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Resumo

A crioconservagdo ¢ uma técnica avangada que envolve estruturas de congelagio a temperaturas muito baixas (-
196) para o propdsito de preservagdo por muitos anos, as células ou tecidos. O principio basico e simples do
processo ¢ a remocdo de agua das células antes da congelagdo-los a fim de evitar a formagdo de cristais. Os
agentes crioprotectores podem ser classificados em penetrante (glicerol, DMSO, etileno-glicol e 1,2
propanodiol) e ndo penetrante (sacarose, trealose e rafinose, polimeros, proteinas e lipoproteinas). Neste texto se
descrevem técnicas para a criopreservagdo de oodcitos e embrides a partir das caracteristicas e factores que
afectam cada um dos métodos.
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Abstract

Cryopreservation is an advanced technique that involve freezing structures at very low temperatures (-196) whit
the purpose of preserving cells or tissues for many years. The basic and simple principle of the process is to
remove water from the cells before freezing them in order to prevent the formation of crystals. The
cryoprotectants agents may be classified as penetrant (glycerol, DMSO, ethylene glycol and 1,2 propanediol) and
non-penetrating (sucrose, trehalose and raffinose, polymers, proteins and lipoproteins). This text describes
techniques for the cryopreservation of oocytes and embryos from the characteristics and factors that affect each of
the methods.
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Introducéo Em contrapartida o sucesso na criopreservagdo de ovoécitos e

embrides produzidos in vitro tem sido muito dificil de ser

atingido. Atualmente ha um interesse crescente para entender os
aspectos criobioldgicos fundamentais responsaveis pelas baixas
taxas de sobrevivéncia desses gametas e embrides, visando o
desenvolvimento de protocolos mais eficientes.

Desde o nascimento do primeiro bezerro por transferéncia de
embrido congelado (WILMUT e ROWSON, 1973), as técnicas
de criopreservagdo tém sido continuamente aprimoradas, sendo
hoje um dos principais componentes das modernas tecnologias
reprodutivas. Exemplo disso ¢ a grande quantidade de embrides
bovinos congelados anualmente. Das 549.279 transferéncias de
embrides produzidos in vivo no mundo em 2004, 222.301 (40%)
foram de embrides congelados (VIANA, 2005).

Este trabalho ira revisar as técnicas atuais para criopreservacio
de ovocitos e embrides, abordando as peculiaridades dos
métodos mais utilizados, assim como os fatores que afetam a
eficacia da criopreservagao dessas estruturas.

O armazenamento de ovocitos e embrides por longos periodos
simplifica a movimentagdo de material genético, permite a
preservagdo de estoques genéticos raros e superiores, facilita o
manejo das transferéncias, além de ter varias possibilidades de
aplicagdo na espécie humana.

Meétodos de criopreservagdo

Os principios da criopreservag¢do sdo similares para todas as
células vivas e a maioria deles origina-se de leis da natureza,
como as leis da termodinamica. Provavelmente, o principio mais
simples e importante da criopreservagdo ¢ a necessidade de
remover a maior parte da agua das células antes que elas
congelem (SEIDEL, 1988). No entanto para permitir que as
células resistam a essa desidratagdo e ao frio, ¢ necessario a
utilizacdo de solugdes crioprotetoras. Os mecanismos de agdo
dos crioprotetores ainda s@o muito pouco entendidos e
provavelmente variam com o crioprotetor utilizado.

Mas apesar da criopreservagdo ser amplamente utilizada para
sémen e embrides produzidos in vivo, ainda persiste a
necessidade de desenvolvimento de protocolos mais eficazes,
principalmente para embrides zebuinos. Devido a diferencgas
morfoldgicas ¢ bioquimicas esses embrides apresentam maior
sensibilidade ao congelamento que os embrides taurinos.
Possivelmente as menores taxas de prenhez obtidas com
embrides zebuinos congelados sejam devido a falta de um
protocolo especifico para esses embrides. Os crioprotetores podem ser divididos em penetrantes ¢ nao
penetrantes. Exemplos de crioprotetores penetrantes incluem o
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glicerol, DMSO, etilenoglicol e 1,2 propanediol. Todos eles sdo
moléculas relativamente pequenas. Os ndo penetrantes incluem
grandes agucares como sucrose, trealose e rafinose, polimeros
(PVP), proteinas e lipoproteinas. Freqlientemente, gema de ovo,
leite e soro sangiiineo s@o usados como crioprotetores por
conterem essas moléculas (SEIDEL, 1988; RODRIGUES,
1992).

A sobrevivéncia dos embrides ao congelamento ¢ influenciada
pela taxa de adigdo do crioprotetor, duragdo da exposicdo antes
do congelamento (WHITTINGHAM, 1980), velocidade de
resfriamento (MAZUR, 1977), procedimento de
descongelamento (SEIDEL, 1988), remo¢do do crioprotetor
(RENARD et al., 1982) e do grau de permeabilidade do embrido
ao crioprotetor utilizado, o que ¢ dependente do coeficiente de
permeabilidade do embrido para o respectivo agente, o gradiente
entre as concentragdes intra e extracelular do crioprotetor, de
temperatura e da area de superficie (WHITTINGHAM, 1980;
SCHINEIDER ¢ MAZUR, 1984; NIEMANN, 1991). Além
disso, gametas ¢ embrides de cada espécie e estagio de
desenvolvimento embrionario apresentam suas proprias
caracteristicas de permeabilidade (WHITTINGHAM, 1980;
NIEMANN, 1991, TAKAGI et al., 1994, DOBRINSKY, 1996).
Até o momento ndo existe um método de criopreservagdo
eficiente e capaz de ser aplicado a todas as espécies (VAJTA et al.
2000), sendo necessaria a adaptacdo do método de acordo com o
tipo de estrutura e espécie de interesse.

No campo da reprodugio animal, os métodos de criopreservagdo
mais freqlientemente utilizados s@o o congelamento
convencional por cristalizacdo e a vitrificagdo. A cristalizacdo
tem sido o método de escolha para sémen e embrides produzidos
in vivo. Esse método consiste no resfriamento lento das solugdes
(0,3 a 0,6 °C/min), as quais possuem baixas concentragdes de
crioprotetores penetrantes (1 a2 M) (EROGLU et al., 2002).

Diferentemente, a vitrificagdo requer altas taxas de resfriamento
(15000-20000 °C/min) e elevadas concentragdes (6-8M) de
crioprotetores penetrantes (SHAW, 2000). A vitrificagdo consiste
na transi¢do de solugdes aquosas do estado liquido para o estado
vitreo (amorfo), ou seja, um estado com propriedades mecénicas
de um sélido semelhante a um vidro, estado no qual nio se
formam cristais de gelo (CROWE ¢ CROWE, 2000). Seus
beneficios estio relacionados a redugdo de gastos, uma vez que
dispensa equipamentos caros e sofisticados, agilidade no
processo e simplificacdo de procedimentos, se comparados ao
congelamento por cristalizagdo, porém as altas concentragdes de
crioprotetores utilizadas elevam muito o potencial toxico das
solugdes crioprotetoras (KULESHOVA et al., 2002).

Atualmente, a vitrificagdo tem sido o método de escolha para
criopreservacdo de ovdcitos e embrides produzidos in vitro,
principalmente apo6s a introdugdo das OPS (palheta aberta
estirada) como recipiente para envase dos ovocitos e embrides.
Esse método permite reduzir o volume da solugdo de vitrificagao
(L11,0ul), aumentar a velocidade de resfriamento para
aproximadamente 20.000 [IC/ min, ¢ assim reduzir a
concentragdo de crioprotetores nas solucdes de vitrificacdo,
conseqiientemente, promovendo maiores taxas de viabilidade
dos ovocitos apds a desvitrificagao (VAITA et al.,1998).
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Criopreservagdo de ovocitos

A criopreservagdo com estocagem de materiais bioldgicos a
temperaturas muito baixas (ex: nitrogénio liquido a —196C) ¢
desejavel por razdes bioldgicas e comerciais, uma vez que pode
reduzir os custos, riscos genéticos e transmissdo de doengas que
estdo normalmente associados com a manutengdo de animais
vivos e linhagens celulares.

No entanto alteragdes de membranas celulares, cromossomos,
DNA, citoesqueleto, fung¢do enzimatica, ultraestrutura e zona
pelicida podem ocorrer quando as células sdo colocadas em
temperaturas abaixo da temperatura corporal (SHAW et al.,
2000). Esses danos podem acontecer em qualquer segmento do
processo de criopreservacao.

Ao contrario dos espermatozoides e embrides, que sdo
rotineiramente criopreservados com sucesso, ovdcitos tém se
mostrado extremamente sensiveis a baixas temperaturas (MEN
et al.,, 2002). O grande tamanho celular, sensibilidade do fuso
meiotico e da zona peltcida ao resfriamento, sua suscetibilidade
para ativagdo partenogenética e danos pelo resfriamento, sdo
fatores que afetam o congelamento e¢ descongelamento do
gameta feminino NOWSHARI ez al., 1994, Shaw et al., 2000).

O estagio de maturagdo ovocitaria é um fator de grande impacto
sobre os resultados da criopreservagao dessas células (MEN et
al., 2002). Tentativas de vitrificar ovocitos bovinos imaturos nao
tém sido bem sucedidas. Ovocitos bovinos imaturos congelados
em 1,8 M de etilenoglicol apresentaram taxa de fertiliza¢do in
vitro significativamente menor que ovdcitos maturados (OTOI et
al., 1995). Resultados semelhantes foram obtidos por IM et al.
(1997), congelando ovocitos bovinos com propilenoglicol ou
DMSO.

Destruigdo das jungdes comunicantes entre as células do cumulus
e o ovdcito normalmente ocorrem quando os ovocitos sdo
criopreservados no estdgio de vesicula germinativa, sendo essa
alteracdo uma das principais causas da baixa taxa de
sobrevivéncia ovocitaria a criopreservagcdo. Recentemente
VIEIRA et al. (2002) vitrificaram ovécitos bovinos imaturos em
OPS (VAJTA et al, 1997) e obtiveram 6% de formagdo de
blastocistos, além de descreverem o nascimento de bezerros
saudaveis obtidos de blastocistos derivados de ovdcitos imaturos
vitrificados.

Diferentemente, ovdcitos maturados podem sofrer danos durante
o processo de criopreservagdo pela despolimerizagdo de
microtibulos, o que interfere na organizagio do fuso meidtico,
causando aumento na incidéncia de aneuploidia. Mudangas
irreversiveis no fuso podem ocorrer ja em temperaturas de 7C
abaixo da temperatura corporal (EROGLU et al., 1998). Esses
ovocitos também sdo susceptiveis a liberacdo prematura dos
granulos corticais, o que tem sido relacionado a menores taxas de
fertilizagdo (HOCHI et al., 1998). MEN et al. (2002) obtiveram
maior taxa de produgdo de blastocistos vitrificando ovocitos
maturados, que aqueles em estagio de vesicula germinativa (8,37
e 1,06 %, respectivamente), utilizando a metodologia de OPS. Da
mesma forma, diversas equipes tém apresentado resultados
semelhantes de formagdo de blastocistos a partir de ovdcitos
maturados (MARTINO ez al., 1996; VAITA et al., 1997; HOCHI
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etal., 1998; VIEIRA et al., 2002).

Outro importante fator que pode influenciar a sobrevivéncia de
ovocitos bovinos a criopreservagdo ¢ o método de congelamento.
O tempo de equilibrio, concentragdo do crioprotetor,
procedimento de congelamento e diluicdo do crioprotetor sdo
fatores determinantes para o sucesso da criopreservagao celular
(NOWSHARI et al., 1994). Ultimamente a busca de
crioprotetores menos toxicos, como a trealose, tem sido tentado.
Este dissacarideo vem sendo utilizado como crioprotetor
extracelular, na criopreservacdo de embrides (SAHA et al.,
1996); sémen (AN et al., 2001) e ovocitos (HASTENREITER,
2006).

Protocolos recentes de vitrificagdo sdo promissores, mas 0s
resultados ainda sdo muito baixos para a utilizagdo comercial
desta técnica. Sdo descritas taxas de formacdo de blastocistos
oriundos de ovdcitos vitrificados em torno de 10%, contra 40-
45% dos controles ndo vitrificados (VAITA et al., 1997; PAPIS et
al., 2000) e taxas de nascimento de 15-20% (VIEIRA et al, 2002).
Esses resultados reforgam a necessidade de pesquisar fatores
adicionais que afetam a sobrevivéncia de ovocitos bovinos
submetidos a vitrificacdo, como forma de contornar a enorme
sensibilidade do gameta feminino a criopreservacao.

Criopreservagdo de embrides

A criopreservagdo de embrides tornou-se uma técnica integrante
dos processos de transferéncia de embrides em bovinos na década
de oitenta e atualmente sua importancia é claramente evidenciada
pelo grande nimero de embrides congelados e transferidos a cada
ano.

A criopreservacdo tem grandes aplicagdes operacionais, pois
permite a transferéncia de embrides conforme a disponibilidade
de receptoras e a conveniéncia do criador (LOBO, 1996).

O desenvolvimento de metodologias padronizadas de
congelamento lento permitiu sua aplicagdo comercial em larga
escala para embrides bovinos produzidos in vivo, originando
taxas de gestacdo ligeiramente inferiores aquelas obtidas com
embrides transferidos “a fresco”.

O método classico para congelamento de embrides bovinos
produzidos in vivo utiliza solu¢des crioprotetoras contendo
glicerol 1,4 M, sendo esse crioprotetor adicionado em duas
etapas. Apds o descongelamento é necessaria a remog¢do do
crioprotetor antes da transferéncia embrionaria, o que exige uma
infra-estrutura minima para tal procedimento (NIEMANN,
1991). A substitui¢do do glicerol pelo etilenoglicol 1,5M
(VOELKEL E HU, 1982) nas solucdes crioprotetoras facilitou
ainda mais a aplicagdo dessa técnica, sem alterar a taxa de
prenhez. Por ser mais permeavel aos embrides, o etilenoglicol
pode ser adicionado em uma tinica etapa (método one-step) e ndo
necessita ser removido apos o descongelamento, permitindo a
transferéncia direta dos embrides para o utero das receptoras.

Atualmente, os procedimentos de congelamento para moérulas e
blastocistos bovinos coletados ndo cirurgicamente resultam em
taxas de gestacdo de 50 % (LUCAS-HAHN, 1995). No entanto
uma particularidade bastante importante quanto a
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criopreservacdo de embrides bovinos diz respeito a taxa de
gestagdo de embrides zebuinos congelados ser aproximadamente
20 % inferior aquela obtida com embrides taurinos congelados
(ZANENGA, 1993). Embrides zebuinos apresentam graus de
degeneracdo celular mais elevados que embrides taurinos
congelados, possivelmente devido a diferengas ultraestruturais
entre embrides taurinos (Bos faurus) e zebuinos (Bos indicus)
(VISINTIN et al., 2002). Esse fato assume uma grande
importancia no contexto nacional, visto que o Brasil possui uma
populagdo bovina estimada em 176 milhdes de cabegas e, desse
total, cerca de 80 % ¢ constituida de zebuinos, compreendendo
animais de ragas puras, bem como os mais variados graus de
mestigagem (ACNB, 2005).

Atualmente o grande desafio neste campo tem sido a
criopreservacdo de embrides produzidos in vitro (P1V). A elevada
sensibilidade ao resfriamento e baixa congelabilidade desses
embrides, quando comparadas aos produzidos in vivo, interfere
na utilizagdo comercial deste método e compromete a plena
aplicag@o da producdo in vitro de embrides bovinos (MASSIP,
2001).

Uma alternativa para criopreservar estes embrides ¢ a vitrificagdo
(BEGIN et al. 2003). Diversas metodologias tém sido testadas,
utilizando diferentes suportes para envase dos embrides, com o
objetivo de reduzir o volume da solugdo de vitrificagdo e assim
aumentar a velocidade de resfriamento, o que permitir reduzir as
elevadas concentra¢des dos crioprotetores penctrantes das
solugdes de vitrificagdo e assim diminuir o potencial toxico
dessas solugdes.

O protocolo mais utilizado atualmente para a vitrificagdo de
embrides PIV, ¢ o que utiliza as OPS (palheta aberta estirada)
como suporte para envase dos embrides (VAJTA et al, 1997),
permitindo alcangar taxas de gestacdo de aproximadamente 20-
30% (DINNYES et al,1999; NEDAMBALE et al., 2004). Porém
ainda existe uma grande variagdo nos resultados, devido a
enorme diversidade de combinagdes de sistemas de produgao in
vitro de embrides, principalmente na etapa de cultivo.

Metodologia

Para o desenvolvimento da presente investigacdo, foram
consultadas todas as bases oficiais de biotecnologia reprodutiva e
reproducdo animal em nivel global e nacional. A selecdo de
documentos correspondeu, em primeira instancia, as referéncias
oferecidas pelas fontes oficiais e posteriormente pelo rigor
cientifico das mesmas, o anterior apoiado por ferramentas da
teoria fundamentada, este desenho de pesquisa qualitativa tem
sido utilizado para procurar novas técnicas nos processos
biotecnologicos aplicados a reprodugio.

Conclusdes e perpectivas

A criopreservagao tornou parte integrante da moderna pecuaria,
permitindo estocar sémen e embrides para utilizacio em
momento oportuno, porém ainda é necessario melhorar os
resultados atuais, principalmente com relagdo a ovocitos e
embrides produzidos in vitro. Nesse sentido é importante
entender os fatores envolvidos na sensibilidade de gametas e
embrides as baixas temperaturas, assim como desenvolver
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métodos simples, rapidos e eficazes, que permitam o
armazenamento dessas estruturas por longo tempo. Grandes
avangos tém sido feitos com a vitrificacdo, porém ainda ha
necessidade de aumentar a repetibilidade dos resultados. O
préximo desafio no campo da vitrificagao é o desenvolvimento de
métodos que permitam a transferéncia direta dos embrides, o que
permitira uma maior utilizagdo dessa técnica.
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