia de blastocistodviless domesticus domesticugpds a desvi-
trificagdo e cultivan vitro por 48 horas.

vitro.  Similarmente, MAHMOUD-
Solucdes Retirada do Embrides ZADEH et al. (1995) concluiram que
Tratamento Crioprotetoras crioprotetor Cultivados Eclosdondo ha necessidade da presenca de

N N %  sacarose na solucdo de retirada do

crioprotetor apés a vitrificacdo em EFS
16 49 de embrides bovinos produzidaos
vitro. Os autores obtiveram taxas de
13 36 eclosdo para blastocistos de 40%
(30/75), 44% (32/72) e 30% (21/71),
respectivamente, apos a exposi¢do dos

| 1,8 M de EG em PBS +
6% de BSA (2 minutos)
+9,0 M de EG em PBS
+ 6% de BSA

a)PBS + 0,4% de BSA; 39

b)1,8 M de EG + 0,4% 36
de BSA+ 1,0 Mde
sacarose (2 minutos).

IS 1,8 M de EG em PBS + a)PBS + 0,4% de BSA, 45 18 33 embribes, para a retirada do criopro-
6% de BSA (2 minutos) r ncentracd r
+9,0 M de EG em PBS  b)1,8M de EG + 0,4% 35 14 40 :)eo;o 635%/0 cg St(;lg%es ded sa:;::sose de
+6%de BSA+0,3M  de BSA+1,0M de 0, U,c0% € U,5%. Segundo &l
sacarose sacarose (2 minutos). al. (1990), a sacarose associada a uma
macromolécula pode reduzir a toxici-
I 9,0 M de EG em PBS +  a)PBS + 0,4% de BSA; 49 08 16 yade do etileno glicol pela rapida re-
6% de BSA ~ . - .
b)1,8M de EG + 0,4% 39 o5 13 ducéo da quantlplade de agua intrace-
de BSA + 1,0M de lular. Isso também foi reportado por
sacarose (2 minutos). SZELL & SHELTON (1986) quando
s 9.0Mde EG em PBS+ a)PBS +04%de BSA; 51 20 39 Utilizaram glicerol como crioprotetor.
6% de BSA + 0,3M Pode-se observar, neste experimento,
sacarose b)1,8M de EG +0,4% 36 06”17 que a presenga da sacarose na solugéo

de BSA + 1,0M de
sacarose (2 minutos).

de vitrificag8o (9,0M) néo foi impres-
cindivel para o incremento da sobrevi-
véncia embrionarian vitro, quando

**°numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente pelo tg¢igada a adicdo do crioprotetor em
x*(p<0.05).

etapas. A tabela 2 mostra que ndo ha

Ciéncia Rural, v. 30, n. 3, 2000.
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diferenca significativa entre os tratamentos | e IS, células embrionarias. De acordo com o ja referido
g g ape . ~ - by . ~
desde que se utilize o método adequado de retiradapor OVERSTROMet al. (1993), devido a exposi¢édo

do crioprotetor, ou seja, no tratamento |, diretamente desses embrides a solugdes muito concentradas de
em uma solucdo de PBS e no IS, na presenca decrioprotetor. Essa hipotese pode ser sustentada pelo
sacarose. Nos tratamentos, nos quais os embridesfato de que no experimento I, como mostra a tabela
foram expostos diretamente a uma solugdo de 9,0M 1, as taxas de ecloséo observadas nao diferiram
(Il e 1IS), a incluséo da sacarose na solucéo de vitri- estatisticamente dos seus respectivos grupos contro-
ficagdo proporcionou uma taxa de eclogdiwitro les. A utilizag8o de estabilizadores de citoesqueleto
superior & observada com os embrides que foram como aqueles preconizados por DOBRINSKY
expostos & solugdo na auséncia da referida substan-(1996) poderiam ser testados como alternativa para
cia. Esses achados corroboram os resultados obtidosincrementar as taxas de eclosdo dos embrides vitrifi-
por KASAI et al. (1990) que, empregando a vitrifi- cadc,)s'nestgs sglugoes, pois estas nao apresentaram-
cacdo, expuseram morulas de camundongo em solu-S€ toxicas as células embrionarias no experimento |.
cdo de EF e EFS por 5 minutos antes da imersdo emNO experimento I, foi realizada a avaliagdo do
nitrogénio liquido, obtendo 52% (26/50) e 98% desenvolvimentdn vivo, apds a transferéncia dos
(49/50), respectivamente, de desenvolvimeiro blastocistos vitrificados com os protocolos dos tra-
vitro até o estadio de blastocistos expandido. A saca- {@mentos testados, visto terem sido observadas,
rose adicionada a solucdo de vitrificacdo no trata- N€SSes grupos de embriGes, taxas de eclosbes superi-
mento IIS, provavelmente, promoveu uma desidrata- °'€S: estatisticamente, aos demais tratamentos do
cdo mais adequada, impedindo uma maior permea- exper_lmento Il'ig vitrp). Apéds a desvitrificacdo, os
cdo do EG, evitando, assim, os efeitos téxicos da embrides foram cultivados por uma hora em estufa
solugdo. Foi possivel observar que a concentragdo ded® incubagdo a uma temperatura de°3z,6m meio
9,0M de EG, ou seja, 50% de EG, ndo se apresentou de PBS e, posteriormente a analise da morfologia, os

toxica aos blastocistos (Tabela 1) e que também considerados excelentes foram transferidos para
conferiu uma protecio adequada as células embrio- receptoras no terceiro dia da pseudoprenhez. Trans-

nérias apos serem submetidas ao processo de vitrifi- F€7iU-S€ um total de 141 bIastocistoszaLa 40 recep;o-
cagéo. Comparando o frstamento | com o Il (Tabela 155 T2 RAC 00 0 0t L e, e
2), pode-se observar que a adicdo em etapas do crio- . !
protetor proporcionou taxas de sobrevivéncia embri- 9% (10/17) e de 43% (10/23), respectivamente. Os

onara estatstcamente superoes 3 aigao om umateSUIes S¢ IHeniacie shis 5 Lnerine tor
Unica etapa (tratamento Il), sendo esses resultados b '

independentes do método utilizado para a retirada do g;;ggr;\é';/esnu%%;Eg:oga\r/'i?r’i ﬁggsggvig?:' c():sorgoic')s, S
crioprotetor, Dados similares foram obtidos por tratamentos testados, foram seme%hantes e também
ZHU et al. (1993), quando vitrificaram blastocistos y

expandidos de camundongo em EFS, empregando ?F?fod(;fse)rlram estatisticamente do seu grupo controle

uma etapa com 10% de EG antes da exposi¢do a Esses resultados foram similares aos de

solu9é~0 de V|tr|f|ca<;éo._ Os autores citam que a per- A | & SHELTON (1993a), que obtiveram uma taxa
meacdo de EG, possivelmente para o interior da yo jmpjantacsio de 25% (49/193) para blastocistos
blastocele, durante um pré-tratamento COM UMa ijjizando a solugéo VS11, composta de 6,0M de EG
solucéo diluida de EG evitou a formacéo letal de , 7 g\ de glicerol, sendo realizada a retirada do
cristais de gelo, enquanto que um menor tempo de cripprotetor em 1,0M de sacarose. Esses autores
exposicéo dos embrides a solugdo EFS reduziu a yerificaram que, nos estudis vitro, a remog&o do
injdria  toxica. A mesma conclusdo chegaram crioprotetor utilizando solugio contendo sacarose
MAHMOUDZADEH et al. (1995), que, apos vitrifi-  nzo seria necessaria para a sobrevivéncia de embri-
carem blastocistos bovinos produzidgs vitro, des de 8 células e blastocistos de camundongos;
observaram 38% (30/79) de ecloséo em 72 horas deenquanto que para proporcionar o desenvolvimento
cultivo no grupo de embrides onde a adi¢éo do crio- in vivo desses embrides, a presenca de sacarose na
protetor foi realizada em etapas, e somente 19% remocdo do crioprotetor foi necessaria, alcancando
(14/74) no grupo onde os embrides foram expostos um ndmero estatisticamente superior de fetos. Os
diretamente em EFS. autores observaram ainda que os embrides vitrifica-

A vitrificagdo de blastocistos Mus dos produzem um maior nimero de implantacdes e o
domesticus domesticu£om as solu¢des propostas mesmo ndmero de fetos vivos que o observado no
neste experimento, provavelmente, determinou da- grupo controle ndo tratado, quando a solucdo de
nos irreversiveis na organizacéo do citoesqueleto das vitrificagédo é removida com sacarose.
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Tabela 3 - Implantaces apods a transferéncia dos blastocistos.

trole. Com base nessa

informacédo, os resul-
tados sugerem que 0s

Tratamento Solucgdes crioprotetoras Desvitrificados Controle e
tratamentos utilizados
neste experimento

Transf. Implantagcbes Transf. Implanta¢des conferiram uma prote-
Crioprotetor R’_etlrada do (;50 similar as células
crloprotetor .
N N % N N % do embrioblasto e do
trofoectoderma. Esses
I 1,8M de EG em PBS PBS + 0,4% 70 26 37 76 31 41 dados divergem  do
y e em + +0,4% .
6% de BSA (2 minutos) + de BSA; que foi reportado por
9,0M de EG em PBS + AGUIAR (1996) que,
6% de BSA utilizando uma VSIII
composta por 9,0M de
IS 18Mde EGemPBS+  1,8Mde EG 71 23 32 75 27 36 EG bt 504
6% de BSA (2 minutos) + + 0,4% de , _obteve 0
90Mde EGemPBS+  BSA+1,0Mde (30/60) de implanta-
6% de BSA + 0,3M sacarose (2 ¢bes apds a transfe-
sacarose minutos). réncia dos blastocistos

DINNYES et al. (1995) citam que altas
taxas de desenvolvimenio vitro ndo asseguraram
as mesmas taxas de desenvolvimémtzvo, apos a

e 30% (18/60) de
fetos. O diferencial de
20% de mortalidade
embrionaria precoce poderia ser atribuido a ocorrén-
cia de um maior nimero de lesbes nas células do

transferéncia embrionaria, devido a extensdo da embrioblasto em relagéo as do trofoectoderma. Essas

mortalidade pés-implantacdo e da taxa de desenvol- observacdes também foram reportadas por Réd L
vimento de fetos que variaram conforme o gendtipo al. (1987), RALL (1987), KASAkt al. (1992a,b).

do embrido. Esses autores contrariam as afirmacdes

de WHITTINGHAM (1978), que considera haver
uma boa correlagéo entre a sobrevivéircidtro e a
viabilidade embrionarién vivo seguida da transfe-
réncia apos a descongelacao.

A tabela 4 mostra que nao foi verificada

A homogeneidade obtida entre os resulta-
dos dos tratamentos testados e o grupo controle,
tanto em relacdo as taxas de prenhez e de implanta-
¢cdes, como as taxas de desenvolviméentwivo,
indica quehouve uma adequada avaliagdo morfol6-
gica dos embriGes, prévia a transferéncia para as

diferenca estatistica significativa entre os tratamen- receptoras. Ao mesmo tempo, esses resultados vem
tos e também dos tratamentos com 0s grupos con- corroborar a correlagédo existente entre a sobrevivén-

cia embrionarian vitro e in vivo

reportada por WHITTINGHAN
Tabela 4 - Desenvolvimento dos blastocistos desvitrificados em fetos. (1978).
Tratamento Solucgdes crioprotetoras Desvitrificados controle  CONCLUSOES
Transt. Fet Transt. Fet A desidratacdo prévia
ranst. etos ransit. etos P
Crioprotetor Retirada do dos embriGes promove UI’TJ au-
Crioprotetor mento da taxa de eclosgo de
N N % N N % blastocistos Mus domesticus
_ ____ domesticusvitrificados em 9,0M
I 1,8M de EG em PBS + PBS + 0,4% 70 19 27 76 26 34Ole EC?' A ad'g"fw de O3M _de saca-
6% de BSA (2 minutos) + de BSA: rose as solugbes de wtnﬂcat;atz e
9,0M de EG em PBS + de retirada do crioprotetor néo
6% de BSA altera as taxas de sobrevivénicia
IS  1,8Mde EGemPBS+  1,8Mde EG 71 10 27 75 23 31Vitro €invivodos blastocistos.

6% de BSA (2 minutos) + + 0,4% de

9,0M de EG em PBS + BSA + 1,0M de
6% de BSA + 0,3M sacarose (2
sacarose minutos).

FONTES DE AQUISICAO

2 Etileno glicol p.a.- Reagen.
b Sacarose p.a - Merk.
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