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RESUMO - Avaliou-se a viabilidade de embrides bovinos cultivadosin vitro, a fresco ou reaquecidos apos vitrificacéo,
depois detransportados por 6 ou 12 horas. Oécitos obtidosdefoliculosde ovarios col etados em matadouro foram maturados,
fecundados e cultivados invitro. Apos sete dias de cultivo, blastocistos com grau de qualidade | e Il (segundo o manual da
IETS-1998) foram selecionados, envasados em OPS ppen pulled straws) e vitrificados em nitrogénio liquido. O
reaqueci mento foi realizado a 39°C pela passagem em solucGes de HM com concentragdes decrescentes de sacarose (0,25M
- 0,15M) por cinco minutos em cada solugdo. Foram avaliados trés tratamentos — V0: embrides vitrificados, reaquecidos
e cultivados invitro (n=25); V6: embrides vitrificados, transportados por 6 horas (simulag@o em pal hetas), reaquecidos e
cultivados in vitro (n=29); e V12: embrides vitrificados, transportados por 12 horas, reaquecidos e cultivados in vitro —
comparados, cada um, aum tratamento controle, com embrides afresco— CO: embrides a fresco cultivadosinvitro (n=26);
C6: embrides a fresco cultivados in vitro apés 6 horas de transporte (n=30); e C12: embrides a fresco cultivados invitro
apos 12 horas de transporte (n=30). Os embrides foram co-cultivados com células da granulosaemmicrogotasde TCM 199
acrescido de SFB. Foram avaliadas as taxas de re-expansao e ecloséo apos 48 horas de cultivo. A analise foi realizada pelo
teste do qui-quadrado. As taxas de re-expanséo entre os grupos V0, V6 e V12 nao diferiram, assim como as taxas de ecl osédo
entre os embrides vitrificados e os controles. As taxas de ecloséo, no entanto, diferiram entre os embriGes submetidos a
vitrificag8o e os controles. Embrides bovinos produzidosinvitro podem ser transportados afresco ou vitrificados por periodos
de até 12 horas, pois possibilitam taxas de eclosao satisfatorias.

Palavras-chave: criopreservagdo, DM SO, producéo in vitro de embrifes

Effect of transportation on development of fresh or vitrified-warmed bovine
embryos

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the viability of in vitroproduced bovine embryos, fresh or warmed,
after submitted to different periods of transportation (6h-12h). Oocytes obtained from ovaries collected from slaughterhouse
were matured, fertilized and cultured in vitro. After seven days, grades | and Il blastocysts (according to IETS manual) were
selected and vitrified after exposition to PBS solution with 5% fetal calf serum (HM), added with 10% ethylene glycol (EG)
and 10% of dymetil sulfoxide (DM SO), for one minute, followed by HM solution with 20% EG and 20% DM SO, for 20 seconds.
Embryoswereloaded into open pulled straws (OPS) and plunged into liquid nitrogen. Warming was performed at 39°C by embryo
exposure to decreasing concentration of sucrose (0.25 and 0.15M), for five minutesin each step. The warmed embryos were
distributed in three groups: VO: in vitro cultured after warmed; V6: embryos loaded into straws and kept for 6 hours at 35°C,
before in vitroculture; and V12: embryosloaded into straws and kept for 12 hours at 35°C, beforein vitroculture. Each group
was evaluated by control groups of fresh embryos (CO, C6 and C12, respectively). The embryoswere co-cultured withcumulus
cellsin TCM-199 micro droplets added with SFB. Re-expansion and hatching rates after 48 hours in culture were evaluated
and results were compared by the Chi-square test. Re-expanded rates among groups VO, V6 and V12 as well as hatching rates
among vitrified groups and among control groupsdid not differ. However, hatching ratesweredifferent between vitrified groups
and their respective controls. The satisfactory rates of hatching suggest that it is possible to transport warmed and freshin
vitro produced embryos for periods up to 12 hours.
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Introducéo

A criopreservacdo de embrides permite o aproveita-
mento dereceptoras com estro natural, reduzindo os custos
comasincronizagdo deestros, alémdepermitir otransporte
de embrides congel ados e a programacao de nascimentos
adequada a0 manejo de cada fazenda. Oferece, ainda,
condi cBesdearmazenamento dosembridesduranteo periodo
de teste de progénie e viabiliza a criagdo de bancos de
embrides originados de animai s geneticamente superiores,
tanto puros como mesticos F1.

E necesséario que o método seja adequado e que 0s
embrides apresentem caracteristicas de tolerancia as
crioinjurias. O congelamento lento controlado tem sido
a técnica mais amplamente utilizada na criopreservagéo
de embrides produzidosin vivo einvitro. Entretanto, os
embrides produzidosin vitro (PIV) sdo mais sensiveisa
criopreservacao eresultam em taxasde gestacao menores
que as obtidas com embrides produzidos in vivo
(Sommerfeld & Niemann, 1999; Pugh et al., 2000; Diez et
al., 2001).

O aumento da sensibilidade dos embrides PIV aos
processos de congelamento é parcia mente explicado por
mudancas na estrutura embrionaria, como menor nimero
de células no embrioblasto, maior nimero de gotas de
lipideos intracelulares e aumento da permeabilidade da
zonapellcida (Abeet al., 1999; Lazar et al., 2000; Diez et
al., 2001). A maior quantidade de lipideos aumenta a
sensibilidade dos embrides a mudancas de temperatura
(Rizosetal.,2001; Massip, 2001). Alémdisso, onimerode
juncées gap nos embrides PIV diminui, reduzindo o grau
de compactacéo do embrioblasto e elevando a susceptibi-
lidade dosembridesascrioinjurias(Boni etal., 1999; Rizos
et al., 2001; Massip, 2001).

Diversos autores concordam que o método de cultivo
tem grade importancia sobre a menor criotol erancia obser-
vada nos embrides PIV e que amelhorianas condi¢fes de
cultivo pode levar ao aumento nas taxas de sobrevivéncia
embriondria (Vajta et al., 1996). Outra possibilidade para
resolver esse problema é encontrar um método de
criopreservacao apropriado paraessesembrides(Martinez
et al., 2002).

O método de vitrificagdo tem se mostrado apropriado
para a criopreservacdo de embrides PIV (Martinez et al.,
2002), proporcionando taxas de sobrevivéncia dos
embridesPIV aposavitrificacdo significativamentemaiores
gueasobtidasapdsocongelamentolento(Vajtaetal., 1996).
Taxasde gestacdo aceitavei stém sido obtidas apds atrans-
feréncia de embrides PIV vitrificados (Vajta et al., 1996;
Donnay et al., 1998; Lazar, 2000; Massip, 2001). Martinezet

al.(2002) afirmaram queavitrificacéo podeser utilizadacom
sucesso nacriopreservagéo de embrides bovinos produzi-
dos in vitro e que essa técnica pode ser utilizada,
inclusive, em programas comerciais. A vitrificagdo € um
processo de congelamento que pode ser realizado em
contéiner de nitrogénio liquido e que requer pouco tempo
para o resfriamento. Com a aplicagdo dessa técnica, a
necessi dade de equi pamento é menor, poisépossivel obter
consideravel economia no custo do embri&o transferido.

Naprética, autilizagdo datécnicadevitrificacdo requer
0 manuseio dos embrides por pessoas especiali zadas e sob
condi¢Besguenormal mentenéo existem acampo, principal -
mente quanto ao reaqueci mento dos embrides. Umapossi-
bilidade de superar essa limitacdo seria reaquecer 0s
embridesemlaboratériose, posteriormente, transporta-los
para as fazendas. Neste trabalho, avaliou-se a viabilidade
de embrides bovinos produzidos in vitro, vitrificados e
posteriormente reaquecidos e submetidos a diferentes
periodos de transporte.

M aterial e M étodos

O experimento foi realizado na Embrapa Gado de L eite,
em JuizdeFora- MG, durante osmesesdejulho asetembro
de 2004. Os ovarios foram obtidos de vacas mesticas
abatidas em matadouro e transportados ao laboratério em
garrafastérmicas contendo solugéo fisiol égica (0,9% NaCl
€0,1g/L desulfatodeestreptomicina), atemperaturas de 30
a34°C. Nolaboratério, osovériosforamlavadosem sol ugéo
salinaemantidosem banho-mariaa37°C atéaaspiracao. Os
foliculos com diémetro entre 2-8 mm foram aspiradoscom o
auxilio de uma agulha calibre 21 G acoplada a uma seringa
de10mL. O periodoentreo abateeoiniciodaaspiragéo ndo
foi superior a4 horas. Osoécitosrecuperadosforam mantidos
emmeio TAL P-HEPESparaposterior selecdio em microcopio
esterioscopico com aumento final de 50x.

Como critérios de avaliacdo dos oécitos, foram consi-
derados a presen¢a, 0 nimero de camadas e o grau de
expansdo das células do cumulus e o aspecto do
citoplasma quanto a cor, homogeneidade e integridade.
Foram selecionados os complexoscumul us- o6citos com,
no minimo, trés camadas de células do cumulus
compactas e o citoplasma homogéneo.

ApOs selegdo, os complexoscumulus-o6citos foram
maturados in vitroem placas de quatro pogos contendo
400mL demeio TOM 199 acrescidosde 10% de soro davaca
em estro e 20 mg/mL de FSH em cada poco, conforme
descrito por Costa (1994). A maturagdo foi realizada em
estufaincubadoraa38,5°C, com 5% de CO, em ar atmosfé-
rico e 95% de umidade, por 24 horas.
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Depois de maturados, os odécitos foram fertilizados
in vitro com sémen congelado de um touro daraca Holan-
desa previamente selecionado. Os espermatozoides foram
preparados segundo o método de swim up (Parrish et al.,
1986) e a fecundacdo foi realizada em gotas, sob 6leo
mineral, de 100 nmL. de meio FERT-TALP acrescido de
10 ni./mL de heparinae com 2,0 x 10° espermatoz6ides/mL
por um periodo aproximado de 22 horas has mesmas condi-
¢des de maturacéo.

Os possiveis zigotos foram semidesnudados em meio
TALP-HEPESe, emseguida, transferidosparaomeioCR,_,
acrescido de 10% de soro fetal bovino em gotasde 50 UL de
6leo mineral, onde foram co-cultivados com células da
granul osa nas mesmas condi¢des de fecundacgdo. Apds48
horas do inicio do cultivo, 50% do meio de cultivo foi
renovado eataxadeclivagemavaliada. A taxade producéo
de blastocisto e aqualidade dos embrides foram avaliadas
no sétimo dia e, quando os embrides se apresentavam em
estadio de blastocisto ou blastocisto expandido e grau de
qualidade 1 ou 2, segundo o0 manual dalETS (1998), foram
vitrificados.

Os embrides foram vitrificados pela passagem em uma
solugéo de vitrificag8o constituida de PBS com 5% de soro
fetal bovino (HM) acrescida de 10% de DM SO e 10% de
etilenoglicol (SV1) por um minuto. Em seguida, foram pas-
sadosem outrasolucéo devitrificagdo (SV 2), queconsistia
de HM acrescido de 20% de DM SO e 20% de etilenoglicol
por, no maximo, 20 segundos. Os embrifes foram, entéo,
envasados em OPS (Open Pulled Straw) e imediatamente
imersos em nitrogénio liquido.

Osembridesvitrificadosforam reaqueci dos pel apassa-
gem em solucbes de HM a 38°C com duas concentragfes
diferentesdesacarose(0,25€0,15M), por cinco minutosem
cadauma, sendo entédo colocadosem solugcdo HM a38°Ce,
posteriormente, distribuidos em trés tratamentos: VO: em-
brides vitrificados, reaquecidos e cultivados in vitro
(n=25); V6: embrides vitrificados, transportados por
6 horas (simulag&o em pal hetas), reaquecidos e cultivados
invitro(n=29); eV 12: embridesvitrificados, transportados
por 12 horas, reaquecidos e cultivados in vitro. Cada
tratamento foi comparado a um tratamento controle, com
embridesafresco: CO: embridesafresco cultivadosinvitro
(n=26); C6: embribes a fresco cultivadosin vitro apds 6
horas de transporte (n=30); e C12: embrifes afresco culti-
vadosin vitro apés 12 horas de transporte (n=30).

Para simulacao do transporte, os embrides foram man-
tidosem pal hetasde 0,25 mL em placaaquecedoraa33-35°C,
sendo realizadas cinco repeticdes para cada tratamento.

O cultivo foi realizado em gotas de 50 nL. de meio
TCM-199 tamponado com HEPES e acrescido de 10% de

soro fetal bovino (SFB), na presenca de monocamadas de
célulasdagranulosapor 48 horas. Astaxasdere-expansao,
ecloséo e degeneragdo foram avaliadas a cada 24 horas
apés o inicio do cultivo.

Os dados (taxas de re-expansao, eclosao e degenera-
¢do) foram avaliados pelo teste do qui-quadrado.

Resultados e Discussao

Astaxasde ecloséo dosembribesafresco, assim como
as taxas de degeneracéo, ndo diferiram (P>0,05) entre os
diferentes periodos de transporte (Tabela 1).

Os resultados deste experimento corroboram os obti-
dos por outros autores, que também nao observaram
alteracdes naviabilidade embrionériaapds transportarem
embrifes produzidosin vivoein vitro por periodosde6 a
24 horasem diferentesmeiosdecultivo (Hasler et al., 1997;
Leibo & Winninger, 1986; Mezzalira et al., 2004).

Relatos na literatura confirmam que 20 a 30% dos
embrides produzidosin vitro (PIV) degeneram apds serem
transportados (Leibo et al., 1986a; Kuwayamaet al., 1991,
Takahashi etal., 1996). Entretanto, astaxas de degeneracéo
observadas neste experimento foram inferiores a 4%.

Astaxasdegestacéo obtidascom embribesPlV parecem
ser inversamente relacionadas ao periodo de transporte
(Yangetal., 1991), mas, nesteexperimento, ndo foi possivel
aavaliagdo desseparémetro. Entretanto, astaxasdeeclosdo
e degeneracdo observadas neste experimento permitem
concluir queaviabilidadedosembridesnaofoi afetadapel o
transporte.

Otransportepor diferentesperiodostambém néo af etou
(P>0,05) as taxas de re-expansao, eclosdo e degeneracao
dos embrides PIV vitrificados e reaquecidos (Tabela 2).
Similarmente, Mezzalira et al. (2004) ndo observaram dife-
rencaentreastaxasdegestacéo deembridesPIV vitrificados,
reaquecidos e transportados por 6 horas e aquel estransfe-
ridoslogo apos o reaqueci mento. Astaxas de degeneragdo

Tabela 1 - Taxas de eclosdo e degeneragdo de embrides bovinos
produzidos in vitro e transportados a fresco por
diferentes periodos (horas)

Table 1 - Hatching and degeneration rates of in vitro produced bovine
embryos after transportation by different periods of time
(hours)

Periodo de n Eclosdo (%) Degeneragao (%)

transporte (horas) Hatching Degeneration

Transportation period

(hours)

0 26 79,8 0

6 30 81,3 0

12 30 92,0 3,6
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Tabela 2 - Taxas de re-expansao, eclosao e degeneragédo de embrides bovinos produzidosin vitro e transportados ap@s vitrificagéo

e reaquecimento por diferentes periodos (horas)

Table 2 - Re-expansion, hatching and degeneration rates of in vitro produced bovine embryos, transported after vitrification and warming, by different periods
of time (hours)
Periodo de transporte (horas) N Re-expanséo (%) Ecloséo (%) Degeneracao (%)
Transportation period (hours) Re-expansion Hatching Degeneration
Oh 25 73,3 36,12 10,62
6h 29 47,6 24,02 24,62
12h 29 63,3 28,72 29,28
100 aintensa desidratacéo sofrida pelos embrides vitrificados
o ] . . . .
w 80 foi evidenciada pela perda parcial ou total da blastocele.
O 4 - . -~
B ; 60 Ofresco ApOs o reaguecimento, praticamente todos os embrides
S5 40 — Qvitrificado apresentaram-se semel hantesamorul as, como consequiéncia
g 8 - j
|‘>‘—§ T 20 — do colabamento da blastocel e. Observou-se também redu-
0 , , ¢ao naqualidade, principal mente em virtude do aumentodo
Oh 6h 12h numero de células de extrusao.

Periodo de transporte
Transportation period

Figural - Taxas de eclosao de embriées bovinos produzidos
invitroe transportados, afresco ou apds vitrificagado
e reaquecimento, por diferentes periodos.

Figure 1 -  Hatching rate of in vitro produced bovine embryos, fresh or
warmed, after transportation by different periods of time.

observadas neste trabalho paraembrides PIV vitirificados
e reaquecidos apos 6 e 12 horas de transporte foram seme-
Ihantes as relatadas na literatura para embrides PV trans-
portados a fresco (Leibo et al., 1986b; Kuwayama et al.,
1991; Takahashi et al., 1996). Entretanto, s&0 poucos 0s
dados disponiveis naliteratura sobre o transporte de em-
brides submetidos aos processos de vitrificagdo e
reaguecimento. Um fator limitante para difusdo da técnica
devitrificacdo é aausénciadelaboratérios adequados nas
fazendas para realizag@o do reaquecimento. Uma solugdo
seria o reaquecimento dos embrides em laboratdrio adequado
antes do transporte para as fazendas, todavia, sdo neces-
sarias mais pesquisas sobre o assunto.
Astaxasdeeclosdo dosembridesvitrificadosdiferiram
(P<0,01) das obtidas nos seus respectivos tratamentos
controles, afresco (Figural), oqueconfirmaosachadosde
outrosautores(Lazar et al., 2000; Camargoet al., 2004), que
também observaram diminuicao nas taxas de eclosdo apos
avitrificacdo. Esseresultado podeter sido ocasionado pela
alta concentragdo de crioprotetores utilizada nos procedi-
mentosdevitrificacdo. SegundoKaidi etal. (1999), concen-
tracGes hiperosmaticas de crioprotetores durante o equili-
brio podem promover alteracdes no volume celular ocasio-
nando danos na membrana celular e, consequientemente,
afetando asobrevivénciadosembrifes. Neste experimento,

Emboraastaxasdere-expansdo tenham sido semel hantes
asdescritas por outrosautores (L azar et al ., 2000; Camargo
et al., 2004), as taxas de ecloséo observadas neste trabalho
foraminferioresasrelatadasnaliteratura(Lazar et al., 2000;
Martinez et al., 2002; Camargo et al., 2004). A utilizacdo de
diferentes sistemas de cultivoin vitro e as diferencas na
qualidade dosodécitospodem ser responsavei s pelaobten-
¢8o de resultados divergentes. A composic¢do de alguns
meios de cultivo pode influenciar os desenvolvimentos
embrionario, fetal eplacentério(Youngetal., 1998; Mcevoy,
2003), por afetar a transcricdo de determinados genes
(Niemann & Wrenzycki, 2000) e promover alteracbes
morfol6gicas nos embrides PIV (Cho, 2002; Rizos et al.,
2003). Shamsuddin et al. (1994) observaram que
embrides cultivados in vitro em presenca de soro fetal
bovino (SFB), suplemento utilizado neste experimento, apre-
sentaram menor viabilidade e termotoleréncia. Entretanto,
Folhadella et al. (2004), utilizando um sistema de cultivo
semelhante, obtiveram taxas de eclosdo maiores e néo
evidenciaram diferencas entre as taxas de eclosdo dos
embrifes cultivados a fresco e daqueles submetidos a
vitrificagéo. Esta diferencatambém pode ter sido causada
pelacomposic¢ado do soro, que é altamente variavel depen-
dendo dafonte (animal e/oufornecedor) edo nimero delote
(Gomez & Diez, 2000). Alguns lotes podem ser inertes,
téxicosou possuir algum tipo de patégeno (Palma, 2001). O
co-cultivo com célulasdagranul osa, utilizado em ambos os
trabalhos, também é uma fonte de variagcdo para cultivo
embrionario.

AstaxasdesobrevivénciadosembridesPIV verificadas
apoés avitrificagao tém sido significativamente superiores
as obtidas ap6s o congelamento lento (Vajtaet al., 1996) e
um dos fatores que possibilitaria a difuséo dessa técnica
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seriarealizagdo do reaquecimento no laboratério antes de
transportar os embri&es para as fazendas, técnica que se
mostrou viével nesta pesquisa.

Conclusoes

Embrides cultivadosinvitro, afresco ou reaquecidos
aposvitrificacdo, podem ser transportados por periodosde
até12 horas, poispossibilitamtaxasdeecl osdo satisfatérias.
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