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RESUMO

Setecentas e quinze mérulas compactas de Mus
musculus da cepa Suigo Albina foram vitrificadas, em
dois experimentos, para avaliar, in vitro e in vivo, o efei-
to do tempo de equiifbrio e do pré-resfriamento da so-
lugdo de vitrificagdo na sobrevivencia ap6s descongela-
mento. No experimento | (n=417) as morulas foram vi-
trificadas em 4 tratamentos utilizando-se dois tempos de
equilibrio (5 e 10 minutos) na solugao de vitrificagao in-
tracelular composta por 10% de glicerol + 20% de 1.2
propanediol (SVa) e duas temperaturas (4 e 20°C) na
solugao de vitrificagao extracelular composta por 25%
de glicerol + 25% de 1,2 propanediof (SVb). A andlise
estatistica nao demonstrou diferencgas significativas entre
os 4 tratamentos, apds o descongelamento e cuitivo in
vitro aos 15 minutos (TI=97%; TiI=92%; TIi=92 8%
TIV=04%), 24 horas (T1=90,2%; TII=84%; THI=83 5%
TIV=89,2%) e 48 horas (T1=79,4%; Tl=75%; TIlI=73,2%
e TIV=77,4%). No experimento I, 298 mérulas foram vi-
trificadas em 2 tratamentos. No Tl foram utilizados 5 mi-
nutos de equilibrio na SVa e SVb a 20°C e no Til 10
minutos na SVa e SVb a 4°C. Considerando apenas as
receptoras prenhes, o indice de implantacbes foi de
54,2% (T1), 52,7% (TIl) e 56,1% (frescos), ndo diferindo
entre os tratamentos. Porém o indice de fetos obtido
com o Tl (45,9%) foi significativamente maior do que o
indice obtido com TI(30,5%). A duragdo do tempo de
equilibrio e o pré-resfriamento da solugédo de vitrificacao
influenciaram o desenvolvimento in vivo das moérulas vi-
trificadas.
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SUMMARY

To test in vitro and in vivo the effects of the

lenght of equilibration time and precooling of the
vitrification solution, 715 mouse morulae, from strain CF1
Swiss Albino, were cryopreserved by vitrification in 2
Experiments. in Experiment | (n=417) morulae were
vitrified in 4 treatments, using 2 equilibration times (5
and 10 min) in the intracellular vitrification solution (VSa)
composed of 10% glycerol + 20% 1,2 propanediol and
2 temperatures (4 and 20°C) in the extraceliular
vitrification soiution (VSb) composed of 25% glycerol +
25% 1,2 propanediol. The statistical analysis did not
show significative differences among the 4 treatments
after thawing and culture in wvitro whitin 15 minutes
(TI=97%; Til=92%, TlI=92,8%; TiV=94%), 24 hours
(TI=90,2%; TII=84%; TIii=83,5%; TIV=892%) and 48
hours (T1=79,4%,; TH=75%,; Til=73,2%, TIV=77,4%). In
Experiment |l, 298 Mus musculus morulae were vitrified
in 2 treatments. In TI| embryos were equilibrated for 5
min in VSa and placed in straws containing the VSb at
20°C. In Tii embryos were equilibrated for 10 min in
VSa and placed in straws containing the VSb at 4°C.
Considering only the pregnant recipients, the
implantation rate was 54,2%(Ti), 52,7%(Tll) and 56,1%
(controls), not differing among treatments, although the
fetal development rate obtained with Til (459%) was
significantly higher than Tl (30,5%). Data indicate that the
lenght of equilibration time and precooling of vitrification
solution affected the postthaw In vivo survival of vitrified
Mus musculus morulae.

INTRODUGAO

O método de congelamento através da vitrifica-
¢ao procura simplificar os procedimentos de criopreser-
vagao de embrides tirando proveito da habilidade de
solugOes altamente concentradas em evitar a cristaliza-
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¢ao (RALL, 1986). Ap6s um periodo de equilflbrio em
uma mistura de crioprotetores, quando o citoplasma se
desidrata, a suspensao contendo os embrides é vitrifica-
da por imersao em nitrogénio liquido (WOOD et al,
1987).

Os maiores obstaculos encontrados no método
de witrificagdo como a alta concentragao de crioproteto-
res, a toxicidade e a injaria osmoética, além da desvitrifi-
cagao tém sido abordados por diversos autores (BOU-
TRON & KAUFMANN, 1978/79;, FAHY et al, 1984/86/87:
MACFARLANE, 1986/87, MACFARLANE & FORSYTH,
1990a/90b; MEHL, 1990).

A sobrevivencia dos embrides vitrificados 6 afe-
tada, principalmente, pela duragéo do tempo de equili-
brio na solugéo crioprotetora intracelular (SCHEFFEN et
al, 1986; VALDEZ et al, 1990), a temperatura da solucéo
extracelular (RALL & FAHY, 1985a/85b; RALL et al, 1987)
@ 0 estagio de desenvolvimento do embri&o (MASSIP et
al, 1986; VAN DER ZWALMEN et al, 1989). De acordo
com RALL & FAHY (1985a/85b), a exposicdo dos em-
brides as solucoes de vitrificagao provoca lesdes tempo-
dependentes nos embrides @ um método de reduzir es-
tes danos seria baixar a temperatura de exposicdo dos
embrides para 4°C ou menos.

O primeiro experimento avaliou a viabilidade
apos descongelamento e cultivo in vitro e o sequndo a
sobrevivencia dos embrides vitrificados apés a transfe-
réncia para f8meas pseudoprenhes. Os objetivos especi-
ficos visaram avaliar: o efeito do tempo de equilibrio na
solugao crioprotetora intracelular e o efeito da tempera-
tura de exposicao a solugdo crioprotetora extracelular,

na sobrevivencia In vitro e in vivo das moérulas vitrifica-
das.

MATERIAL E METODOS

As fémeas utilizadas no presente experimento
eram da cepa CF1 Suigo Albina® com idade de 7 a 10
semanas e foram superovuladas através da administra-
¢80 intraperitoneal de 8Ul de eCG® e 8Ul de HCG®
com um intervalo de 48 horas. As fémeas doadoras fo-
ram acasaladas com machos inteiros imediatamente
apos a aplicagdo do HCG. As receptoras, produtos do
cruzamento de machos CF1 x fémeas CB10A, recebe-
ram 2Ul de eCG e 2Ul de HCG, com 48 horas de inter-
valo (KRAEMER & BOWEN, 1986). Ap6s a aplicagao de
HCG as receptoras foram acasaladas com machos va-
sectomizados e, na manh& seguinte, as que apresenta-
vam tampao vaginal, consideradas no "dia 1" de pseu-
do-prenhez. Utilizou-se uma assincronia de -12 a -24 ho-
ras em relagao as doadoras.

O meio PBS modificado (WHITTINGHAM, 1971)
foi utilizado para a coleta, cultivo e preparo das solu-

¢oes de congelamento e diluicio do crioprotetor.

Barichello et al

A coleta dos embrides foi realizada 78-80 horas
apos a aplicagao do HCG, sendo utilizados no presente
experimento embribes classificados como excel{entes ou
bons. o
A solugdo crioprotetotra intracelular ou de equilf-
brio era composta por uma associagao de 10% de gli-
cerof + 20% de 1,2 propanedioP em PBS acrescido
de 20% de SFB'

A solugao crioprotetora extracelular ou de vitrifi-
cagcao era composta por 25% de glicerol + 25% de 1,2
propanediol em PBS + 20% de SFB.

Equilibrio e witrificacéo

No Experimento | as moérulas foram submetidas
a 4 tratamentos:

Tl - 5 minutos de equillbrio a 20°C e solucéo de vitrifi-
cagéo extracelular a 20°C por 30 segundos;
TH- 10 minutos de equilibrio a 20°C e solugdo de vitrifi-
cacao extracelular a 20°C por 30 segundos;
TiH- 5 minutos de equilibrio a 20°C e solugao de witrifi-
cagao extracelular a 4°C por 30 segundos;
TIV- 10 minutos de equilibrio a 20°C e solucdo de vitri-
ficagdo extracelular a 4°C por 30 segundos.

No experimento Il as moérulas foram submetidas
a 2 tratamentos:

Tl - 5 minutos de equilibrio a 20°C e solugao de vitrifi-
cagcao extracelular a 20°C por 30 segundos;

Tll- 10 minutos de equilfbrio a 20°C e solugdo de vitrifi-
cacao extracelular a 4°C por 30 segundos.

Com auxlio de uma seringa acoplada a palheta
de 0,25mi foram aspirados, primeiramente 0,07ml de so-
lugao extracelular, seguidos de uma bolha de ar
(0,02ml), nova coluna de solucdo de vitrificagao (0,05mi).
Os embribes foram colocados na segunda coluna de
solugao de vitrificagao e as palhetas completadas com
solucao 1.0M de sacarose, ap0s a aspiragac de outra
bolha de ar. As palhetas foram seladas com ponteiras
identificadas previamente e colocadas no vapor de nitro-
génio por 30 segundos, sobre uma grade horizontal e
imediatamente ap0s mergulhadas no nitrogénio liquido.

Descongelamento e diluic&o do crioprotetor

O descongeiamento foi efetuado em banho-ma-
ria a 20°C, durante 10 segundos e a diluigdo do crio-
protetor feita em duas etapas com sacarose 1.0M. Os
embriées foram colocados em uma gota de 1ml de sa-
carose 1.0M a 4°C por 4 minutos, @ 0s 6 minutos res-
tantes permaneceram em uma gota de 0,2ml de sacaro-
se 1.0M a 20°C.
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Experimento | - Avaliacio in vitro

ApOs O descongelamento e diluic&o
do crioprotetor, quando completaram o' tempo

de 15 minutos em PBS+20% SFB, os em-
brides foram submetidos a uma primeira avalia-

¢ao, quando os embrides considerados viadveis

TABELA 1 - Percentual de viabilidade apdés a diluicdo do crioprote-

tor e cultivo in vitro de morulas Mus musculus submeti-
das a vitrificagdo utilizando dois tempos de equilfbrio
na solucdo crioprotetora intracelular (SVa) e duas tem-
peraturas na solugao crioprotetora extracelular (Svb).

foram cultivados em estufa a 37°C em atmos- TRATAMENTOS Embrides Tratados Viabilidade apbs cultivo

fera amida, utiizando-se 0 meio PBS modifica-

do acrescido de 20% de SFB. Ap6s 24 horas  SVa SVb Congel.Recuperados 15min. 24h 48h
de cultivo foi realizada uma segunda avaliaggo, (min.) (°C ) n n (%) n{%)* n(%* n(%)*
quando foram considerados vidveis 0s que ——
atingiram, no minimo, o estagio de blastocisto
inicial (Bi) e apds 48 horas foram considerados 5 20 106 102(96,2) 99(97,0) 92(90,2) 81(79,4)
vidveis 0s que atingiram no minimo o estagio '
de blastocisto expandido (Bx). O percentual de 10 20 103 100(97,0) 92(92,0) 84(84,0) 75(75,0)
sobrevivéncia foi calculado considerando o nu-
mero de embribes recuperados apds o des- 5 4 103 97(94,2) 90(92,8) 81(83,5) 71(73.2)
congelamento.

10 4 105 102(97,1) 96(94,1) 91(89,2) 79(77,4)

Experimento il - Avaliac8io in vivo

ApOs o descongelamento, diluicdo e
cultivo por 1 hora em estufa, as moérulas consi-

deradas como grau | e Il (WHITTINGHAM. —

N Ir———— o e il

417  401(96,1) 377(94,0) 348(86,8) 306(76,3)

* » X T N —.- - T -l o
1981), foram transferidas para receptoras pseu- indice calculado sobre o nimero de embrides recuperados.

doprenhes, num total de 5 a 6 embrides por

corno uterino. Entre os dias 14 e 16 de gestagdo as re-
ceptoras foram sacrificadas, sendo verificado o ndmero
de implantagles, o qual incluiu as reabsorcées embrio-
narias e fetos com desenvolvimento normal.

Andlise Estatistica

Os dados do Experimento | foram submetidos
a analise de varidncia e teste F. Os resultados do Expe-
rimento Il foram submetidos ao teste X2

RESULTADOS

Experimento | - Avaliacdo in vitro

A permanéncia dos embrides durante 5 ou 10
minutos na solugado crioprotetora intracelular @ o pré-res-
friamento da solugéo de vitrificacdo a 4°C n&do exerce-
ram influencia sobre o percentual de sobrevivéncia, ap6s
cultivo, das moérulas compactas vitrificadas em nenhum
dos tempos de avaliagdo considerados, ou seja, 15minu-
tos, 24 horas e 48 horas.

Os percentuais médios de viabilidade, obtidos
apos a diluicdo do crioprotetor e cuitivo In wvitra sé&o
apresentados na Tabela 1.

Os quatro tratamentos utilizados n&o diferiram

significativamente, quanto ao desenvolvimento Iin Wwitrq
quando foi considerado o estagio de blastocisto inicial
(Bi) ap0Os 24 horas de cultivo e blastocisto expandido
(Bx) apbs 48 horas de cultivo.

Experimento Il - Avaliag&o in vivo

Das 298 moérulas vitrificadas, 96,6% foram recu-

peradas e, destas, 93% estavam viaveis apds uma hora
de cultivo e foram transferidos para fémeas pseudopre-
nhes (Tabela 2).

Os percentuais de implantagdes, incluindo fetos
e reabsorgoes, verificados entre os dias 14 e 16 de
gestacao, apOs a transferéncia de embrides vitrificados e
frescos, para femeas pseudoprenhes, est&o representa-

dos na Tabela 2.
A analise estatistica demonstrou que O percen-

tual de fetos sobre o total de embrides em femeas ges-
tantes obtido com o tratamento Il (10 minutos de equili-
brio na soluc&o de vitrificacéo intraceiular e solucao de
vitrificagdo extracelular a 4°C), foi significativamente supe-
rior (p<0.05) ao tratamento | (5 minutos de equilibrio e
solugdo de vitrificagéo extracelular a 20°C) e n&o diferiu
significativamente do grupo controle (Tabela 2 e Figura

1).

O percentual de reabsorgcbes embrionarias, so-
bre o total de embribes em femeas gestantes, foi sig-
nificativamente maior (P<0.01) no tratamento | do que
no tratamento I} @ no grupo controle. O percentual geral
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TABELA 2 - Desenvolvimento in vivo de mbrulas compactas apds vitrificacao, descongelamento

Barichelic et al

DISCUSSAO E CON-

répido e transferéncia para fémeas pseudoprenhes. CLUSOES
- — —

TRATAMENTOS Embrides Testados Embrides Vidveis Desenvolv. aos 14-16d prenhez No método
_ _ de \vitrificacdo s#o
SVa Svb Cong. Recuperados Apds 1h Em fémeas Implant. Fetos Reabsorc¢bes utiizadas  solugdes

prenhes crioprotetoras  alta-

(min.) (2C) n n (%) n (%) n (%# n (%)* n (%)* n (%)* mente concentradas

@ 0s riscos advindos
- ——— — deste fato, como a

TI 5 20 147  143(97,6) 135(94,3) 72(53,5) 39(54,2) 22(30,5)b+ 17(23,6)b++ tsi’fdt?de;do;m";

TII 10 151  145(96,0) 133(91,7) 74(55.6) 39(52,7) 34(45,9)a 05( 6,7)a avaliados, procuran-

CONTROLE 150 82(54,7) 46(56,1) 41(50,0)a 05( 6,1)a do-se a melhor ma-

_— ~ e . _ - neira de contorna-

los. RALL (1987) afir-
298 288(96,6) 418 228(54,5) 124(54,3) 97(42,1) 27(11,8) mou que a intensi-

.

- -

dade da toxicidade

# Embrides transferidos para fémeas que resultaram prenhes

* Calculado sobre o nimero de embrides transferidos para fémeas que estabeleceram prenhez.
a,b Médias seguidas de letras desiquais na coluna, diferem estatisticamente pelo teste do

X2(+=p<0,05; ++=p<0,01)

de implantagdes, incluindo fetos e reabsorgbes, nao di-
feriu entre os dois tratamentos e o grupo de embrifes

frescos (Tabela 2 e Figura 1).
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quimica esta direta-
mente relacionada
com a concentracao
da solugao de vitrifi-
cagcao e 0 tempo e
temperatura de expo-
sicdo dos embrides
a esta solucao.

A utilizagao, no presente experimento,

de uma solugdo de vitrificagdo menos tdxica, como a
desenvolvida por SCHEFFEN et al (1986), proporcionou

54.2

IMPLANTACCOES

56.1

52.7

459

30.5

FETOS

TN =
T =
Controle = Embrides frescos.

QI I
TII
CONTROLE

5 minutos de equillbrio & sokugéo de vitrificagéo a 20°C.
10 minutos de equillbrio e solugdo de vitrificacdo a 4°C,

FIGURA 1 - Percentuais de implantagbes, fetos e reabsorcdes aos 14-16
dias apo0s transferéncia de embribes vitrificados para femeas
pseudoprenhes.

a utilizagao de uma metodoiogia mais
simples, além do pré-resfriamento da
solugao de vitrificagao extracelular e o
tempo minimo de exposicaoc a esta
solugao (30 segundos) terem propor-
cionado uma redugao adicional na to-
xicidade. Outro fator importante foi a
utilizacdo da diluicho com sacarose
(LEIBO & MAZUR, 1978), que propor-
ciona a retirada do crioprotetor de
uma maneira mais rapida e simples
do que a diluicao em etapas, evitando
uma maior exposicao dos embrides
aos crioprotetores. Alias, RALL et al
(1987) sugeriram que a utilizacdo da
diluigho com sacarose e a utilizagéo
de solugdbes menos tOxicas, tendo Co-
mo base 0 glicerol ou 0 1,2 propane-
diol (RALL, 1986/87) ou estes dois
crioprotetores associados (SCHEFFEN
et al, 1986) poderiam reduzir a toxici-
dade e evitar os danos osmoticos
apos a vitrificagéo.

O fato de n&o terem sido ob-
servadas diferengas significativas, du-
rante O cuitivo in vitrq entre os trata-
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mentos do Experimento | com as variaveis tempo de
equilibrio na solugao crioprotetora intracelutar tempera-
tura de exposigao a solugdo crioprotetora extracelular re-
forca a opnido de WHITTINGHAM (1981), de que os da-
nos reais, produzidos durante o congelamento e o des-
congelamento, sdo melhor detectados através da transfe-
réncia dos embrides congelados para fémeas pseudo-
prenhes, visto que no Experimento I, os embrides equi-
librados por 10 minutos e expostos a solugcao final de
vitrificacao a 4°C, resultaram em um maior indice de fe-
tos.

Estes resultados estdo de acordo com os rela-
tos de SCHEFFEN et al (1986) e VALDEZ et al (1990),
segundo os quais o tempo de equilibrio de 10 minutos
proporciona uma melhor sobrevivBncia para os embrides
de camundongo no estagio de mérula compacta. Além
disso, a temperatura de 4°C  durante a exposicao a
concentragao final da solugédo de vitrificagdo, que pro-
porcionou methores resultados durante a avaliacao in vi-
vO, tambeém foi indicada por RALL & FAHY
(1985a/85b/85c¢), RALL et al (1985/87) e TAKAHASHI et al
(1986) como forma de reduzir a toxicidade, durante a
exposicao as solugdes crioprotetoras mais concentradas.

O maior percentual de rebsorcoes, encontrado
apos a transferéncia dos embrides submetidos ao trata-
mento | (5 minutos de equilibrio e solugdo de vitrifica-
¢ao a 20°C) mostra que, danos mais profundos, né&o
perceptiveis na avaliagdo In witro, devem ter ocorrido
com este protocolo, os quais se manifestaram apenas
‘Na avallagao in vivo, 0 que também foi observado por
RALL et al (1987).

WHITTINGHAM (1981) observou que havia uma
correlagao positiva entre 0 desenvolvimento in vitro e in
viva Mas, na verdade 0 que se observa, 6 que esta re-
lagao diz respeito ao percentual de implantagdées e né&o
ao percentual de fetos em desenvolvimento ou nascidos
(BERNARDI, 1989), j4 que no experimento ll, 0 percen-
tual geral de implantagdes, somando fetos e reabsor-
¢oes, nao diferiu entre os tratamentos (Figura 1), o que
pode ser comparado aos resultados do experimento |,
quando nao houve diferenca, durante o cultivo In vitro,
entre 0s quatro tratamentos testados (Tabela 1).

A metodologia utilizada para a vitrificagcéo pro-
porciona redugdo de tempo e custos em relacao aos
métodos convencionais de criopreservagao e desta ma-
neira poderia ser melhor investigada visando a preserva-
Gao de espécies domésticas econémicamente importan-
tes @ de espécies em extingdo. Porém, o aperfeicoamen-
to deste método dependeré do desenvolvimento de so-
lugbes de vitrificagdo menos téxicas, onde o tempo 6 a
temperatura de exposicdo a estas solugdes nao terdo
um papel tao decisivo na sobrevivéncia dos embri®es.
Além disso, o desenvoivimento de procedimentos que
minimizem a toxicidade quimica e o estresse osmoético
durante a exposicdo as solucdes de vitrificacdo e a di-
luigdo do crioprotetor, como os que foram testados du-

rante 0 presente experimento, poderado aumentar a So-
brevivéncia in vivo dos embrides criopreservados por es-
ta técnica.
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