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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram: comparar (a) o
efeito da adi¢éo de trealose ao crioprotetor etdglicol e, (b) o
efeito dos crioprotetores etilenoglicol ou glicerol associados a
trealose sobre a viabilidade de embribes congelados de suinos . A
trealose foi adicionada a solucéo de congelamentotitenegli-
col 1.5 M nas concentra¢Ges de 0.0 M (tratamento 1) e 0.25 M
(tratamento 2), e na concentracédo de 0.25 M (tratamento 3) a
solugdo de congelamento de glicerol 1.5 M. Os embriées foram
congelados no estagio de blastocisto expandido. O método de
congelamentotilizado foi o rapido, sendo que desde a tempera-
tura ambiente £ 25°C) até a temperatura do “seeding” (°C), a
velocidade de resfriamento foi déCIminuto. Apds o “seeding”,
foi estabelecido um periodo de equilibrio de 10 minutos°&,-7
sendo, a partir de entéo, adotada a velocidade de resfriamento de
0.3°C/minuto até a temperatura de -85 A seguir, as palhetas
foram colocadas no nitrogénio liquido (-1¥5. O descongela-
mento foi realizado mediante exposi¢cdo das palhetas ao ar du-
rante 30 segundos e, posteriormente, em banho-maria“°@, 35
durante 30 segundos. A remogédo dos crioprotetores foi realizada
pelo método em etapas. O critério de vidade adotado consis-
tiu na observacdo da reexpansédo da cavidade blastocélica dos
embribes, apds periodo deltieo in vitro de 18-24h. O dtivo
foi feito em meio TCM 199 (tissue culture medium), acrescido de
20% de soro fetal bovino, em microgotas de (50sob 6leo
mineral em estufa com 6% GOMA5% de umidade e 3C. A
viabilidade embrionéria logo apés o descongelamento (Oh) foi de
17.2%, 37.5% e 42.8%, para os tratamentos 1, 2 e 3, respectiva-
mente. Apos o periodo deltoep de 18-24h, a viabilade embri-
onaria foi de 6.9%, 28.1% e 28.5%, para os tratamentos 1, 2 e 3,
respectivamente. Os resultados indicaram que n&o houve diferen-
¢a (p>0.05) significativa entre os tratamentos ao descongela-
mento. Apds o cultivim vitro, verificou-se que a porcentagem de
embrides viaveis foi superior (p<0.05) pela adi¢éo de trealose na
concentracdo de 0.25 M a solucdo de congelamento, contendo

etilenoglicol. No entanto, n&o foi detectada diferenca ificprti-
va entre os crioprotetores etileglicol ou glicerol, associados a
trealose.
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SUMMARY

The objectives of this study were to compare (a) the
effects of trehalose incorporated to ethylene glycol and (b) the
effect of ethylene glycol and glycerol associated to trehalose on
the viability of frozen swine embryos. Treatment 1 consisted in 1.5
M ethylene glycol, treatment 2 in 1.5 M ethylene glycol plus 0.25
M trehalose and treatment 3 glycerol 1.5 M with 0.25 M
trehalose. The embryos were frozen at expanded blastocyst stage.
The rapid freezing method was used, with a cooling rate of
1°C/minute from the room temperature 25°C) to seeding (-
7°C), and of 0.3C/minute to -35C, when the straws were
plunged into liquid nitrogen (-19€). Thawing was carried out
in air during 30 seconds and in a water bath at@®uring 30
seconds. Cryoprotectors were removed by the step-wise method.
Embryo viability was observed microscopicaly imediately after
thawing and when they reexpanded after being cultured for 18-
24h in Medium 199 with 20% bovine foetal serum irnub@rops
covered with mineral oil and incubated at B7in air with 6%
CQO.. The viability was 17.2%, 37.5%nd 42.8% immediately
after thawing, and 6.9%, 28.1% e 28.5% after a culture period of
18-24h, for treatments 1, 2 and 3, respectively. The results
showed no differences (p>0.05) in viability @ng treatments
when observation was made immediately after thawing. After
culturing, viability rate was higher (p<0.05) in ethylene glycol
with 0.25 M trehalose than in ethylene glycol only. Ethylene
glycol and glycerol associated to trehalose showedifferences
to cryoprotect swine embryos.
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INTRODUCAO COCEROet al, 1996) através da técnica de conge-
lamento rapido, tem apresentado bons resultados. A
O congelamento e a transferéncia de em- principal vantagem atribuida ao etilenoglicol refere-
bribes na espécie suina tém como finalidade princi- se a sua reduzida toxicidade (WEBER & YOUNGS,
pal a manutencdo do aspecto de bioseguridade 1994), pois possui baixo peso molecular, permitindo
(DIAL et al, 1992), permitindo a introdugdo de uma penetracdo mais rapida para o interior das cé-
gendtipos superiores em rebanhos livres de patdge- lulas embrionarias, em menor periodo de tempo e,
nos especificos (MARTIN, 1983). No entanto, a consequentemente, um rapido efluxo apds o descon-
aplicabilidade desta técnica ndo tem dado bons re- gelamento, evitando desta maneira injarias de ori-
sultados, sendo que os primeiros leitdes nascidos dagem toxica e osmética (KASAdt al, 1992). O uso
transferéncia de embrides congelados e descongela-do etilenoglicol na vitrificagdo de embriGes deslipi-
dos somente foi obtido em 1991, por dizados de 2-4 células de suinos possibilitou o des-
KASHIWASAKY e colaboradores. A alta seniib envolvimento de 50% dos embrides até o estagio de
dade do embrido suino a criopreservagéo esté relaci- blastocisto, apos o cultivim vitro (NAGASHIMA
onada com a grande quantidade ou a composi¢ao deet al, 1996).
lipidios presentes em sua estrutura (QUINN, 1992). Os objetivos deste trabalho foram compa-
O embrido de suino apresenta uma composicdo es-rar (a) o efeito da adi¢cdo de trealose ao crioprotetor
pecifica de lipidios em nivel de membrana plasmati- etilenoglicol e, (b) o efeito dos crioprotetores etile-
ca, a qual, durante o processo de congelamento, noglicol ou glicerol associados a trealose, sobre a
sofre uma separagdo de fase lateral, formando a viabilidade de embriGes congelados de suinos.
chamada fase hexagonal, determinando altera¢gfes na
sua funcdo primordial de permeabilidade seletiva MATERIAL E METODOS
(PETIT & EDIDIN, 1974). Outro efeito prejudicial
causado pelos lipidios ocorre em nivel citoplasmati- Utilizaram-se, como doadoras de embrides,
co, onde existem muitas gotas, as quais tendem afémeas F1 (Landrace x Large White) entre 5-10
coalescer durante o resfriamento formando grandes meses de idade e com peso entre 85-140 Kg. Os
gotas lipidicas, causando alteragéo da relagéo espa-animais foram divididos em grupos de 6-8 fémeas,

cial das organelas (MOHR & TRCBON, 1981). as quais foram colocadas em baias préximas ao
Considerando o estagio embrionario, trabalhos reali- cachaco. A inducéo de estro e tratamento de supero-
zados por NAGASHIMAet al. (1989; 1992) com- vulacéo foram realizados mediante a administrac&o

provaram que a melhor fase para o congelamento via intramuscular de 750 U.l. de gonadotrofina co-
corresponde aos estagios de peri-ecloséo, ou seja,ridnica eqiina (eCGassociada a 250 U.l. de gona-
quando a quantidade de lipidios apresenta-se reduzi- dotrofina coriénica humana (hCG)seguido de 500
da no embrido de suino, minimizando desta maneira U.l. de hCG, 72h ap6s (MARTINEZt al, 1994).
os danos causados pelas gotas lipidicas. As inseminagfes foram realizadas 24-36h apés a
O dissacarideo trealose (TRE), o qual esta administracdo de hCG com sémen de machos de
presente em organismos capazes de tolerar a desi-fertilidade comprovada. O sémen foi coletado no dia
dratagéo, tem como fungéo principal dar estabilidade da inseminagdo pela manhad e diluido em BTS
a membrana plasmética durante os processos de(Beltsvile Thawing Solution; PURSEL &
congelamento e descongelamento (CROW{El, JOHNSON, 1975), de modo que cada dose insemi-
1987). CAMERONEet al. (1992) e MARTINEZ et nante continha um volume de 80 ml e concentracéo
al. (1994) observaram que a adicdo de trealose ao minima de 4 bilhdes de espermatozoéides viaveis.
meio de congelamento, contendo glicerol, propiciou Sete dias apos a primeira inseminagéo artificial (dia
um aumento da taxa de sobrevivéncia de embrides 0), as fémeas foram abatidas no frigorifico e os tra-
suinos apoés a criopreservacao. tos reprodutivos coletados e transportados em caixa
A grande maioria dos trabalhos realizados térmica em banho-maria &4°€7. O tempo de trans-
até o momento com o congelamento de embrides de porte dos tratos reprodutivos, desde o abatedouro até
suinos, utilizou glicerol (GLI) como crioprotetor o laboratério, foi em torno de 80 minutos e o tempo
intracelular de eleicdo (HAYASHYet al, 1989; para a lavagem de cada Utero foi de 15 minutos. A
KASHIWAZAKY et al, 1991, CAMERONEet al; lavagem dos cornos uterinos foi feita injetando-se
1992; MARTINEZ et al, 1994). O uso do etilenogli- préximo a juncéo Utero-tubarica 60-80 ml de PBS
col (EG) na criopreservacéo de embrides de bovinos (solu¢do salina fosfatada) acrescida de 1% de soro
(VOELKEL & HU, 1992; SUZUKI et al, 1993; fetal bovino (SFB) & 37C. Foram coletados 39
MCcINTOSH & HAZELEGER, 1994), caprinos (LE embrifes no estagio de blastocisto expandido, sendo
GAL et al, 1993) e ovinos (McGINNI®t al, 1989; imediatamente congelados, enquanto que 45 em-
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bries em estagios anteriores (13 moérulas e 32 blas- nimero de embrides congelados e avaliados deve-se
tocistos) foram cultivadas vitro até que atingissem a perdas ocorridas (2 embrides referentes ao trata-
a fase desejada para o congelamento. Foram conge-mento 3) durante o descongelamento.

lados 84 embrides no estagio de blastocisto expandi- A presenga de trealose no meio de con-
do, classificados como de grau | e Il. Inicialmente, gelamento, independente do crioprotetor (etilenogli-
os embrides foram expostos a uma solugcao de con- col ou glicerol), determinou maior (p<0.05) taxa de
gelamento |, constituida de 0.5 M E@1), 0.5 M sobrevivéncia embrionaria (Tabela 1).

EG + 0.25 M TRE(T2) ou 0.5 M GLY + 0.25 M N&o foi observada diferenca (p>0.05) nas
TRE (T3) por um periodo de 5 minutos. Logo apdés, taxas de viabilidade embrionaria entre os crioprote-
foram transferidos para uma solugdo de congela- tores etilenoglicol e glicerol associados a trealose
mento I, constituida de 1.5 M EG (T1), L5MEG + (T2 x T3). Verificou-se que nenhum embri&o sofreu
0.25 M TRE (T2) ou 1.5 M GLI + 0.25 M TRE (T3),  eclosé&o ap0s o periodo de cultivo de 18-24h.

por um periodo de 10 minutos, sendo entdo acondi-

cionados em palhetas plasticas de 0.25 ml. DISCUSSAO
O método de congelamento utilizado foi o
rapido, sendo que a velocidade de resfriamento des- Os percentuais de viabilidade embrionéria

de a temperatura ambiente25°C) até a temperatu-  deste experimento estdo proximos aos resultados

ra do seeding (°C) foi de PC/minuto. Foi estabe- ~ Obtidos por MARTINEZet al. (1994), os quais obti-
lecido um pen’odo de equi“’brio de 10 minutos a - veram 20.5% de sobrevivéncia (8/39), utilizando

7°C , e logo ap6s seguida a velocidade de [réalose na concentracéo de 0.25 M no meio de con-
0.®C/minuto até -3%C, sendo entdo as palhetas gelamento de embribes de suinos. O efeito criopro-
clocades no ivogéni o (149, O descon- (557 %5 [ee2E assoiats % ghee o ey
gelamento dos embrides foi realizado mediante a cid,age da membrana plasmatica comogsu erido por
exposicao das palhetas ao ar, durante 30 segundos, P ’ 9 P

entdo colocados em banho-maria 8CG35urante 30 %ROWEet al. (1987).

~ A baixa taxa de sobrevivéncia obtida no
segundos (CAMERON al, 1992). A remogdo do ~ , osente experimento pode ser, em parte, atribuida
crioprotetor foi feita pelo método em etapas, sendo

s ao uso exclusivo de embries na fase de blastocisto
gue para os tratamentos T1 e T2 os embrides foram

submetidos as mesmas solugbes de descongelamen-eXpandido’ pois a fase de blastocisto eclodido apre-
to: SD-1= 0.5 M EG + 0.3 M TRE - 2 minutos: SD- senta melhor eficiéncia no congelamento, conforme

. demonstrado por KASHIWAZAKIet al. (1991)
Il =0.2 MTRE - 4 minutos; SD-Ill = 0.1 M TRE -5 ji7ando a técnica de congelamento rapido, e tam-
minutos e SD-IV = PBS + 20% SFB - 5 minutos. O . -
; . bém por DOBRINSKY & JOHNSON (1994), utili-
procedimento no tratamento T3 foi 0 mesmo, exceto Pyt Pt .
que na SD-I foi utilizado 0.5 M GLI. A partir da zando a técnica de vitrificagdo, sendo obtido por
exposicio dos embrides a SD-IV, foi feita a primeira ambos grupos 39% de viabilidade embrionéaria apos

avaliacdo morfoldgica (0Oh), sendo entdo os embrides

imediatamer_]te transferidos para o CulﬁlVOlitl’O,. 0 Tabela 1 - Avaliagdo do desenvolvimenio vitro de em-
qual foi realizado em placas de petry com microgo- brides congelados de suinos em meio contendo
tas de 6Qul de meio 198 sob dleo mineral em estu- trealose (TRE) associada a etilenoglicol (EG) ou

fa com 5% CO2 a 3T, durante um periodo de 18- glicerol (GL).

24h, apés o qual foi realizada a segunda avaliagdo

morfolégica. O critério de viabilidade foi baseado na TRATAMENTO VIABILIDADE EMBRIONARIA (%)

observacdo da reexpansado dos blastocistos expandi-

dos durante o cultivin vitro (NAGASHIMA et al, 0 0 o

1992). - o N (%) N (%)
Os resultados de viabilidade embrionaria

foram analisados através do teste do qui-quadrado

(STATISTIX, Analytical software, version 4.1). T1 29 5172)a  2(69)a
T2 32 12(37,5b  9(28,1)b
T3 21 9(428)b  6(285)b
RESULTADOS

Dos 84 embrides congelados de suinos no =~ T1=EG+ TRE (0.0 M); T2= EG+ TRE (0.25 M); T3= GL+
estagio de blastocisto expandido, 82 foram descon- TRE(025M) . .
lados e avaliados sob o aspecto morfolédico apés Valores seguidos por letras diferentes em colunas diferem
ge - i ’ - p g p (p<0.05) pelo teste do qui-quadrado.
o cultivo in vitro. A diferenga observada entre o
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o descongelamento e cultiv vitro de blastocistos FONTES DE AQUISICAO

eclodidos. Em contrapartida, considerando o aspecto

de bioseguridade a fase de blastocisto expandido aOaPMSG CAL 5000 U.l., Cientistas Associados/Produtos Bioldgi-
L. ' . . '~ cos LTDA.

contrano,da.l fas_e de blastocisto eclodido, apresenta auw,erecoR - serono

zona pelu_mda intacta, protegendo o embrido contra <pgs - cutilab

agentes infecciosos (WRATHALL & STRING-  SFB - Cultlab

FELLOW, 1995) ETILENOGLICOL - Reagen

1 .' X i f _ .

O cultivoin vitro antes do congelamento  [REALOSE SS)'/%:’;]""
de embr!oes nas fases de morgla e blastoc!sto' N&0ME|D 199 - Cultilab
teve efeito sobre o desenvolvimento embrionario
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