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Meios congelados na produc¢do de embrides in vitroem bovinos
Frozen-thawed media for in vitro production of bovine embryo
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RESUMO

A producao de embrides boviniosvitro (P1V), atualmente, € laboriosa, apresenta custo relativamente elevado e
alta variabilidade nos resultados. No sentido de torna-la mais simples, obter maior repeticao nos resultados, diminuir custo e
facilitar a sua utilizacéo a campo, foram delineados experimentos para avaliar a eficacia de um sistema para PIV utizando mei
preservados pela congelacéo. Inicialmente, em 3 replicacbes, um total de 534 odécitos foram divididos em dois grupos. No grupo
tratamento, os meios utilizados na PIV (meio de maturacao, Fert-TALP, sp-TALP 1x, sp-TALP 10x e KSOM modificado) foram
preservados a -10@ e no grupo controle, utilizou-se meios refrigerado¥Caetarmazenados por no maximo 15 dias. Foi,
também, verificado se ocorreram interac6es moleculares associativas nos meios devido a congelacéo, para isso foram realiza
das varreduras espectrais em cada meio, antes da congelacéo e apds 15, 30, 150 dias de pres@vaAgaatrd§ao, a
fecundacao e o cultivo embrionario foram efetuados em TCM-199 modificado, Fert-TALP e KSOM modificado, respectivamen-
te, em estufa a 38 com 5% de CQe umidade saturada. As percentagens de clivagem, de blastocistos expandidos (Bx)/oocitos
e de Bx/clivados no grupo tratamento (73,5%; 17,5%; 23,9%, respectivamente) foram similares as obtidas no grupo controle
(76,3%; 18,8%; 24,6%, respectivamente). Nao se observaram modificac6es significativas nos meios, do ponto de vista de
interacGes moleculares associativas, nas diferentes etapas examinadas pelas varreduras espectrais. A utilizacao de um sister
para PIV com meios preservados por congelacao ndo diminui a producéo de embrides quando comparado ao sistema conver
cional. Esse sistema possibilita, também, a escolha das melhores partidas, as quais podem ser utilizadas por um longo periodc
fornecendo assim, melhores resultados com menor variabilidade. Além disso, o processo de producao deatriofiicees
mais pratico, eficaz, econémico e acessivel aos laboratérios menos equipados.

Descritores maturacéo de odcitos, embrides, fecundacao em vitro, congelacdo de meios.
ABSTRACT

Thein vitro production of bovine embryos (IVP) is a complex, expensive process, and has variable results. The aim of
this research was to develop a system of IVP, using frozen-thawed media to turn the process easier and less expgresive. Initiall
total of 534 oocytes were used in this study, performing 3 replicates. The oocytes were divided into two groups. Intite treatme
group, the media used in IVP was preserved &C.11a the control group, the routine process was performed using fresh media
preserved at’® up to 15 days. The possible molecular interaction of the different compounds of the media caused by freezing was
verified using a spectrophotometer. The analyses were performed before freezing and after 15, 30 and 150 days mai@ained at-19
The oocytes and embryos were incubated at temperature@fa@9atmosphere of 5% Cid air and saturated humidity. The
maturation was accomplished in modified TCM-199 and the embryo culture was performed using KSOM. The percentage of
cleavage, expanded blastocysts (Bx)/oocyte and Bx/cleavage in the treatment group (73.5%; 17.5%; 23.9%, respectively) were
similar to those obtained in the control group (76.3%; 18.8%; 24.6%, respectively). No significant molecular interaetions in th
media were observed in the different stages examined. The efficiency of the frozen-thawed media is similar to the fiesh media t
produce embryos in vitro. With the frozen-thawed system, it is possible to work more time with batch that resulted mat@higher
of blastocyst. Therefore, this system allows obtain results with less variability. In addition, the in vitro productioneof bovi
embryos becomes more practical, efficient, cheaper and possible to less equipped laboratories.
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INTRODUGAO a passagem do sémen por gradientes de percol [8]. A
~ e . inseminacgédo (dia 0 da PIV) foi efetuada com a con-
A producéo de embridés vitro (PIV) é um n ¢do ( ) . .
. . . . _centracao de 2x2@spermatozoéides/ml de meio Fert-
instrumento auxiliar no melhoramento animal e é u )

: ~ ALP contendo 10mg de heparina/ml. O tempo de
ferramenta com potencial para a formacédo de ban- . . . . .

~ .. co-cultivo de espermatozéides e odcitos foi de 18 a 22

cos de germoplasma na preservacao de animais @rgras
extincdo [3,6]. Na atualidade, o processo para PIV, '
em bovinos é complexo e laborioso devido as varias ~ Apos o periodo de fecundagao, as células do
etapas até a transferéncia dos embrides. E dificil, tai®mulus foram retiradas com micropipeta e os possi-
bém, manter uma constancia nos resultados [1,4,53kis zigotos de cada grupo foram lavados 3 vezes e
sendo que um dos fatores que contribui para isso &alocados em meio de cultivo embrionario KSOM
variacdo na qualidade das partidas de meios utilizarodificado [8] com 10% de SVE, na presenca de
dos. Na metodologia tradicional, esses meios sdo comonocamada de células epiteliais de oviduto. Passa-
servados sob refrigeracédo e, para ndo perderentas 48 horas da inseminagéo, somente as estruturas
sua qualidade, devem ser armazenados no maxirambrionarias com duas ou mais células foram mantidas
por 15 dias. Com isso, ha necessidade de produgda gota de co-cultivo e o desenvolvimento embriona-
freqliente dos meios, o que eleva o custo e diminuir foi avaliado no dia 9 da PV, para a observagéo de
praticidade, bem como eleva o efeito das variacGédastocistos expandidos (Bx).

entre cada preparacdo sobre os indices de produ¢do pggie experimento foi implementado em 3

de embriGes. replicacdes, no qual se utilizou um total de 534 odcitos.

Neste trabalho, objetivou-se a implementacag gqeq o4 citos foram divididos em dois grupos.
de um sistema de PIV utilizando meios preservados

pela congelagdo. Através do qual, torna-se possivel  NO 9rupo tratamento, os meios utilizados na PIV
simplificar a metodologia envolvida na PIV, melhoraMei0 de maturacdo, Fert-TALP, sp-TALP 1x, sp-TALP

a qualidade e a repeticdo dos resultados, diminuir {PX € KSOM modificado) foram submetidos a congela-
. . ~ =1 3 Q H 1
custo, bem como facilitar a utilizagéo da PIV no cam@30 € preservacéo a “C9E importante salientar que os

po e em laboratérios menos equipados. meios foram congelados prontos para serem utilizados, ou
) seja, filtrados e contendo substancias como o soro,
MATERIAIS E METODOS heparina e gonadotrofinas. O volume de meio congelado

L o em cada aliquota foi calculado para a realizagdo de uma
Para determinacdo da influéncia da preservagjicacao do experimento. Os recipientes utilizados

¢ao dog MEIos a}trgves da- congelagaq sobre a P ram tubos plasticos (corning de 15ml e eppendorff
em bovinos, 0s o00citos, aspirados de foliculos ovariap, ¢ 5mi)

nos com diametro entre 2 e 8mm, foram seleciona- B )
dos e maturadda vitro. A maturag&o dos o6citdei ~No grupo controle, utilizou-se a metodologia con-
realizada, durante 24 horas, em TCM-199 modificadd€ncional, com meios refrigerados"@® armazena-
contendo 25mM de HEPES, 2,2mg de bicarbonato Alos por no maximo 15 dias, sendo utilizadas as mes-
s6dio/100ml, 5mg de LH/mI, 0,5mg de FSH&0% Mas partidas dos meios do grupo tratamento.
de soro de vaca em estro (SVE). Para a maturagdo, Foram verificados possiveis efeitos da congela-
fecundacéo e desenvolvimento embrionario o cultivgio sobre a estrutura quimica dos meios, com relagdo
foi efetuado em gotas de 200ml de meio, em placasalteracdes moleculares associativas, para isso, reali-
de Petri (60mm), sob dleo de silicone e incubagdozram-se varreduras espectrais [9]. Com esse objeti-
39°C em uma atmosfera contendo 5% de, €O o, foram preparadas duas amostras com 5 ml de cada
umidade saturada. Durante a PIV, procurou-se mapeio para cada etapa avaliada pelas varreduras
ter arelagdo de 1 odcito ou embrido para cada 10@dpectrais. Em 3 replicagdes, foram avaliadas 4 eta-
de meio. pas, dia 0, 15, 30 e 150. Sendo que se considerou dia 0
Visando a fecundacén vitro, um pool de sé- 0s meios refrigerados 5) e dias 15, 30 e 150 , os
men congelado foi utilizado durante todos os experineios congelados e preservados na temperatura de -
mentos. A recuperagao espermatica foi realizada cob®°C, respectivamente por 15, 30 e 150 dias.
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As varreduras espectrais compreenderam a fai- RESULTADOS
xa espectral de 200-800nm para todas as amostras.

Para a realizacao das varreduras, foi utilizado um ¢ ¢ de cli 23506) Bx/
espectrofotdmetro Perkin Elmer - Lambda 16, corﬁo) orneceu porcentagens de clivagem (73,5%), Bx

feixe duplo. Na Figura 1, esta um fluxograma dagécitos (17,5%) e Bx/clivados (23,9%) similares as

atividades desenvolvidas para a realizacéo deste egptldas com o 3|stem§1 trad|C|on§1I (controle; 76’30/3;
perimento. 18,8%; 24,6%, respectivamente; Figura 2; p>0,75). Nao

L . o foi observada diferenca quanto a quantidade de em-
Para a realizacdo da analise estatistica, o deB’riﬁes produzidos nos dois sistemas

neamento experimental utilizado foi o de blocos intei- Com base na anélise dos resultados obtidos da

ramente casualizados. Os diferentes tratamentos {0z qura espectral dos meios (de maturacéo, Fert-
ram realizados simultaneamente, sendo que cagdg, p sp-TALP 1x, sp-TALP 10x e KSOM mod7ifi—
replicacao foi considerada um bloco. Os resultadocsado)’ em 3 replicacoes, ndo foram observadas alte-

eRrRNpsrcentagens foratmt,tr?nsfg;rrslados pe}[q Fl)_lzor%gﬁes, guanto a interac6es moleculares associativas,
No programa estatistico » com afinalldas, o sses meios nas diferentes etapas avaliadas, pois 0

de de aplicacado de testes paramétricos para a ana ~ . . ~
plicag P - P . ndo variou em nenhuma replicagéo (Tabela 1).
dos resultados. O modelo estatistico foi 0 seguinte: , . :
O sistema com meios congelados forneceu mai-

or praticidade na preparacéo dos meios para PIV, bem
onde Y, é a varidvel dependente, j1 € a constante c§0mMo uma maior economia de material utilizado como
mum para todas observacdes a efeito dos trata- meios, filtros, seringas, recipientes, ponteiras, etc. Além
mentos,[?)j é o0 efeito dos blocos eld é o efeito do disso, com o sistema congelado, houve uma economia
residuo. Os dados serdo apresentados com a médiedempo, aproximadamente 6 horas, em cada rotina
0 erro padrédo da média. de PIV.

O sistema com meios congelados (tratamen-

maximo

Y=o+ B+

Preparacdo dos meios utilizados para
producéo de embrid&s vitro

A 4

Mesma Partida

/

Congelacéo (-1T)

S

Figura 1. Metodologia utilizada para avaliar a influéncia da congelacdo dos meios sobre a producéo dereritrodes
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DISCUSSAO dos meios, porém ndo sabemos se foi atingida a tem-
peratura de solidificacao final. Portanto, ndo ha como
Os meios para PIV tém a temperatura d@firmar que os meios foram congelados totalmente,
solidificagéo mais baixa que a da agua, ocorrendogs o termo congelagio, mesmo assim, parece cabi-
propriedade coligativa conhecida como crioscopia [2},e] e adequado.
Segundo essa propriedade, em meios binarios (um  puyrante a solidificacdo, ha uma variacdo con-
solido com um liquido), durante a solidificacao, ocortinua da composicéo das fases liquida e sélida da solu-
rem interacdes de forma que a temperatura em qggo [7]. Nos meios para PIV, devido & sua complexa
se separa o primeiro cristal da solucao sdlida € a tegomposicao, é dificil fazer uma previsdo da variabili-
peratura de solidificagé@o da solucdo liquida e existade fisico-quimica da solugédo com a congelacéo.
tem duas temperaturas de solidificacdo, a inicial eRorém, nas medidas espectrofotométricas dos meios
final [7]. Como os meios para PIV sdo complexos, @valiados antes da congelacio e apds a congelacéo e
dificil prever e determinar qual a temperatura exatgreservacao, por 15, 30 e 150 dias, &G1840 foram
para total solidifica¢éo dessas solu¢des, mas no prabservadas bandas secundarias, o que é indicativo de
cesso de congelagdo a «@C9realizado neste traba- que ndo ocorreram alteragdes estruturais associativas
lho, foi atingida a temperatura de solidifica¢éo iniciatlevido a congelacéo (Tabela 1).

Tabela 1. Varredura espectral (200-800nm) dos meios Fert-TALP, sp-TALP 1x, sp-TALP 10x,
meios de maturacéo (MM) e KSOM com 10% de soro fetal bovino (KSOM), antes da congela-
¢ao (dia 0) e apos permanecerem 15, 30 e 150 dias congelad@s a -19

Meio Analisado  A*maximo Dia (Absorbancia)
(nm) 0 15 30 150
Fert-TALP 273,6 1,0010 1,0436 1,0348 1,03010
Sp-TALP 1X N.O.** N.O. N.O. N.O. N.O.
Sp-TALP 10X 318,4 0,2205 0,2283 0,2276 0,2265
MM 560,0 0,1949 0,2025 0,2012 0,1980
276,0 0,7796 0,7856 0,7823 0,7842
KSOM 276,8 0,6246 0,6149 0,6172 0,6178

*\ - comprimento da onda ** N.O. - Nao observado, valores menores que o limite de deteccéo do aparelho
***MM - No meio de maturagdo houveram dois picos na varredura espectral, por isso aparecem
dois A na tabela.

maximos

Com a congelacao e descongelacéo, alguns eldo, contribuindo, assim, para obtencéo de resultados
mentos dos meios podem diminuir a atividade biol6égimelhores e mais constantes. O sistema de meios con-
ca, mas o sistema com meios congelados nao dimingelados torna a PIV mais pratica e econdmica, pois
os indices de producédo de embrides, quando compg# uma economia significativa de tempo, de mao-de-
rado ao sistema tradicional (Figura 2). Isso sugere qoéra e de materiais utilizados. Também, permite que
se ha alguma perda na atividade biolégica dos elemess meios sejam fornecidos por centros produtores para
tos nos meios congelados a*@%essa nao influencia equipes ou laboratérios de PIV menos estruturados.
na maturacdo do odcito, na fecundacéo e no desen- A congelacdo dos meios € importante para a
volvimento embrionario. realizacao de pesquisas relacionadas com a PIV, pois,

E previsivel, também, que os meios preservaguando se avaliam diferentes substancias ou concen-
dos a -19C mantenham a qualidade por um perioddrac6es, cada replicacao implica em muitas manipula-
bem mais longo, talvez anos, do que quando sao arngdes.Com essa metodologia, faz-se as manipulacdes,
zenados sob refrigeracéo. Dessa forma, melhores pareparacéo das solugcfes para todas as replicacdes, em
tidas de meios podem ser escolhidas e utilizadas pam Unico dia, com maior quantidade de meio e de subs-
mais tempo, bem como grandes volumes de meio pténcias envolvidas na pesquisa, com menor gasto de tem-
dem ser preparados, com menor erro e sem despetuld-e material, bem como menor erro nos experimentos.
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Figura 2. Porcentagem de blastocistos expandidos (Bx) com diferentes sistemas de producéo deirewitooidgdizan-

do-se meios refrigerados (controle) ou meios preservados por congelacao (tratamento). Cada barra representa a média e
erro padrao da média de 3 replicacdes. Nao houve diferenca entre os diferentes sistemas quanto a producéo de blastocistc
expandidos (p>0,75).

Tratamento

CONCLUSOES melhores partidas, as quais podem ser utilizadas por

A utilizacao de um sistema para PIV com meifongo periodo. Assim, o sistema com meios congela-

os preservados atraves da congelagdo ndo diminudos permite obter melhores resultados com maior re-

indice de producdo de embrides quando comparageticdo, praticidade, eficacia e economia no processo
ao sistema convencional, possibilitando a escolha dde producdo de embridasvitro.

REFERENCIAS

1 Carolan C., Lonergan P. & Van Langendonckt A. 1995Factors affecting bovine embryo development in synthetic
oviduct fluid following oocyte maturation and fertilizationvitro. Theriogenology43: 1115-1128.

2 Castellan G. 1986Fundamentos de fisico-quimidaio de Janeiro: LTC — Livros Técnicos e Cientificos Editora S.A.,
527p.

3 Foote R.H. 1996Review: Dairy Cattle Reproductive Physiology Research and Management - Past Progress and Future
Prospectslournal of Dairy Scienc&9: 980-990.

4 Fukui Y., McGowan L. T. & James R. W. 1991 Factors affecting thm vitro development to blastocysts of bovine
oocytes matured and fertilizédvitro. Journal of Reproduction and Fertilit§2: 125-131.

5LiuZ. & Foote R. H. 1995.Development of bovine embryos in KSOM with added superoxide dismutase and taurine and
with five and twenty percent (Biology of Reproductiarb3: 786-790.

6 Pieterse M. C. & Kappen K. A. 1988 Aspiration of bovine oocytes during transvaginal ultrasound scanning of the
ovaries.Theriogenology30: 751-762.

7 Pilla L. 1980.Fisico-quimicaRio de Janeiro: LTC — Livros Técnicos e Cientificos Editora S.A., 912p.

8Rosenkrans Jr. C. F,, Zeng G. Q. & McNamaraG. T. 199®evelopment of bovine embryosvitro as affected by energy
substratesBiology of Reproductiar9: 459-462.

9Vogel J. B. 1992Andlise quimica quantitativario de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., 690p.

Pub. 585
www.ufrgs.br/favet/revista

Lo aid

101



