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AVALIACAO DO CITOESQUELETO, PADRAO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL
E ULTRAESTRUTURA DE EMBRIOES OVINOS CONGELADOS OU
VITRIFICADOS EM ETILENOGLICOL
Luciana Dalcinl, Carolina Madeira Lucci’

"Universidade de Brasilia, 2Profa. Dra. Universidade de Brasilia

RESUMO

A criopreservacao de embrides ovinos tem sido amplamente difundida, porém seus indices de
sobrevivéncia e prenhez tém mostrado grande variagdo. Neste estudo, embrides produzidos in
vivo foram congelados ou vitrificados e reaquecidos para avaliagdo ultraestrutural e
determinacdo do padrdo de atividade mitocondrial e integridade do citoesqueleto. Os embrides
foram colhidos de ovelhas superovuladas, classificados e selecionados para criopreservagao.
Embrides submetidos a congelagdo lenta (n=22) foram exposto a solugcdo de 0,75M de
etilenoglicol (EG) por 10 minutos, 1,5M de EG por 10 minutos, acondicionados em palhetas
de 0,25mL e submetidos a curva de congelacdo programavel (-1°C/min, seeding a -7°C,
0,3°C/min até -35°C) com posterior imersdo em nitrogénio liquido. Embrides vitrificados
(n=24) foram submetidos a solu¢do de 10% de EG+10% de DMSO por 1 minuto e 30
segundos, passando para a solugdo de 20% de EG+20% de DMSO com 0,5M de sacarose por
30 segundos acondicionados em OPS e mergulhados em nitrogénio liquido. Os embrides
descongelados/reaquecidos  foram  cultivados por 1 hora, reclassificados em
estereomicroscopio e subdivididos para avaliagdo. Os embrides criopreservados mostraram
varidvel grau de desorganizacdo de citoesqueleto e auséncia de marcagdo para atividade
mitocondrial. Foi possivel correlacionar os achados anteriores com a ultraestrutura e
distribuicdo das organelas pelo citoplasma. Embrides congelados mostraram caracteristicas
ultraestruturais semelhantes a embrides frescos de mesma qualidade. Embrides vitrificados

apresentaram maior frequéncia de grandes vesiculas de digestéo.

Palavras chave: congelacdo lenta, vitrificacdo, microscopia eletronica de transmissao,
confocal, organelas.
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EVALUATION OF THE CYTOSKELETON, PATTERN OF MITOCHONDRIAL
ACTIVITY AND ULTRASTRUCTURE OF SHEEP EMBRYOS FROZEN OR
VITRIFIED IN ETHYLENE GLYCOL
Luciana Dalcinl, Carolina Madeira Lucci’

"Universidade de Brasilia, 2Profa. Dra. Universidade de Brasilia

ABSTRACT

Cryopreservation of sheep embryos has been widespread, but their survival rate and
pregnancy have shown great variation. After in vivo production sheep embryos were frozen or
vitrified and processed for ultrastructural evaluation and determining the pattern of
mitochondrial activity and integrity of the cytoskeleton. Embryos were collected from
superovulated ewes, classified and selected for cryopreservation. Embryos subjected to slow
freezing (n = 22) were exposed to 0.75 M ethylene glycol (EG) for 10 minutes, 1.5M EG for
10 minutes, packed in 0.25mL straws and subjected to programmable freezing (-1 © C / min,
seeding at -7 ° C, 0.3 ° C/ min to -35 ° C) followed by immersion in liquid nitrogen. Vitrified
embryos (n = 24) were placed in 10% EG +10% DMSO solution for 1 minute and 30 seconds,
then in 20% EG +20% DMSO solution with 0,5M sucrose for 30 seconds packed in OPS and
dipped in liquid nitrogen. The cryopreserved embryos were warmed, cultured for 1 hour,
reclassified and subdivided for evaluation. Cryopreserved embryos showed variable degree of
cytoskeleton disorganization and no marker for mitochondrial activity. It was possible to
correlate these findings with the ultrastructure and distribution of the organelles. Frozen
embryos showed ultrastructural features similar to fresh embryos of the same quality. Vitrified

embryos showed a higher frequency of large digestion vesicles.

Keywords: slow freezing, vitrification, transmission electron microscopy, confocal, organelles
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho ovino com mais de 15 milhdes de cabecas, que
ainda ndo estd totalmente estabelecido, pois existe uma grande migracao desta atividade para a
regido Centro-Oeste e Sudeste (Alencar & Rosa, 2006), que alcancam 5,5% e 3,39% de
representatividade no rebanho nacional, respectivamente (Martins et al., 2006). Como
consequéncia deste avango, as biotécnicas reprodutivas tornam-se fundamentais para o
incremento da rentabilidade do agronegécio de pequenos ruminantes, conferindo a
maximizagdo do potencial reprodutivo de animais de alto valor genético (Pinheiro, 2002).

A criopreservacdo de embrides tornou-se pratica essencial na rotina em
programas de transferéncia de embrides (McGinnes et al., 1993), sendo uma ferramenta
valiosa para animais pecudrios, pois evita perdas de germoplasma e proporciona seguranca
sanitdria (Cognie et al., 2003), além de auxiliar na preservacdo de espécies ameagadas de
extincdo (Dinnyes et al., 2006). Sendo assim, a criopreservacdo de embrides € uma etapa
crucial para a perpetuacdo e conservacdo do material genético animal (Pereira & Marques,
2008).

O efeito da criopreservagdo de embrides mamiferos leva a uma diminui¢ao nos
niveis de sobrevivéncia em comparacdo aos embrides frescos, principalmente quando sdo
submetidos a esse procedimento em estdgios iniciais de desenvolvimento, mostrando alta
criossensibilidade (Garcia-Garcia et al., 2006). Durante o processo de criopreservacao,

embrides sofrem considerdveis danos morfolégicos e funcionais, contudo, a extensdo da



crioinjiria, bem como a taxa de sobrevivéncia e de desenvolvimento apds o reaquecimento,
sdo altamente varidveis dependendo da espécie, estigio de desenvolvimento e origem
embriondria (Pereira & Marques, 2008).

A maioria dos embrides mamiferos é congelada pelos métodos convencionais,
utilizando baixas concentragcdes de crioprotetores, com lenta permeabilidade e resfriamento
controlado por equipamento de congelacdo programavel (Vajta & Nagy, 2006). A vitrificagao
vem como alternativa que dispensa a utilizacdo de equipamentos programdveis (Ali &
Shelton,1993a), proporciona rapidez e menor tempo de exposi¢do ao crioprotetor, além de
prevenir a formacgdo de cristais de gelo pelo uso de altas concentragcdes do crioprotetor e
elevados indices de resfriamento e aquecimento. Porém, esta técnica implica na exposicao do
embrido a maiores concentragdes de crioprotetores, aumentando a possibilidade de estresse
osmotico e toxicidade quimica (Papadopoulos et al., 2002).

Para avaliar a viabilidade de embrides produzidos in vitro ou obtidos de
doadoras superovuladas (in vivo), antes de sua implantacdo em receptoras, estes sao
submetidos a andlise morfolégica em estereomicroscopio. No entanto, estudos recentes com
microscopia eletronica de transmissdo vém mostrando que anormalidades ultraestruturais
estdo presentes em embrides que se mostraram aparentemente vidveis a estereomicroscopia
(Abe et al., 2002; Cocero et al., 2002; Cuello et al., 2007).

Apesar de ja existirem trabalhos de criopreservacdo de embrides ovinos,
inclusive com transferéncia em receptoras e taxas de prenhez, os resultados dos diferentes
grupos de pesquisa ainda sdao contraditérios. Isto ressalta a importancia de maiores estudos,
com controle criterioso das varidveis envolvidas. Diante disso, tornam-se necessarios mais
estudos sobre a qualidade destes embrides, bem como a comparacdo dos métodos de

congelacdo lenta e vitrificagdo.



1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Descrever as caracteristicas ultraestruturais, organizacdo do citoesqueleto e
padrdo de atividade mitocondrial de embrides ovinos produzidos in vivo ap6s congelacio lenta

ou vitrificagdo.

1.1.2 Especificos

= Descrever as caracteristicas ultraestruturais de embrides ovinos produzidos in vivo;

= Avaliar a organizagdo do citoesqueleto de embrides ovinos produzidos in vivo;

* Determinar o padrio de atividade mitocondrial de embrides ovinos produzidos in vivo;

= Avaliar a ultraestrutural de embrides ovinos apds congelacdo lenta ou vitrificagao;

= Avaliar o citoesqueleto e o padrao de atividade mitocondrial de embrides ovinos apos
congelacdo lenta ou vitrificacdo;

» Verificar a eficiéncia da estereomicroscopia para avaliacio de embrides ovinos

criopreservados.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Principios Criobiologicos e Crioprotetores

O principio fundamental no processo de criopreservacdo € baseado na
necessidade de remoc¢do médxima de dgua intracelular antes da criopreservagdo, para que nao
se tenha a formacao de grandes cristais de gelo e danos celulares, possibilitando a retomada do
metabolismo celular apds seu armazenamento em baixas temperaturas (Vajta & Kuwayama,
20006).

Durante a congelacdo, a temperatura declina, a d4gua do meio se cristaliza
antecipadamente, levando ao aumento da concentracdo de solutos extracelulares. Assim,
quando a velocidade de congelacdo é lenta, a célula sofre desidratacio. A medida que a
velocidade de congelacdo aumenta, o indice de sobrevivéncia celular também aumenta, até
que seja alcancada uma relacdo ideal em que o indice de sobrevivéncia serd maximo.
Posteriormente, este indice declina, formando uma pardbola (Mazur, 1984). Isso porque
quando essa velocidade € rdpida, a célula ndo perde dgua o suficiente, ocorrendo formagdo de
gelo intracelular, que promove danos mecénicos, podendo levar a morte celular (England,
1993; Reichenbach et al., 2002).

Alteracdes celulares referentes a formacdo de cristais de gelo foram
primeiramente relatadas por Mazur em 1963, que mostrou que a velocidade de saida da dgua
intracelular estd diretamente relacionada com o aumento da concentracdo do soluto

extracelular, determinando o equilibrio osmético. Assim, a velocidade de congelagdo



determinard o grau de retracdo celular e a presenca ou auséncia de cristais de gelo (Mazur,
1984).

A variacdo de tempo de congelacdo € um fator importante no que se refere a
formacdo e crescimento dos cristais de gelo durante a congelacdo celular, podendo ser
expresso como “lento”, “moderado”, “rapido” e “ultra-rdpido” (Leibo, 2008). Lento a
moderado sdo indices altamente controlados até atingir temperaturas de -35 a -80°C, seguido
pelo mergulho em nitrogénio liquido. J4 uma queda de temperatura rdpida ou ultra-rapida
ocorre ao redor de 200°C/min ou acima de 20.000-100.000°C/min, respectivamente (Vajta &
Nagy, 2006).

Quando a 0°C em pressdo atmosférica, a 4gua pura encontra-se parcialmente
congelada, sendo este seu ponto de equilibrio de congelacdo, em que cristais de gelo e dgua
coexistem em equilibrio e de forma homogénea (nucleacdo homogénea). Uma vez que a
cristalizacdo € iniciada, ocorre liberacio de energia em forma de calor (calor latente de fusio),
0 que aumenta a temperatura necessdria para atingir o ponto de equilibrio de congelac¢ao (0°C)
e quase toda a dgua liquida € convertida em gelo. A adic@o de solutos a 4gua faz com que sua
temperatura de congelacdo se torne mais baixa, retardando o aparecimento de cristais. Sob
altas temperaturas, as moléculas dos solutos competem com as do solvente na fase em que ha
liquido e vapor, impedindo que as moléculas do solvente evaporem. Desta mesma maneira, as
moléculas do soluto irdo interferir no acesso do solvente a superficie de cristais de gelo,
diminuindo a temperatura que ocorre o equilibrio de congelaciao para uma temperatura inferior
a 0°C. Tendo em vista que materiais bioldgicos possuem diversos solutos e sais intra e
extracelulares, seu ponto de fusdo € menor que o da 4gua pura, o que diminui o intervalo de
temperatura critica para atingir seu ponto de equilibrio de congelacio. A medida que o
solvente progride para a congelacdo, hd aumento da concentracdo dos solutos na porc¢do
liquida remanescente, alterando a osmolaridade intra e extracelular (Karow, 2001).

Para que se tenha o aumento da viscosidade da solu¢do e maior equilibrio
osmotico entre solucdo e material biolégico, sdo adicionados crioprotetores. Estas substancias
tém baixo peso molecular e sdo usadas com o intuito de minimizar efeitos nocivos as células
referentes a formacdo de cristais de gelo e o choque osmotico. Podem permanecer no interior
das células ou fora dela e sdo divididos em duas categorias: permedveis € ndo permeaveis. Os

primeiros correspondem a pequenas moléculas que penetram pela membrana celular, formam



pontes de hidrogénio com moléculas de dgua intracelular e diminuem a temperatura de
congelacdo, prevenindo a formagdo de cristais de gelo. Como exemplos, tém-se o
propilenoglicol, glicerol, etilenoglicol (EG), dimetil sulf6xido (DMSO), entre outros (Vajta &
Nagy, 2006). Os crioprotetores ndo permedveis permanecem no meio extracelular, levando a
desidratacdo do espaco intracelular por efeito osmoético (Vajta & Nagy, 2006; Pereira &
Marques, 2008). Sdao usados em combinacdo com os permedveis para aumentar a
concentracio destes no interior das células, prevenir a formacdo de grandes cristais de gelo e
diminuir a concentracdo necessdaria do crioprotetor permedvel (Pereira & Marques, 2008).

Ap6s a intensa utilizagdo do glicerol como crioprotetor permedvel, fez-se uso
do DMSO na congelacdo de algumas células e tecidos (Woods et. al., 2004). Atualmente, o
EG tem sido o crioprotetor mais utilizado, sendo primeiramente testado em embrides
mamiferos no ano de 1977, por Miyamoto e Ishibashi, que encontraram indices de
sobrevivéncia de embrides de ratos equivalentes ou maiores aos dos embrides criopreservados
em DMSO (McGinnis et al., 1993). Estudos recentes continuam mostrando a superioridade do
EG na criopreservagdo de embrides de diversas espécies como a bovina (Sommersfeld &
Niemann, 1999; Martinez et al., 2002; Mucci et al., 2006), suina (Cuello et al., 2007; Berthelot
et al., 2007), caprina (Guignot et al., 2006) e ovina (Garcia-Garcia et al., 2006; Bettencourt et
al., 2009a, b).

Os indices de reaquecimento também irdo influenciar a viabilidade celular e
dependem das condi¢des em que foi realizada a criopreservagdo. O resultado obtido do
processo de descongelacdo depende tanto do indice de reaquecimento quanto da re-hidratacao
celular e remocdo do crioprotetor, momento este em que o espécime ja se encontra em
temperatura fisioldgica (Woods et. al., 2004). Ao submeter a amostra criopreservada a
temperatura de reaquecimento, pode ocorrer a formagdo de grandes cristais de gelo pelo
crescimento dos pequenos nucleos de cristais, normalmente formados durante a
criopreservacdo, o que resulta em dano celular decorrente da recristalizagao (Brockbank et al.,
2001). Assim como os eventos da criopreservacio, na descongelacio ocorre o fluxo de dgua e
crioprotetor através da membrana celular. A mudanca dindmica do volume celular é um
importante fator relacionado a possibilidade de dano mecanico decorrente do estiramento e

ruptura de membrana (Woods et. al., 2004).



Solutos impermedveis como os agucares oferecem meios de dilui¢do adicional
para que seja prevenida a excessiva turgidez osmotica da célula durante a remocdo do
crioprotetor na descongelacdo (Woods et. al., 2004). Por isso sdo usadas altas concentracoes
de crioprotetores ndo permedveis nesta fase, sendo que o mais comum € a sacarose, mas
outros dissacarideos como a galactose e a trealose podem ser utilizados (Pereira & Marques,
2008). Apesar de existirem diferentes polimeros para este fim, como polivinilpirrolidona,
polietilenoglicol, ficoll, dextran e dlcool polivinilico, somente o ficoll vem sendo utilizado,
geralmente em associacdo com EG e sacarose (Woods et. al., 2004).

O mecanismo de defesa celular para sobreviver a condi¢des nao fisiologicas é
inapropriado e requer suporte externo. Injirias decorrentes do resfriamento podem ocorrer em
todas as fases do procedimento de criopreservagdao. Contudo, o maior entendimento das
causas, mecanismos destes danos e sua eventual recuperagdo levardo ao desenvolvimento de
métodos de criopreservacdo mais eficientes, que evitariam injdrias letais ou irreversiveis

(Vajta & Nagy, 2006).

2.2 Eficiéncia da Criopreservacio e Principais Crioinjirias

Embrides sofrem considerdveis danos durante a criopreservacdo. A formacao
de cristais de gelo, a toxicidade da solu¢do crioprotetora e o choque osmoético correspondem
aos maiores efeitos adversos do crioprocedimento. A extensdo da injuria depende de fatores
que incluem: tamanho e forma das células, permeabilidade de membrana e sensibilidade dos
embrides (Vajta & Kuwayama, 2006). A sensibilidade ao resfriamento também é dependente
da espécie, condi¢des em que foi desenvolvido (in vivo/in vitro) e estdgio de desenvolvimento
embriondrio (Leibo & Devereddy, 2007).

Embrides suinos produzidos in vivo ou in vitro (PIV) e embrides bovinos PIV
sdo bastante sensiveis a temperaturas abaixo de 14°C. J4 embrides bovinos e ovinos
produzidos in vivo apresentam maior tolerdncia (Pollard & Leibo, 1994). O aumento
considerdvel da criossensibilidade de embrides PIV estd relacionado aos diferentes niveis
lipidicos e proteicos (George & Seidel, 2006). O maior contetdo lipidico e menor massa
celular interna s@o caracteristicas de embrides PIV atribuidas ao ambiente inapropriado de

cultivo (Massip, 2001).



Independente da origem, embrides em estdgio de blastocisto tendem a ser mais
resistentes a criopreservagdo, quando comparado a estdgios iniciais de clivagem e morulas.
Esta maior tolerancia € observada tanto na congelacdo lenta quanto na vitrificagdo (Martinez
& Matkovic, 1997; Garcia-Garcia, et al., 2005).

A perda de dgua intracelular dependerd de sua permeabilidade, determinada
pela composicdo e drea da membrana celular. Também € influenciada pela temperatura de
exposi¢do e pela pressdo encontrada entre o meio extra e intracelular. Os crioprotetores
diferem entre si quanto a permeabilidade celular, sendo que diferentes estidgios de
desenvolvimento embriondrio influenciardo a permeabilidade do mesmo crioprotetor. Além
disso, embrides em mesmo estdgio, mas de diferentes espécies, terdo diferencas na
permeabilidade de um mesmo crioprotetor (Leibo, 2008).

Temperaturas abaixo da temperatura corporal fisioldgica, mas acima de 0°C,
sdo definidas como “zona de perigo” e acarretam injurias do resfriamento. Estas injurias
foram primeiramente descritas na década de 30 em gametas femininos e tidas como danos
irreversiveis desenvolvidos no processo de resfriamento a temperaturas acima de 0°C (Zeron
et. al., 1999). As membranas celulares sao danificadas devido a fase de transicdo da
membrana lipidica, periodo durante o resfriamento em que se tém alteracOes estruturais e
funcionais desta membrana (Yavin & Arav, 2007).

Vajta & Nagy (2006) postulam que temperaturas entre 15 e -5°C est@o
relacionadas a danos de gotas lipidicas citoplasmdticas e microtibulos. Injirias de
microtibulos s@o tidas como reversiveis, contudo, prejuizos as gotas lipidicas nao,
contribuindo para a morte de embrides criopreservados. Estes autores afirmam que entre -5 a -
80°C corresponde a principal fase de injurias por cristais de gelo, enquanto que em
temperaturas entre -50 e -150°C podem ocorrer fraturas de zona pelicida ou danos no
citoplasma, porém a temperatura de risco e o mecanismo pelo qual esta injiria ocorre nio
estdo definidos. Temperaturas abaixo de -150°C € a fase de menor injdria, sendo o
aquecimento acidental a forma mais provavel de causar danos.

Além desses processos, existem injurias parcialmente compreendidas,
incluindo danos a organelas citoplasmaticas, citoesqueleto e regides intercelulares (Vajta &

Nagy, 2006). Crioprotetores permedveis interagem a nivel intracelular influenciando a
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dindmica dos microfilamentos e microtubulos. Estes respondem de forma varidvel e esta
variacdo € relacionada ao estdgio de desenvolvimento embriondrio (Dobrinsky, 1996).

O citoesqueleto corresponde a uma estrutura que se reorganiza constantemente,
controlando a forma celular, transporte de organelas, segregacdo de cromossomos e divisao
celular. Esta estrutura € mais suscetivel a danos quando os embrides estdo em fase de
compactacdo e formacgado da blastocele, pois € quando a diferenciacdo celular e organizagdo do
citoesqueleto se tornam mais complexas (Dobrinsky, 1996).

Através de estudos ultraestruturais foi possivel verificar graves alteracdes
celulares em embrides criopreservados classificados em estereomicroscépio como sendo de
grau I ou II de qualidade (Cocero et al., 2002; Abe et al., 2002; Cuello et al., 2007;
Bettencourt et al., 2009a). Dentre estas alteragdes observadas ao microscopio eletronico de
transmissdo estdo a presenca de numerosos vacuolos, vesiculas e gotas lipidicas, células de
tamanhos irregulares, debris celulares no espago perivitelinico ou blastocele e alteracdo no
numero de microvilosidades apicais (Cocero et al., 2002).

De modo geral, todos os embrides sofrem considerdveis danos durante o
processo de criopreservagdo e aquecimento. Contudo, suas células possuem notdvel
capacidade de reparar parcial ou totalmente estes danos, tornando possivel continuar seu
desenvolvimento normal. Logo, a proposta dos procedimentos de criopreservacdo € de
minimizar os danos e contribuir para que ocorra esta regeneracdo (Vajta & Nagy, 2006).
Estratégias para driblar estas injirias incluem a reducdo do volume criopreservado,
modificacdo da relagdo superficie celular/volume e melhora da criotolerancia pela
suplementacdo com vdrios aditivos, como estabilizadores do citoesqueleto (Pereira &

Marques, 2008).

2.3 Congelacio Lenta de Embrioes

Também conhecida como método de congelacdo cldssica, tradicional ou de
equilibrio, a congelacdo lenta vem sendo usada desde 1971, quando foi desenvolvida por
Whittingham. A partir de entdo, esta técnica foi padronizada e largamente utilizada no ambito
comercial e industrial. Este método pode ser interpretado como uma tentativa de criar um

delicado balanco entre vérios fatores que levariam a formacdo de cristais de gelo, fraturas,
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danos toxicos e osmoticos, permitindo trocas entre os meios extra e intracelular sem que
ocorram sérios efeitos osmoéticos e deformidades celulares. Apesar das concentragdes dos
crioprotetores serem perigosamente altas em sua fase final de congelacdo, isto acontece em
baixas temperaturas, onde o efeito toxico € minimo (Vajta & Kuwayama, 2006).

A congelacdo lenta consiste de um pré-equilibrio e exposi¢ao dos embrides a
solucdo crioprotetora para entdo serem submetidos a queda de temperatura em maquina
programdvel. Em uma primeira etapa a temperatura atinge uma fase de pré-congelacio a -7°C,
momento em que ocorreria a liberacdo do calor latente de fusdo e um prejudicial aumento da
temperatura, que € evitado pelo seeding, através do contato da palheta com um objeto
metdlico pré-resfriado em nitrogénio liquido. Apds sua manutengdo em um periodo de
equilibrio de 10 a 15 minutos, os embrides sdo congelados lentamente com queda de
temperatura entre 0,3 e 1°C/min, até atingir -30 a -35°C. Neste momento tem-se a formacao
de gelo extracelular da 4gua pura e consequente aumento da concentracdo do soluto
extracelular, o que leva a desidratacdo da célula por osmose. Ao se encontrar suficientemente
desidratada, a célula terd uma alta concentracdo de solutos capaz de impedir a cristalizacdo do
gelo neste momento em que ocorre sua imersdao em nitrogénio liquido (Vajta & Nagy, 2006).

O processo de descongelagdo necessita de um rapido aquecimento para impedir
que pequenos cristais de gelo, ndo prejudiciais as células, fundam-se e crescam, tornando-se
danosos. Apds o aquecimento, os crioprotetores sdo removidos através da passagem do
material biolégico em solucdes com concentracido decrescente de crioprotetores impermeaveis
(Woods et. al., 2004). Quando o espécime € exposto a estas solugdes, o conteido intracelular
do crioprotetor diminui gradativamente na presenca do acticar e o embrido € reidratado na
solucdo de manutencao (Rall, 1992).

O método de congelacdo lenta ndo € somente um processo longo, mas também
requer um dispendioso aparato de equipamentos de congelagdo e grande volume de nitrogénio
liquido. Apesar de possuir reconhecidas limitagcdes quanto a preven¢ao na formacao de cristais
de gelo intracelular, esta técnica tornou-se altamente padronizada com considerdvel aplicacio
comercial e industrial. Por oferecer pardmetros precisos € meios comerciais prontos para
utilizagc@o na congelacio e descongelacao, sua realizacdo € possivel apds um curto periodo de

treinamento (Vajta & Nagy, 2006).
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2.4 Vitrificacao de Embrioes

A vitrificac@o foi primeiramente introduzida na criopreservacio de embrides de
camundongos por Rall & Fahy (1985). Em anos subsequentes foram publicados diversos
trabalhos com odcitos e embrides de diversas espécies, explorando possibilidades de
combinagdes, adicdo e remocdo de crioprotetores, além de novos métodos e formas de
armazenamento (Vajta & Kuwayama, 2006).

Esta técnica pode ser considerada como um método de criopreservacdo em que
a formacdo de cristais de gelo é totalmente eliminada. Nela, a solidificacdo € atingida pelo
aumento extremo da viscosidade e ndo pela cristalizagdo, atingindo diretamente a fase vitrea
(Massip, 2001; Yavin & Arav, 2007). Permite a passagem pela zona critica de temperatura de
maneira rapida, o que impede o desenvolvimento de injdrias ocasionadas pela formagdo dos
cristais de gelo. Contudo, a concentracdo do crioprotetor necessdria, em torno de 40% da
solucdo, traz efeitos toxicos e hipertdnicos para o espécime (Massip, 2001), e aumenta o risco
de injurias causadas pelo choque osmotico e toxicidade celular (Wusteman et al., 2004; Vajta
& Nagy, 2006). As consequéncias sdo alteracdes de microvilosidades nas células do
trofectoderma, perda da integridade de membrana, alteracdes mitocondriais e de reticulo
endoplasmatico rugoso, formacao de vesiculas e agregados de particulas entre as membranas
celulares (Bittencourt et al., 2009a).

A probabilidade de sucesso na vitrificacdo estd ligada a trés fatores:
viscosidade da amostra, indices de resfriamento-aquecimento e volume da amostra. Estes
fatores s@o independentes e os dois primeiros estdo relacionados direta e positivamente a
probabilidade de vitrificacdo, isto é, quanto maior a viscosidade e indice de resfriamento,
maior serd a chance de vitrificagdo. Porém, o volume da amostra tem relacio inversa e a sua
diminuicdo leva ao aumento da probabilidade de vitrifica¢do (Yavin & Arav, 2007).

Diferentes ferramentas ja foram utilizadas para que o volume da amostra a ser
vitrificada fosse diminuido (minimo volume “congelado”). Dentre elas estdo as grades de
microscopia eletronica (Martino et al., 1996), Open Pulled Straws (OPS) (Vajta et al., 1998),
micropipetas de vidro (Kong et al., 2000) crioloops (Fuchinoue et al., 2004)e criotops
(Kuwayama, 2007).
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As palhetas de 0,25mL, inicialmente utilizadas na vitrificacdo, foram
rapidamente substituidas pela OPS, que possui metade do diametro em sua por¢do final,
possibilitando o uso de menor volume para a vitrificacgdo e o envase do embrido por
capilaridade (Vajta & Nagy, 2006). Outra alternativa € a micropipeta de vidro que, apds seu
aquecimento e estiramento, passou a ter aplicagdo semelhante a OPS, porém com maior
fragilidade no armazenamento pelo risco de quebra (Kong et al., 2000).

Na busca de volumes ainda menores, diversos métodos ja foram testados no
intuito de maximizar a taxa de resfriamento. O método de Crioloop consiste na utilizagdo de
um fio de nylon para a formac¢@o de um aro e acomodagio do embrido com o meio no circulo
formado. Diretamente imerso em nitrogénio liquido, proporciona indice de resfriamento de
700.000°C/min (Lane et al., 1999). Dentro do mesmo principio, a técnica de Criotop é
realizada com o uso de uma haste que, posteriormente a vitrificagdo, € protegida por um
cilindro pléstico para evitar danos mecinicos no armazenamento. Em sua porcdo final €
acondicionado o embrido, com o minimo de meio possivel (menos de 0,1uL) e queda de
temperatura de até 40.000°C/min (Kuwayama, 2007).

A reduc¢do da pressdao do ambiente pela formacado de vacuo diminui o ponto de
ebulicdo do nitrogénio de -196°C para -200 a -205°C e aumenta o indice de resfriamento por
possibilitar maior eficiéncia na troca de calor durante a imersdo da amostra em nitrogénio
liquido (Vajta & Kuwayama, 2006). Em condi¢des de pressao atmosférica normal, € formada
uma bolsa de vapor ao redor da amostra, diminuindo a troca de calor e a eficiéncia do
nitrogénio liquido em resfriar o espécime (Yavin & Arav, 2007). J4 a vitrificacdo em
superficie sélida elimina totalmente a formac¢do do vapor ao redor da amostra e consiste no
contato da solu¢do com o espécime sobre uma superficie metalica resfriada com nitrogénio
liquido (Vajta & Kuwayama, 2006).

Durante o aquecimento de embrides vitrificados, pode haver a formacdo de
cristais de gelo intracelular, processo conhecido como desvitrificacdo. Isso ocorre em
situacOes em que a concentragdo do crioprotetor permedvel € insuficiente. Essa concentragdo
deve ser superior a 20%, porém limitada, para diminuir os danos decorrentes do efeito t6xico
da soluc¢d@o (Jin et al., 2008).

O risco na transmissdo de doencas pelo contato direto com nitrogénio liquido e

a impossibilidade da transferéncia direta de embrides vitrificados foram inconvenientes
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iniciais que dificultaram a prética da vitrificacdo. Porém, soluc¢des praticas que driblaram estes
problemas foram encontradas e estdo sendo aplicadas com sucesso (Kuwayama et al., 2005;
Vajta & Nagy, 2006).

A possibilidade de acondicionar a OPS em palhetas de 0,5 mL previamente
resfriadas (Kuwayama, 2007) e a possibilidade do uso de nitrogénio liquido filtrado e
esterilizado ou ainda o armazenamento da amostra em containeres hermeticamente fechados
elimina a possibilidade do contato entre o espécime e possiveis contaminantes (Vajta et al.,
1998). Ja a transferéncia direta de embrides vitrificados € possivel por meio da palheta de 0,25
mL preparada com duas colunas de uma solucdo de sacarose, onde o embrido, pré-aquecido
em ar, é depositado através do contato da porcao final da OPS, jia que o embrido desce por
capilaridade para o meio com sacarose presente na palheta. A possibilidade de utilizacdo da
transferéncia direta de embrides vitrificados, sem uma prévia avaliacdo da sua qualidade,
diminui a taxa de ndo aproveitamento de embrides que seriam descartados, porém, capazes de
estabelecer prenhez (Baril et al., 2001; Isachenko et al., 2003).

De modo geral, a vitrificagdo requer o estabelecimento de um sistema seguro
de resfriamento e minimizagdo ou eliminacao dos efeitos nocivos dos crioprotetores. Contudo,
indices estatisticos de desenvolvimento embriondrio mostram que os efeitos deletérios toxicos
e osmoticos da vitrificagdo ndo sdo superiores aos causados pela congelacdo lenta

(Kuwayama, 2007).

2.5 Criopreservacao de Embrioes Ovinos

Ap6s o primeiro nascimento de embrides congelados descrito por Whittingham
em 1971 com embrides de ratos, esta técnica foi aplicada para outras espécies de mamiferos,
incluindo a ovina em 1974, por Willadsen e colaboradores. J4 a vitrificacdo foi sugerida pela
primeira vez por Lunet no ano de 1937 (citado por Ali & Shelton, 1993b), porém, sua
aplicacdo maior em pesquisas foi iniciada por Rall e Fahy em 1985. A partir dai, esta técnica
de criopreservacdo vem sendo amplamente pesquisada em diversas espécies (Vajta et al.,
1998: bovina; Berthelot et al., 2007: suina; Skidmore et al., 2009: camelidea; El-Gayar &
Holtz, 2001; Guignot et al., 2006: caprina; Martinez & Matkovic, 1997; Baril et al., 2001;
Papadopoulos et al., 2002; Dattena et al., 2004; Bettencourt et al., 2009b: ovina).
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Assim como nas demais espécies que utilizam a criopreservacido de embrides
para fins comerciais ou de pesquisa, na espécie ovina os métodos comumente utilizados para a
criopreservacdo de embrides sdo a congelacdo lenta ou cldssica e a vitrificagdo. Contudo, a
pratica de colheita de embrides ovinos, seguida da criopreservacdo, € feita em menor escala,
quando comparada a de bovinos (Isachenko et al., 2003). Esse menor uso da pritica na
transferéncia de embrides (TE) em ovinos estd relacionado ao alto custo da técnica comparado
ao valor do animal. Portanto, a reducdo deste custo em algum dos estdgios da TE traria
beneficios a préitica de melhoramento genético ovino (Baril et al., 2001).

Apesar de alteragdes morfoldgicas e funcionais ocorrerem frequentemente apds
a criopreservacao, embrides da espécie ovina, juntamente com a dos bovinos, sdo tidos como
os de maior criotolerdncia em comparacdo aos embrides de suinos e equinos (Pereira &
Marques, 2008), porém os indices de sobrevivéncia embriondria e prenhez em ovinos sdo
conflitantes, conferindo grande variagdo e pouco conhecimento sobre os pontos criticos do
processo de criopreservagdo, bem como suas consequéncias ultraestruturais.

Cocero et al. (1996) mostraram que o EG € mais eficiente para criopreservar
embrides ovinos que o glicerol. Além disso, embrides em estdgio de blastocistos apresentam
maior indice de sobrevivéncia do que morulas (70,5% versus 57,9%). A maior criotolerancia
de blastocistos comparada a de embrides em estdgios mais iniciais de desenvolvimento (2-12
células) foi mostrada por Garcia-Garcia et al. (2006), mesmo quando estes embrides foram
cultivados in vitro até o estdgio de blastocisto antes da criopreservacio (Garci-Gargia et al.,
2005). As melhores taxas de sobrevivéncia de blastocistos ovinos criopreservados em EG
variam entre 70,5% a 83,7% (McGinnis et al., 1993; Cocero et al., 1996; Garcia-Garcia et al.,
2005; Garcia-Garcia et al., 2006).

Ap6s mostrar a superioridade do EG na congelagdo lenta de embrides ovinos
produzidos in vivo, Martinez & Matkovic (1997) compararam diferentes crioprotetores na
vitrificagdo (propilenoglicol e glicerol versus EG, Ficoll e sacarose). Contudo, nao foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao indice de sobrevivéncia
embriondria e prenhez. Ja Bettencourt et al. (2009b) compararam taxas de prenhez apds
criopreservacdo por congelacdo lenta em EG, vitrificagdo em palhetas de 0,25mL (glicerol e

EG) ou em OPS (EG e DMSO). Neste estudo ndo foi observada diferenca significativa entre
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os métodos de criopreservacdo, sendo que as taxas de prenhez aos 45 dias foram de 68,4%,
50% e 54,6%, respectivamente.

Embrides ovinos produzidos in vivo ou in vitro variam grandemente quanto sua
viabilidade apds criopreservacdo. Dattena et al. (2000), utilizando blastocistos produzidos in
vitro ou in vivo, apés vitrificacdo com EG e glicerol, tiveram indices de sobrevivéncia
embriondria de 67% para blastocistos PIV e 84% aos produzidos in vivo. Contudo, ao
comparar a vitrificagdo de embrides produzidos in vitro ou in vivo, Dattena et al. (2004) nao
encontraram diferencas significativas entre os grupos, atingindo taxas de prenhez equivalentes
a 57% versus 50%, respectivamente. J4 Papadopoulos et al. (2002) tiveram resultados
significativamente inferiores apds vitrificacdo de embrides ovinos produzidos in vitro, que
foram justificados pelo protocolo de vitrificacdo semelhante ao aplicado nos embrides
produzidos in vivo. Estes autores sugeriram a necessidade do desenvolvimento de protocolos
de vitrificacdo padronizados para determinada origem, fase e espécie embriondria.

Comparando a criotolerancia de embrides PIV de caprinos e ovinos, Traldi et
al. (1996) mostraram que blastocistos ovinos possuem menor indice de sobrevivéncia que os
caprinos (41% versus 60%) apds a vitrificacdo em glicerol e EG. Apds inovulagdo esta
diferenca se tornou mais acentuada, com 30% de prenhez e 45% de nascimento em caprinos,
enquanto que as ovelhas alcangaram somente 9 e 15%, respectivamente. Em trabalho mais
recente, Martinez et al. (2006), ao testar embrides ovinos PIV, compararam protocolos de
vitrificagdo com diferentes crioprotetores. O protocolo de melhor taxa de eclosdo foi a mistura
de EG e glicerol, com 76,4%, juntamente com indice de prenhez aos 30 dias pds inovulagao
com 42,7%, o que nao diferiu do alcancado pelo grupo de embrides PIV frescos (50%).

Outro aspecto relevante em programas de TE ovinos € a possibilidade da
inovulacdo direta apds a congelacdo ou vitrificacdo dos embrides (Baril et al., 2001; Isachenko
et al., 2003; Green, 2007). Essa prética pode garantir um ganho potencial de 8% em termos de
nascimentos, diminuindo as taxas de embrides descartados apds o reaquecimento, que
correspondem a 15-20% do total de embrides (Baril et al., 2001).

Tém sido realizadas sucessivas pesquisas no intuito de encontrar a solugdo
crioprotetora de melhor penetrabilidade e menor toxidez, além da defini¢do sobre a fase de
menor criossensibilidade de embrides produzidos in vitro, in vivo ou cultivados, além da

dindmica osmotica que ocorre na célula embriondria durante a criopreservagao (Rall, 1992;
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Sommerfeld & Niemann, 1999; Garcia-Garcia et al., 2005; Garcia-Garcia et al., 2006). Porém,
pesquisas voltadas para a caracterizacdo e avaliacdo ultraestrutural de embrides ovinos
submetidos aos diferentes métodos de criopreservacdo sao escassas.

Mesmo classificados morfologicamente como 6timos ou bons, embrides
criopreservados mostram menores indices de sobrevivéncia e de prenhez, quando comparados
a embrides frescos de mesma qualidade (Cocero et al., 2002). Cocero et al. (2002) reportaram
pela primeira vez um estudo ultraestrutural de embrides ovinos congelados com EG ou
glicerol, em diferentes estdgios de desenvolvimento. Foram identificados danos
ultraestruturais que justificariam o desempenho inferior de mérulas quando em comparacio a
de blastocistos congelados em glicerol, sendo que os grupos congelados em EG mostraram
menos danos, tanto das moérulas quanto dos blastocistos.

Ao comparar embrides ovinos produzidos in vivo, congelados ou vitrificados,
Bettencourt et al (2009a) ndo encontraram diferencas ultraestruturais nestes embrides apos
uma hora da descongelacdo ou aquecimento. Contudo, houve maior proporcdo de blastocistos
de grau 3 apos a vitrificacdo e aquecimento. Porém, logo apds o aquecimento os embrides
vitrificados ainda se encontram colapsados, com alto grau de desorganizagdo ultraestrutural, o
que prejudicaria sua avaliagdo neste periodo. A maioria destas alteracOes celulares €
progressivamente restaurada e quase que totalmente ausente apds 24 horas de cultivo in vitro
(Cuello et al., 2007).

Tém-se trabalhos envolvendo microscopia eletronica de transmissdao (MET)
com a caracterizacdo de embrides ovinos frescos (Ferrer et al.,1995) ou congelados em
diferentes crioprotetores (Cocero et al., 2002) e comparando os principais métodos de
criopreservacdo (Bettencourt et al., 2009a). Porém, esta linha de pesquisa torna-se falha pela
auséncia de trabalhos que envolvam a avaliagdo ultraestrutural de embrides ovinos
criopreservados e sua associacdo a danos do citoesqueleto e padrao de atividade mitocondrial

ap6s reaquecimento.
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2.6 Instrumentos para Avaliacio Embrionaria

2.6.1 Estereomicroscopio

Possibilitando avaliagdo em um aumento de até 80 vezes com o uso de um
equipamento portdtil, a estereomicroscopia corresponde a um método de avaliacdo
embriondria vastamente utilizada na rotina de transferéncia e produgdo in vitro de embrides.
Neste método € possivel avaliar a aparéncia geral do embrido sem o uso de marcadores vitais
ou necessidade de fixacdo e consequente morte do embrido. Com o estereomicroscépio, ou
lupa, € possivel mensurar tamanho e formato do embrido (Tveden-Nyborg et al., 2005),
visualizar células extrusas no espaco perivitelinico ou blastocele e coloragdes heterogéneas
dos blastdomeros, células do trofoblasto ou botdo embriondrio. A partir destas observacoes €
possivel classificar os embrides em diferentes graus de qualidade durante o cultivo in vitro,
para avaliac@o de indices de sobrevivéncia e eclosdo ou, antes da inovulagdo, para mensuragao
de taxa de prenhez. Esta classificacdo em lupa varia de 1 a 4, dependendo da propor¢do de
células extrusas, consideradas invidveis, e heterogeneidade da coloracdo entre as células

embriondrias, que podem caracterizar degeneragdo embriondria (Robertson & Nelson, 1998).

2.6.2 Microscépio optico ou de luz

Pelo uso da microscopia de luz € possivel a avaliagdo de embrides em um
aumento de até 1000 vezes, tornando possivel a determinacdo da aparéncia citoplasmatica,
nuclear e organizacdo geral das células através de cortes do espécime incluido em parafina ou
resina, revelando detalhes de até 0,2um (Alberts et al., 2004). Contudo, para que esta
avaliacdo interna da célula seja realizada, é necessdrio que este embrido nio esteja mais
vidvel, mas sim fixado para que o processamento de inclusdo em resina ou parafina seja
realizado. Sendo assim, este método de avaliacdo estrutural € apenas utilizado em trabalhos de
pesquisas para se ter uma avaliagdo mais detalhada do interior das células embriondrias e que

ndo objetivem a aquisi¢do de dados referentes ao desenvolvimento apds avaliagdo.
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Para avaliacdo de células vivas, também se pode fazer uso do microscopio de
luz, que, através da troca de seus componentes Opticos, permite a visualizacdo de células nao
coradas e vidveis pela microscopia direta ou de campo claro, microscopia de contraste de fase
ou microscopia de contraste interferencial (Alberts et al., 2006). Com esta ferramenta nao se
vé o interior das células e, no caso de embrides, é vista uma imagem semelhante ao do
estereomicroscépio com um maior poder de aumento e resolugdo, tendo a desvantagem da
impossibilidade do uso a campo pela fragilidade e menor praticidade na utilizacdo deste

instrumento de microscopia.

2.6.3 Microscopio de fluorescéncia e confocal

A microscopia de fluorescéncia faz uso de um microscépio de luz que utiliza
comprimento de onda diferenciado e filtros. Este tipo de microscopia torna possivel localizar
estruturas intracelulares marcadas por compostos especificos que se combinam com certas
substancias presentes na estrutura celular e que fluorescem ao serem excitados por radiacdes
de determinados comprimentos de onda, geralmente a ultravioleta. Ja os filtros deixam passar
somente os comprimentos de onda emitidos pelo agente fluorescente (Alberts et al., 2006).
Geralmente € utilizado como método de marcag@o a imunofluorescéncia, que € feita através da
exposi¢do do espécime a um antigeno que tem afinidade a alguma substincia presente na
estrutura e, posteriormente ¢ adicionado um anticorpo fluorescente especifico para o antigeno
anterior. Porém, um microscépio de fluorescéncia comum permite sobreposicdo das
fluorescéncias (background) e consequente prejuizo da nitidez da imagem formada (Alberts et
al., 2004).

Pela microscopia confocal de fluorescéncia por varredura a laser (microscopia
confocal) também € possivel identificar estruturas marcadas com fluorocromos associados ou
ndo a anticorpos, porém com maior nitidez. Este microscépio permite avaliar planos focais
restritos bem definidos através de vdrios artificios, dentre eles o pinhole. Esta estrutura do
microscOpio confocal possibilita filtrar os raios emitidos por partes da amostra que ndo estdo
sendo focalizadas, resultando em maior nitidez, mesmo na visualiza¢do tridimencional da
amostra. Logo, € possivel obter informacdes de organizacio e distribuicdo de citoesqueleto,

organelas, metabolitos celulares e também identificar nudcleos normais ou com
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desfragmentagdo de cromatina presente em processos de morte celular (Alberts et al., 2004).
No processamento o embrido pode ser marcado ainda vivo, com corantes vitais ou marcadores
de organelas ativas, ou apds a fixacdo. No entanto, o embrido marcado, mesmo ainda vivo,
pode se tornar impréprio para avaliagio de seu posterior desenvolvimento ou inovulacio, pois
¢é sabido que a exposi¢do a luz ultravioleta provoca altera¢des citoplasmaticas e de membranas

em poucos segundos de exposicao (Smith, 1993).

2.6.4 Microscopio eletronico de transmissao

Avaliagdes referentes a aparéncia e organizacdo das organelas e membranas
celulares ndo s@o possiveis com o uso de estereomicroscOpio e microscopia de luz, sendo
somente visualizadas com o uso da microscopia eletronica de transmissdo (Cuello et al.,
2007). Ela proporciona um aumento de até um milhdo de vezes, tornando possivel visualizar
detalhes com até 2nm e determinacdo de alteracdes impossiveis de serem reconhecidas em
qualquer outro método de avaliagdo (Alberts et al., 2006). Apesar de seu alto poder de
aumento e potencial de resolugdo, para a avaliagdo no microscépio eletronico de transmissao é
necessario também a fixacdo do espécime para inclusdo em resina e realizagdo de cortes do
material, impossibilitando o uso do embrido vivo apds a andlise.

Mesmo com o aumento da precisdo e poder de resolugdo dos métodos de
avaliacdo da qualidade embriondria, o uso do estereomicroscopio € essencial na rotina de
classificacdo dos embrides, pois poucos sdo os métodos que garantem a viabilidade celular
mesmo apds a avaliagdo como no caso da lupa, que se mostra eficaz e pratica. No entanto,
essa ferramenta vem se mostrando um tanto subjetiva, pois mesmo embrides considerados de
qualidade excelente ou boa na estereomicroscopia falham no estabelecimento da prenhez.
Além disso, alguns estudos ja mostraram também que estes mesmos embrides podem
apresentar diferentes danos subcelulares quando avaliados por outros métodos (Cuello et al.,
2005; Cuello et al., 2007; Bettencourt et al., 2009a). Desta forma, uma relacdo bem
estabelecida entre os diferentes métodos de avaliagdo e o conhecimento das alteracdes

subcelulares causadas por técnicas de reproducdo tornam-se necessarios.
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Estrutura do citoesqueleto, padrao de atividade mitocondrial e ultraestrutura de

embrioes ovinos congelados ou vitrificados
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ESTRUTURA DO CITOESQUELETO, PADRAO DE ATIVIDADE
MITOCONDRIAL E ULTRAESTRUTURA DE EMBRIOES OVINOS
CONGELADOS OU VITRIFICADOS
Luciana Dalcinl, Carolina Madeira Lucci’

"Universidade de Brasilia, 2Profa. Dra. Universidade de Brasilia

RESUMO

A criopreservacdo de embrides ovinos tem sido amplamente difundida, porém seus indices de
sobrevivéncia e prenhez t€ém mostrado grande variacdo. Neste estudo, embrides produzidos in
vivo foram congelados ou vitrificados e reaquecidos para avaliacdo ultraestrutural e
determinacdo do padrio de atividade mitocondrial e integridade do citoesqueleto. Os
embrides foram colhidos de ovelhas superovuladas, classificados e selecionados para
criopreservacdo. Embrides submetidos a congelagdo lenta (n=22) foram exposto a solug¢do de
0,75M de etilenoglicol (EG) por 10 minutos, 1,5M de EG por 10 minutos, acondicionados em
palhetas de 0,25mL e submetidos a curva de congelacdo programavel (-1°C/min, seeding a -
7°C, 0,3°C/min até -35°C) com posterior imersdo em nitrogénio liquido. Embrides
vitrificados (n=24) foram submetidos a solucao de 10% de EG+10% de DMSO por 1 minuto
e 30 segundos, passando para a solucdo de 20% de EG+20% de DMSO com 0,5M de
sacarose por 30 segundos acondicionados em OPS e mergulhados em nitrogénio liquido. Os
embrides descongelados/reaquecidos foram cultivados por 1 hora, reclassificados em
estereomicroscopio e subdivididos para avaliagdo. Os embrides criopreservados mostraram
varidvel grau de desorganizacdo de citoesqueleto e auséncia de marcacdo para atividade
mitocondrial. Foi possivel correlacionar os achados anteriores com a ultraestrutura e
distribuicdo das organelas pelo citoplasma. Embrides congelados mostraram caracteristicas
ultraestruturais semelhantes a embrides frescos de mesma qualidade. Embrides vitrificados

apresentaram maior frequéncia de grandes vesiculas de digestéo.

Palavras chave: congelacdo lenta, vitrificagdo, microscopia eletronica de transmissao,
confocal, organelas.
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CYTOSKELETON STRUCTURE, PATTERN OF MITOCHONDRIAL ACTIVITY
AND ULTRASTRUCTURE OF FROZEN OR VITRIFIED SHEEP EMBRYOS
Luciana Dalcin', Carolina Madeira Lucci’
"Universidade de Brasilia, 2Profa. Dra. Universidade de Brasilia

ABSTRACT

Cryopreservation of sheep embryos has been widespread, but their survival rate and
pregnancy have shown great variation. After in vivo production sheep embryos were frozen
or vitrified and processed for ultrastructural evaluation and determining the pattern of
mitochondrial activity and integrity of the cytoskeleton. Embryos were collected from
superovulated ewes, classified and selected for cryopreservation. Embryos subjected to slow
freezing (n = 22) were exposed to 0.75 M ethylene glycol (EG) for 10 minutes, 1.5M EG for
10 minutes, packed in 0.25mL straws and subjected to programmable freezing (-1 °© C / min,
seeding at -7 ° C, 0.3 ° C/ min to -35 ° C) followed by immersion in liquid nitrogen. Vitrified
embryos (n = 24) were placed in 10% EG +10% DMSO solution for 1 minute and 30
seconds, then in 20% EG +20% DMSO solution with 0,5M sucrose for 30 seconds packed in
OPS and dipped in liquid nitrogen. The cryopreserved embryos were warmed, cultured for 1
hour, reclassified and subdivided for evaluation. Cryopreserved embryos showed variable
degree of cytoskeleton disorganization and no marker for mitochondrial activity. It was
possible to correlate these findings with the ultrastructure and distribution of the organelles.
Frozen embryos showed ultrastructural features similar to fresh embryos of the same quality.

Vitrified embryos showed a higher frequency of large digestion vesicles.

Keywords: slow freezing, vitrification, transmission electron microscopy, confocal,

organelles
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1 INTRODUCAO

Por possibilitar maior seguranca sanitdria e preservacdo de germoplasmas por
longos periodos, a criopreservacdo de embrides tornou-se essencial na rotina de programas de
transferéncia de embrides (Dinnyes et al., 2006). Como desvantagem deste processo, tem-se a
ocorréncia de considerdveis danos morfolégicos e funcionais. Contudo, a extensdo destas
crioinjdrias, bem como a taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento apds o reaquecimento sao
altamente varidveis dependendo da espécie, estdgio de desenvolvimento e origem embrionaria
(Pereira & Marques, 2008).

A colheita de embrides ovinos seguida da criopreservagdo, apesar de ainda ser
significativamente menor do que a realizada na espécie bovina, tem tido grande importancia a
medida que a ovinocultura cresce (Isachenko et al., 2003). No entanto, o alto custo da técnica
comparado ao valor do animal corresponde a um fator limitante. Assim, a reducdo de custos
e/ou o aumento da eficicia da criopreservacdo trariam grandes beneficios a atividade de
melhoramento genético ovino (Bettencourt et al., 2009b).

A congelagdo lenta tem sido o método mais utilizado na criopreservacao de
embrides mamiferos. Contudo, necessita de maquina de congelacdo programével e grande
quantidade de nitrogénio liquido, fatores que aumentam o custo da transferéncia desses
embrides. A vitrificacdo vem tendo crescente utilizacdo com fins comerciais e de pesquisa.
Por corresponder uma técnica de criopreservacdo que nao utiliza mdquina de congelacdo
programdvel, possibilita diminuir custos em programas de transferéncia de embrides

criopreservados (Vajta & Nagy, 2006). Porém, estudos comparando estas duas técnicas sdo
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escassos para a espécie ovina, principalmente quando se trata dos efeitos subcelulares nos
embrides.

Os indices de sobrevivéncia com a utilizagdao de embrides ovinos produzidos
in vivo criopreservados sdo inconstantes. Estes indices variam desde 4,2 e 57,9% apds
congelacdo lenta de moérulas em glicerol e EG, respectivamente (Cocero et al., 1996), até
83,7% pela congelacdo de blastocistos em EG (Garcia-Garcia et al., 2005). A vitrificagdo
desses embrides também tem mostrado variagdes significativas em seus resultados. Enquanto
sdo obtidas taxas de sobrevivéncia embriondria proximas de 60 a 70% apds o aquecimento em
alguns estudos (Dattena et al., 2000; Baril et al., 2001; Isachenko et al., 2003), outros atingem
indices pouco superiores a 30 ou 50% (Papadopoulos et al., 2002; Green, 2007; Bettencourt et
al., 2009b).

Um unico trabalho (Bettencout et al., 2009a) compara os métodos de
congelacdo lenta e vitrificagdo em embrides ovinos e descreve achados ultraestruturais.
Porém, ndo hé relatos sobre estrutura do citoesqueleto e atividade mitocondrial apds tais
procedimentos. Além disso, alguns autores (Cocero et al., 2002; Cuello et al., 2005 e 2007)
questionam a eficicia do estereomicroscOpio na avaliacdo embriondria apds criopreservagao
ao apontar alteragdes celulares vistas somente por outros métodos de avaliagao.

Diante disso, tornam-se necessarios mais estudos sobre a eficacia da
estereomicroscopia para avaliar a qualidade destes embrides, bem como a comparagdo dos
métodos de congelacdo lenta e vitrificagdo. Este trabalho tem por objetivo descrever as
caracteristicas ultraestruturais, organizagdo do citoesqueleto e padrdo de atividade
mitocondrial de embrides ovinos produzidos in vivo apds congelacdo lenta ou vitrificacdo, e

verificar a eficdcia da lupa para a avaliagdo dos embrides criopreservados.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos Embrioes

Os embrides foram colhidos de 30 ovelhas da raca Santa Inés superovuladas. O
protocolo hormonal incluiu o uso de esponja intravaginal (60mg de acetato de
medroxiprogesterona-MAP, Progespon®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) durante 14 dias.
No sétimo dia a esponja foi substituida por uma nova e aplicado 0,14mg de D-Cloprostenol
(Prolise®, ARSA S.R.L, Buenos Aires, Argentina). No 12° dia foi iniciada a superovulagio
com aplicagdes de Hormonio Foliculo Estimulante (FSH, Folltropin-V®, Bioniche, Ontério,
Canadd) em doses decrescentes, duas vezes ao dia, por quatro dias, iniciando com 40mg e
finalizando com dose de 10mg, totalizando 200mg por animal. No momento da retirada da
esponja intravaginal foi aplicado, em dose tnica, 200Ul de Gonadotrofina Coridnica Eqiiina
(eCG, Novormon®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) e, apds 48 e 56 horas, foram realizadas
duas inseminacgdes artificiais por laparoscopia com sémen fresco. Passados 5 a 7 dias ap0s a
inseminacdo, foi realizada laparoscopia para comprovacdo da resposta ovariana a
superovulagdo para posterior anestesia (0,1mg/kg de cloridrato de xilazina 2%, Xilazin®,
Syntec, Sdo Paulo, Brasil e 1,16mg/kg de cloridrato de quetamina 10%, Cetamin®, Syntec,
Sao Paulo, Brasil) e colheita dos embrides por via cirdrgica.

Através da laparotomia foi realizada a exposi¢ao do tutero e sua lavagem com
PBS adicionado de 1% de soro fetal bovino (SFB, Vitrocell®, Sdo Paulo, Brasil) com auxilio
de um cateter na porc¢ao tubdrica e sonda de Foley n° 10 no inicio da bifurcac¢io uterina. Os

embrides recuperados foram selecionados e classificados de acordo com a Sociedade
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Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS — Robertson & Nelson, 1998). Os que
tiveram qualidade excelente e possuiam até 15% de células extrusas, além de citoplasma
homogéneo foram classificados como grau I. Grau II ou III eram embrides com boa ou pobre
qualidade, possuindo até 45 ou 75% de células extrusas, respectivamente. Além disso,
embrides de grau III também possuiam citoplasma com aspecto granulado e por¢ao
embriondria irregular. Embrides grau III ndo foram submetidos a criopreservacdo. Os
classificados como grau I ou II foram encaminhados para o experimento. Apds sele¢do, os
embrides foram lavados em PBS adicionado de 20% de SFB (PBSplus) e mantidos em meio
holding (Holding plus®, Vitrocell, Sdo Paulo, Brasil), a 36°C, protegidos da luz, até o
momento da criopreservagao ou fixacgao.

Os embrides recuperados e selecionados foram divididos em trés grupos:
congelacdo lenta, vitrificacdo e controle. Os embrides frescos (grupo controle) foram
avaliados quanto a atividade mitocondrial e estrutura do citoesqueleto por microscopia
confocal (CCf) e, quanto a ultraestrutura, por microscopia eletronica de transmissao (CMET),
fixados em até duas horas apds a colheita. J4 os embrides criopreservados foram avaliados da

mesma forma, porém, somente apos seu reaquecimento e cultivo in vitro (CIV) por 1 hora

(Fig. 1).

| Colheita dos embrides |
I
| Controle - fresco | | Criopreservagio
| [

Ultraestrutura

Congelagao Lenta Vitrificagao
At. mitocondrial Descongelagao Aquecimento
Citoesqueleto
Ultraestrutura Ultraestrutura
At. mitocondrial At mitocondrial
Citoesqueleto Citoesqueleto

Figura 1. Desenho esquemético do delineamento experimental. At.: atividade
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2.2 Congelacao Lenta e Descongelacao

Embrides destinados a congelagdo lenta foram submetidos ao protocolo
proposto por Garcia-Garcia et al. (2005), sendo lavados em PBSplus e submetidos as solugdes
de criopreservacdo, que tiveram o PBSplus como meio base. Primeiramente, os embrides
foram mantidos em 0,75M de EG por 10 minutos, seguindo para a solu¢do de 1,5M de EG
por 10 minutos, sempre a temperatura ambiente. Foram acondicionados em palhetas de
0,25mL (1 a 4 embrides/palheta) e colocados em mdquina de congelacdo programével
(Dominium K, Biocom®, Minas Gerais, Brasil). A curva de congelagdo utilizada consistiu,
em resumo, de queda a -1°C/min até -7°C; seeding a -7°C; -0,3°C/min até -35°C. Apds este
periodo, as palhetas foram imersas em nitrogé€nio liquido e armazenadas por 2 a 9 meses.

Para a descongelagdo as palhetas foram colocadas em banho-maria a 32°C por
30 segundos. Os embrides foram expostos a solu¢do de PBSplus com 0,25M de sacarose por
10 minutos, seguindo para trés lavagens em solucdo de PBSplus por 5 minutos cada.
Posteriormente, os embrides foram mantidos sob condi¢des de CIV para posterior
processamento e andlises, constituindo os grupos CLMET para avaliagdo ultraestrutural e

CLCf para analise de atividade mitocondrial e citoesqueleto.

2.3 Vitrificacdo em OPS e Aquecimento

Passado o periodo de manutencdo em meio holding, o grupo destinado a
vitrificagdo foi submetido ao protocolo proposto por Dattena et al., (2004), modificado. Apds
exposi¢do a solucdo de PBSplus com 10% de EG e 10% de DMSO por 1 minuto e 30
segundos, os embrides foram submetidos a solucdo de PBSplus adicionada de 0,5M de
sacarose com 20% de EG e 20% de DMSO, primeiramente em gota de 20 uL seguindo para
uma microgota de 5 uL. por um periodo total de 30 segundos. Posteriormente, os embrides
foram acondicionados, por capilaridade, na por¢do final de palhetas Open Pulled Straws
(OPS), mergulhadas diretamente em nitrogénio liquido, colocadas dentro de palhetas de 0,5
mL, lacradas e armazenadas por 2 a 9 meses.

O reaquecimento ocorreu pela imersdo da porcao final da OPS em solucdo de

PBSplus adicionado de 0,25M de sacarose a 37°C por 6 segundos. Em seguida os embrides
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foram lavados em solucdo com 0,25M de sacarose por 5 minutos, mais um banho em 0,15M
de sacarose por 5 minutos e trés lavagens em solucdo de PBSplus por 5 minutos cada.
Posteriormente, os embrides foram mantidos sob condi¢des de CIV para posterior
processamento e andlises, constituindo os grupos VMET para avaliacdo ultraestrutural e VCf

para andlise de atividade mitocondrial e citoesqueleto.

2.4 Cultivo in Vitro

Ap6s a descongelagdo ou aquecimento dos embrides, estes foram submetidos
as condicdes de cultivo in vitro proposto por Garcia-Garcia et al., (2005), sendo colocados em
meio TCM 199 (TCM medium 199 Earle's salts, Sodium bicarbonate, Gibco®) suplementado
com 10% de SFB, 1% de L-glutamina e antibidticos. As placas de cultivo foram mantidas em
estufa a 38°C, com atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade saturada por 1 hora. Este
periodo foi escolhido por coincidir com o tempo que antecederia a inovulacdo. Apds o CIV, a
qualidade embriondria foi novamente avaliada em estereomicroscopio com aumento de 80
vezes, € os embrides foram processados para microscopia eletronica de transmissdo ou

destinados para avaliagdo de atividade mitocondrial e estrutura do citoesqueleto.

2.5 Anadlise de Atividade Mitocondrial e Estrutura do Citoesqueleto

Embrides frescos (CCf, n=21), congelados (CLCf, n=9) e vitrificados (VC,
n=12) foram avaliados quanto ao padrdo de atividade mitocondrial e a organizacdo dos
filamentos de actina do citoesqueleto por microscopia confocal de varredura a laser. Para
observacdo do padrdo de atividade mitocondrial, os embrides foram equilibrados em meio
TCM 199 adicionado de 2 mM de L-glutamina (meio base) por pelo menos 10 minutos antes
da incubag¢do com o fluorocromo. Primeiramente, foi realizada a marcacdo de mitocdndrias
ativas através da incubacdo em 33,12ug/mL de Mitotracker Red CMXRos® (Invitrogen) em
meio base por 15 minutos sob condi¢des de CIV, como sugerido pelo fabricante. Apos trés
lavagens sucessivas em meio base, os embrides foram fixados em paraformaldeido a 2,5%
por 40 minutos a temperatura ambiente, protegidos da luz. Posteriormente, foram mantidos

em PBS overnight a 4°C no escuro.
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O processamento pds-fixacdo foi realizado com minima exposicdo a luz e
consistiu na lavagem do material em PBS adicionado 0,3% de polivinilpirrilidona (PVP),
permeabiliza¢do em Triton-X 0,5% por 30 minutos e marcagdo dos filamentos de actina com
0,145 g de Alexa Fluor 488 Phalloidin® (Invitrogen) em PBS por 1 hora e lavagem em PBS
com 0,3% de PVP. Para identificacio dos nicleos, os embrides foram marcados com
0,2ug/mL de 4’,6’-diamidino-2-phenylindole hydrochloride (DAPI® Nuclei Acid Stain,
Invitrogen) por 20 minutos. Posterior a marcacdo, os embrides foram lavados em PBS e
postos sobre 1aminas de vidro com pogos adesivos (Secure—Seal imaging spacers, Sigma®) e
cobertos com laminulas.

Para avaliagdo dos embrides foi utilizado o microscépio confocal de varredura
a laser Leica DSM5. A visualizacdo da marcag¢do nuclear com o fluorocromo DAPI® foi
obtida com o uso do laser DIODO na frequéncia de excitacdo de 405nm e emissao de 460nm.
Para excitagdo de Alexa Fluor 488 Phalloidin® foi usado o laser argbnio na freqiiéncia de
excitacdo de 499nm e emissdo de 520nm. De modo semelhante, para a visualizacdo de
Mitotracker Red CMXRos foi utilizado o laser Hélio neon 594 nas frequéncias de excitagdao

de 578nm e de emissdo 600nm.

2.6 Avaliacao da Ultraestrutura

Embrides frescos (CMET, n= 13), congelados (CLMET, n= 9) e vitrificados
(VMET, n= 9) foram fixados por 2 horas em karnovisky (solucdo de 2,5% de glutaraldeido e
2% de paraformaldeido em tampao cacodilato de sédio 0,1M, com pH 7,3) a temperatura
ambiente. Posteriormente foi realizada a pds-fixacio em tetréxido de 6smio a 1%,
ferrocianeto de potdssio a 0,8% e S5SmM cloreto de célcio por 1 hora no escuro, lavagem em
cacodilato de sédio 0,1M, contrastacdo em acetato de uranila aquoso a 0,5% a 4°C no escuro
por 2 horas, rapida lavagem em 4gua destilada e desidratacdo gradual em acetona (30, 50, 70,
90 e 100%, 10 minutos cada), seguindo para a inclusdo em resina Spurr apds infiltracdo
gradual pela substituicdo da acetona (2:1, 1:1, 1:2 e resina pura). Para sua polimerizacdo e
confeccdo dos blocos, o material em resina foi mantido em estufa a 60°C por 48 horas.

Cortes semifinos (3 a 4um) foram corados com azul de toluidina e observados

ao microscopio de luz para localizacdo do botdo embriondrio de blastocistos. Os cortes
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ultrafinos (70nm) foram realizados com faca de diamante e pescados em telas de cobre de 150
mesh, secos naturalmente e observados ao microscopio eletronico de transmissdao JEOL 1011
para avaliacdo da ultraestrutura das células do botdo embriondrio e do trofoblasto dos

blastocistos e blastdmeros das morulas.

2.7 Analise Estatistica

As porcentagens de embrides vidveis e degenerados foram comparadas entre os
tratamentos pelo teste Qui-quadrado. Os dados foram considerados significantes quando p <

0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacao no Estereomicroscopio

Foi recuperado um total de 194 estruturas, sendo que 79 corresponderam a
embrides de grau I e II, 58 embrides de grau III e 57 estruturas classificadas como
degeneradas, atrasadas ou ndo fecundadas. Dentre os embrides classificados como de grau I
ou I, 22 foram congelados, 24 vitrificados e o restante tidos como controle, parte direcionada
para andlise da atividade mitocondrial e citoesqueleto por microscopia confocal (CCf) e parte
para microscopia eletronica de transmissdo (CMET). Também foram processados embrides
classificados como grau III, somente a titulo de controle, sendo trés para microscopia
confocal e dois para microscopia eletronica de transmissao.

Apbs o reaquecimento os embrides criopreservados foram submetidos ao CIV
por uma hora e posterior reavaliacdo da qualidade embriondria em estereomicroscopia com 0s
mesmos critérios do grupo controle. Dentre os embrides vitrificados, 45,8% mantiveram a
qualidade do momento da criopreservagdo, enquanto que 33,4% degeneraram. Dentre os
congelados, 22,7% mantiveram a qualidade e 13,7% degeneraram. Considerando embrides de
grau I, IT e IIT como vidveis, a taxa de embrides transferiveis ap6s vitrificagdo e congelagcao
lenta foi de 66,6 e 86,3%, respectivamente, porém, ndo houve diferenca estatistica. Houve
diferenca significativa somente ao se comparar o nimero de embrides congelados que tiveram
sua qualidade diminuida para grau II ou III, que foi superior ao grupo vitrificado (p<0,05)

(Tabela 1).
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Tabela 1- Relacdo dos embrides que mantiveram sua qualidade, diminuiram para grau II ou

IIT ou degeneraram apds o reaquecimento e CIV por lhora.

Vitrificados Congelados Total
Mantiveram a qualidade 45,8% (11/24) 22,7% (5/22) 34,8% (16/46)
Diminuiram para grau Il ou IIT | 20,8% (5/24)" 63,6% (14/22)° | 41,3% (19/46)
Degeneraram 33,4% (8/24) 13,7% (3/22) 23,9% (11/46)
Total 24 22 46

Letras diferentes conrrespondem a indices que diferiram estatistcamente (p<0,05)

3.2 Analise de Atividade Mitocondrial e Estrutura do Citoesqueleto

O grupo de embrides frescos mostrou boa arquitetura dos filamentos de actina
(Fig. 2A e B), independente do estigio de desenvolvimento. Contudo, foi detectada em
embrides de grau III que apenas a pequena massa embriondria vidvel apresentava
citoesqueleto organizado (Figura 2C e D). Quanto a marcagdo do padrdo de atividade
mitocondrial, esta foi intensa em embrides de qualidade I e II, independente do estdgio de
desenvolvimento embriondrio, porém, menor em embrides de qualidade grau III e nas por¢des
de células extrusas, mesmo em embrides de qualidade grau I ou II (Fig. 2A e B).

Um achado marcante foi que em blastocistos iniciais, caracterizados pela
presenca de blastocele em formacdo, pode-se observar certa diferenciacdo do citoesqueleto,
que apresentou aspecto peculiar com dilatagdes circulares em algumas regides (Fig. 3A).
Ainda interessante foi que a mesma organizacdo diferenciada destes filamentos de actina vista
em blastocistos iniciais foi também identificada em alguns embrides classificados como
moérulas na estereomicroscopia. Estes, ao serem visualizados no microscépio confocal,
apresentavam inicio de blastocele (Figura 3B).

Os blastocistos e blastocistos expandidos frescos demonstraram semelhanga
quanto a organizagdo dos filamentos de actina, preservando suas particularidades com relagao

ao tamanho da massa celular interna (MCI) e blastocele (Figura 4A e B).
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Figura 2. Avaliagio no microscopio confocal dos filamentos de actina (verde) e padrdo de ativ dade
mitocondrial (vermelho) de embrides frescos. A) Moérula de grau I mostrando boa organizagio do citoesqueleto e
de atividade mitocondrial, c€lula extrusa (*). Barra = 50um. B) detalhe com melhor visualizagdo de célula
extrusa apresentando menor marcacdo da atividade mitocondrial. Barra= 20 pm . C) Moérula de grau III
mostrando diminui¢do de marcag¢@o mitocondrial na massa embriondria vidvel e sua auséncia na por¢ao extrusa.
Barra= 40 um . D) visualizagdo da mesma mérula em campo claro: notar boa organizacdo do citoesqueleto na
massa celular vidvel e auséncia de marcac@o nas células extrusas (seta). Barra= 40 pm. A marcacdo amarela

corresponde a lipideos.
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Figura 3. Avaliagio no microscépio confocal dos filamentos de actina de embrides frescos. A) Blastocisto

inicial com blastocele (*) ainda em processo de formagdo e com aspecto peculiar do citoesqueleto (seta). B)
embrido classificado como moérula de grau I na estereomicroscopia, mas que apresentou conformagdo

diferenciada dos filamentos de actina (setas) e inicio de formagao da blastocele (¥).Barras = 40 um.

A B
Figura 4. Avaliagio no microscépio confocal dos filamentos de actina (verde) e padrio de atividade

mitocondrial (vermelho) de embrides frescos. Blastocisto expandido de grau I. A) regido do trofoblasto. B) MCI

(destaque) (B). Nucleos em azul, marcagdo amarela corresponde a lipideos. Barras = 50 um.

Embrides congelados ou vitrificados mostraram certo grau de desorganizacgao

dos filamentos de actina, principalmente em médrulas, e ndo reestruturacdo da blastocele,
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mesmo em embrides classificados como de grau I ou II (Fig. SA e B). Comumente foram
vistos feixes dos filamentos de actina com aspecto granulado e ndo delimitado como no grupo
controle, demonstrando sinais de desestruturacdo (Fig. 5C). Além disso, mesmo em embrides
vitrificados/aquecidos que mostraram melhor reestruturacdo da  blastocele na
estereomicroscopia, foram vistos varios pontos de descontinuidade do citoesqueleto (Fig. 6),
caracteristica que nado foi detectada em embrides congelados/descongelados. Com relagdo ao
padrao de atividade mitocondrial nos embrides criopreservados, ndo houve marcagao,

independente do tratamento e grau de qualidade embriondria.

Figura 5. Avaliacdo no microscépio confocal dos
filamentos de actina de embrides
congelados/descongelados apdés lhora de CIV.
A) morula de grau II com leve grau de
desorganizacdo dos filamentos de actina. Barra=
40um. B) blastocisto de grau II com leve grau de
desorganizacdo dos filamentos de actina, por¢do
de célula extrusa (¥*). Barra= 50 pm. C)
blastocisto de grau III com total desorganizacio

do citoesqueleto. Notar aspecto granulado do

- citoesqueleto (setas). Barra= 20 um.
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»
A B
= Figura 6. Avaliagio no microscépio confocal

dos filamentos de actina de blastocisto expandido
de grau I vitrificados/aquecidos apés lhora de
CIV. A) completa reestruturacio da blastocele (*)
e boa organizacdo do citoesqueleto. Barra=
40um. B) notar pontos de desorganizagdo e
descontinuidade dos filamentos de actina.
Marcagdo em azul corresponde aos ntcleos.
Barra= 40um. C) detalhe dos pontos de
descontinuidade dos filamentos de actina (seta).

Barra= 25um. MCI: massa celular interna

3.3 Avaliacao Estrutural

Através da avaliacdo dos cortes semifinos em microscopia de luz foi possivel
identificar a organizagdo das células em diferentes estdgios de desenvolvimento embriondrio.
Morulas do grupo controle mostraram grande aproximacao entre os blastomeros, porém maior
espaco perivitelinico (Fig. 7A). Um aspecto vesiculado foi observado nas células, tanto na
por¢do da massa embriondria vidvel, quanto nas células extrusas, quando presentes. A medida
que o embrido se diferenciava em blastocisto inicial, com a formagdo da blastocele, os

blastomeros que entdo formariam o trofoblasto, se alongavam e os da futura MCI formavam
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prolongamentos e se distanciavam uns dos outros. Embrides em fase de blastocisto
apresentaram células do trofoblasto mais alongadas e préximas umas das outras e da zona
pelicida, tendo um minimo espago perivitelinico, que diminuia ainda mais pela expansiao do
embrido. As células da MCI possuiam grandes prolongamentos que terminavam em pontos de
contato entre elas. Nesta fase, as células do embrido passaram a apresentar menos vesiculas,
tanto em nimero quanto tamanho, tendo, assim, um citoplasma mais homogéneo, exceto em
massas celulares extrusas, que permaneceram com citoplasma bastante vesiculado (Fig. 7B e
C). Além disso, alguns embrides classificados como moérulas no estereomicroscopio se

mostraram em inicio de diferenciacd@o a blastocisto inicial na microscopia Optica.

EP

kk

7P MCI

7P

B

Figura 7. Embrides frescos em diferentes fases de

7P desenvolvimento avaliados por microscopia Optica.

A) mérula de grau I com proximidade entre os

blastomeros, vesiculacdes por todo citoplasma e

MCI grande espaco perivitelinico (EP). B) blastocisto de

* grau I com manutengdo das cacteristicas
citoplasmdticas  anteriores, minimo  espago

perivitelinico, células do trofoblasto bastante

alongadas, célula extrusa (**). C) blastocisto

ek

—~ expandido de grau I com manutengdo das
— caracteristicas celulares de blastocisto e zona pelu-
cida delgada. EP: espaco perivitelinico; ZP: zona pelicida; *: blastocele; MCI: massa celular interna; seta:

célula do trofoblasto.
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Obedecendo ao padrdo de desenvolvimento do grupo controle, os embrides
apds criopreservacdo, tanto por congelacdo lenta quanto por vitrificacdo, mantiveram as
caracteristicas de acordo com seu grau de qualidade atribuidas por estereomicroscopia apos
descongelacdo/aquecimento. Porém, na microscopia Optica foram encontradas diferengas
marcantes: o citoplasma das células se tornou mais heterogéneo, com a concentragdo de
organelas e vesiculas, resultando em grandes dreas citoplasmaéticas livres de organelas, maior
tamanho do espago perivitelinico dos blastocistos e maior quantidade de debris neste local
(Fig. 8 € 9). Blastocistos que passaram pelo processo de criopreservagdo nio atingiram
completa reestruturagdo da blastocele, achado ja exposto na avaliagdo por estereomicroscopia
(Fig. 8B e C e 9B e C). Mesmo com semelhante aparéncia citoplasmadtica, embrides
vitrificados apresentaram maior desorganizacdo entre as células, conferindo ao embrido um
aspecto mais desorganizado em comparagdo ao grupo congelado de mesma qualidade (Fig 8 e

9).
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Figura 8. Embrides avaliados na microscopia
optica apds congelacdo lenta. A) mérula de grau
IT com blastdmeros préximos, debris (¥) e célula
extrusa (*¥) no espago perivitelinico. Areas do
citoplasma sem organelas ou vesiculas (seta
curta). B) blastocisto de grau II com blastocele
(***) bem definida, porém com certo grau de
retragdo. C) blastocisto de grau III com completa

desorganizacio.

40
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Figura 9. Embrides avaliados na microscopia

6ptica apés vitrificacdo. A) mérula de grau I

com maior distanciamento entre os blastomeros

EP e espagos citoplasmaticos livres de organelas

(seta curta). B) blastocisto inicial de grau II com

maior grau de recuperagdo da blastocele (**%*),

%k espacos citoplasmadticos livres de organelas (seta
curta). C) blastocisto de grau III com blastocele

desorganizada  (*¥**) e grande espago

perivitelinico (EP)

C

A diferenca entre embrides de diferentes qualidades classificados no
estereomicroscopio foi a proporcdo de células extrusas, o que coincidiu com os achados na
microscopia optica, porém, a distribui¢do das organelas pelo citoplasma e a maior incidéncia
de debris no espaco perivitelinico foram alteracdes vistas na microscopia de luz dos grupos

tratados.



42

3.4 Avaliacao Ultraestrutural

Em morulas de grau I e II, os blastdmeros apresentavam nticleo grande e
esférico, membrana nuclear integra, geralmente com um ou dois nucléolos. O citoplasma das
células apresentava grande quantidade de vesiculas, muitas delas coalescentes, grandes gotas
lipidicas, reticulo endoplasmatico liso (REL), complexo de Golgi préximo ao nicleo e
abundante ndmero de mitocondrias, predominantemente hooded (Fig. 10A). Grandes
mitocOndrias de formato redondo ou oval, eletrondensas, com cristas periféricas também
eram comuns, muitas delas em aparente divisdo e sempre com intensa relacio com REL (Fig.
10B). Juncdes entre as células foram observadas, predominantemente zonas de adesdo.
Morulas de grau III apresentaram maior granulacdo e desorganizagdo citoplasmatica,
possuindo dreas livres de organelas e grande quantidade de pequenas vesiculas (Fig. 10C).
Houve também a visualiza¢do de mitocondrias degeneradas (Fig. 10D).

Em fase de blastocisto, foi possivel visualizar as modificagdes presentes nas
células da MCI e trofoblasto. Células da MCI possuiam prolongamentos, que proporcionavam
maior regido de contato entre suas c€lulas, e grandes vesiculas de digestdo intercelular (Fig.
11A). As células do trofoblasto apresentaram formato alongado, com organelas proximas a
ZP e desenvolvimento das microvilosidades, tanto em nimero, quanto em comprimento (Fig.
11B). Como caracteristicas comuns a estes dois tipos celulares foram encontrados maior
granulacdo citoplasmatica, grandes gotas lipidicas e presenca de polirribossomos (Fig. 11C).
Outra caracteristica marcante foi a diminui¢do do nimero de mitocondrias hooded, grande
variagdo do formato mitocondrial, bem como a ocorréncia de cristas transversais em sua
maioria. Houve a manutencdo da intensa relagdo mitocondrial com REL e a disposi¢dao
perinuclear do complexo de Golgi, assim como nos estdgios anteriores de desenvolvimento.

ApOs sua expansdo, os blastocistos permaneceram com mesma distribui¢do e
arquitetura celulares, mitocondrias pleomdrficas, com cristas transversais, porém com menor
eletrodensidade e, além de intensa relacdo com REL, passou a ter mesmo grau de
aproximacgdo com o reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Alteracio marcante encontrada
nesta fase de desenvolvimento foi a intensa granulacio citoplasmadtica e nuclear, e maior

densidade de polirribossomos. A grande frequéncia de desmossomos, promovendo adesdo
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entre as células, também foi caracteristica particular desta fase que antecede a eclosdo (Fig.

11D).

REL
Mr Mh
L
L Ve
Ve
Dl G
MO
Mr Mh
N Dl
A N G
\ Myv
CV
Cv N MD
EP
CV L L D

Figura 10. Embrides frescos avaliados por microscopia eletronica de transmissdo. A) caracteristicas
citoplasmdticas de morula de grau I, mitocondria hooded (seta curta). B) mérula de grau I, detalhe da
distribui¢do perinuclear do complexo de Golgi (G), mitocondrias ovais (MO), redondas (Mr) e hooded (Mh),
vesiculas (Ve) e reticulo endoplasmético (REL) com intensa relacdo com mitocdndrias. C) mdrula de grau III
contendo grandes espacos citoplasmaticos vazios (CV) e concentracdo de pequenas vesiculas (seta longa). D)
mitocdndria degenerada (MD) em moérula de grau III. N: nicleo, EP: espago perivitelinico, L: gota lipidica, Mv:

microvilosidade.
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Figura 11. Embrides frescos avaliados em microscopia eletronica de transmiss@o. A) observar prolongamentos

celulares da MCI (seta preta) de blastocisto de grau I com mitocondrias (Mt) polimérficas e grande vesicula de
digestdo (GV). B) blastocisto de grau I com grande relacdo de contato entre microvilosidades (Mv) e ZP. C)
maior granulagdo citoplasmatica em células de blastocisto de grau I, mitocondrias (Mt), reticulo endoplasmatico
liso (REL) e complexo de Golgi (G). D) blastocisto expandido de grau I com intesa granulacdo citoplasmatica e
abundancia de polirribossomos (Pr), mitocondrias de menor eletrodensidade (Mt), reticulo endoplasmatico

ruguso (seta branca) e desmossomos (D). N: nicleo, ZP: zona peliicida, ***: blastocele, L: gota lipidica.

Embrides congelados/descongelados que mantiveram sua qualidade em grau I
ou II apresentaram grandes semelhancas ao grupo controle (Fig. 12A e B). No entanto,
algumas alteragdes ultraestruturais foram observadas, como: diminui¢cdo do contato entre

microvilosidades e ZP nos blastocistos, turgidez de REL e mitocondrias (Fig. 12C e D),
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menor frequéncia de desmossomos, eventualmente complexo de Golgi fora da regido
perinuclear, além de regides citoplasmaticas livres de organelas e locais com descontinuidade,
principalmente na periferia de gotas lipidicas.

Embrides de grau III apés o processo de congelagdo/descongelagao
apresentaram grande quantidade de células extrusas e debris no espago perivitelinico, REL
turgido, citoplasma heterogéneo e intensa vesiculagdo celular, além de grande quantidade de
mitocondrias degeneradas e grandes vesiculas de digestdo (Fig. 13). Apesar da vesiculagcdo
celular e degeneracdo mitocondrial em comum com embrides frescos de grau III, no controle
o citoplasma apresentava-se homogéneo e nao houve turgidez de REL.

Em comparacio ao grupo controle e congelado/descongelado, embrides
vitrificados/aquecidos que mantiveram qualidade I ou II apresentaram quantidade de
vesiculas, granulacdo citoplasmdtica, relacdo mitocondrial com REL, debris no espago
perivitelinico e microvilosidades semelhantes aos congelados, contudo a presenca de grandes
vesiculas de digestdo celular foi marcante apds a vitrificacdo de morulas e blastocistos iniciais
de grau II, caracteristica presente nos demais grupos de mesma qualidade somente apos a fase
de blastocisto (Fig. 14A). Locais com descontinuidade citoplasmdtica também foram comuns
ap6s a vitrificacdo (Fig. 14B), assim como nos congelados. Foi observado neste grupo
moérulas com mitocOndrias alongadas e ricas em cristas transversais (Fig. 14C), assim como
no grupo congelado.

Embrides vitrificados de grau III obedeceram ao mesmo padrio de
caracteristicas apresentado pelo grupo congelado/descongelado de mesma qualidade.
Mitocondrias e REL tdrgidos, vesiculagdo citoplasmdtica, grande quantidade de debris e
células extrusas foram caracteristicas comuns a estes dois grupos. Grandes vesiculas de
digestdo ocupando quase a totalidade do citoplasma e a maior ocorréncia de células
degeneradas entre células da porcdo embriondria vidvel foram caracteristicas encontradas

somente neste grupo vitrificado (Figura 14D, E e F).
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Figura 12. Embrides congelados/descongelados avaliados por microscopia eletronica de transmissdo. A)
blastocisto de grau II mostrando semelhancgas ultraestruturais ao grupo controle. B) blastocisto expandido de
grau II com desmossomo (D) ligando células do trofoblasto. C) blastocisto de grau II com boa aparéncia
ultraestrutural. D) blastocisto de grau II com mitocOndrias normais (Mt) e degenerada (Md), complexo de Golgi
(G), reticulo endoplasmatico liso normal (REL) e tdrgido (*) e polirribossomos (Pr). Ve: Vesicula de digestdo,
Myv: microvilosidades, N: nidcleo, EP: espago perivitelinico, L: gota lipidica, RER: reticulo endoplasmatico

rugoso, Pr: polirribossomos, ZP: zona peldcida.
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Figura 13. Embrides congelados/descongelados avaliados em microscopia eletronica de transmissdo. A)
morula de grau IIT com grande quantidade de debris no EP, com restos celulares (**), diversas mitocondrias
degeneradas (Md) e citoplasma heterogénio. B) blastocisto de grau III com grandes vesiculas de digestdo (GV),
mitocdndrias com intensa turgidez (M*) e citoplasma vesiculado (#). C, D) mérula de grau III com mitocondrias
intensamente tdrgidas (M*) e degeneradas (Md), vesicula rompida (V*), descontinuidade citoplasmadtica (seta),
complexo Golgi fora da regido perinuclear (G*) e granulagdo citoplasmdtica. N: nucleo, Mt: mitocdndria

normal, EP: espaco perivitelinico.
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Figura 14. Embrides vitrificados/aquecidos avaliados por microscopia eletronica de transmissdo. A) mérula de
grau I com presenga de grandes vesiculas de digestdo em varios blastdmeros (seta branca). B) mérula de grau I
apresentando menor nimero de vesiculas, espago citoplasmatico vazio (#), descontinuidade citoplasmatica (seta
preta), especialmente proxima a gota lipidica (L). C) Mérula de grau II com area de grande concentragdo de
organelas, presen¢a de mitocondrias alongadas (Mt), ovais (MO) e pleomorficas. D) blastocisto de grau III com
vesiculas de digestdo (seta branca) ocupando quase todo o citoplasma. E, F) blastocisto de grau III com presenca
de mitocdndrias degeneradas (Md) e rompidas (**), complexo de Golgi fora da regido perinuclear (G¥),

vesiculas de digestao (Ve), reticulo endoplasmatico liso tirgido (seta) e complexo de Golgi (G).
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4 DISCUSSAO

Estudos atuais sobre ultraestrutura de embrides ovinos produzidos in vivo
criopreservados se referem a comparagdo de diferente crioprotetores na congelacdo lenta
(Cocero et al., 2002) e a comparacdo desta técnica com a vitrificagdo em OPS (Bittencourt et
al., 2009a). Trabalhos que envolvam a avaliacdo da atividade mitocondrial e organizagdo do
citoesqueleto apds criopreservacao sdo inéditos para esta espécie. O presente trabalho estuda,
através da marcacdo do padrido de atividade mitocondrial e organizacdo dos filamentos de
actina, sua relagdo com as caracteristicas ultraestruturais presentes em embrides Ovinos
produzidos in vivo submetidos a congelacio lenta ou vitrificagdo em OPS em uma hora ap6s
reaquecimento.

A avaliacdo do padrdo de atividade mitocondrial pelo uso da microscopia
confocal de varredura a laser revelou intensa marca¢do no grupo controle. MitocOndrias
ativas estavam distribuidas por todo o citoplasma, independente do estigio de
desenvolvimento do embrido. Contudo, embrides criopreservados ndo apresentaram tal
marcagdo. De acordo com Leoni et al. (2003) embrides pds criopreservagdo necessitam de um
periodo para restaurar seu metabolismo bioldgico, que foi alterado em funcdo da queda de
temperatura. Tendo em vista que o fluorocromo utilizado neste experimento tem penetragdo
proporcional a atividade e ao equilibrio de potencial de membrana interna mitocondrial
(Macho et al., 1996), o periodo de uma hora de CIV provavelmente ndo foi suficiente para a
total recuperacdo metabdlica, levando ao prejuizo na detec¢do do fluorocromo tanto no grupo
congelado quanto no vitrificado.

Ao comparar a ultraestrutura mitocondrial de embrides frescos com os

criopreservados, houve maior frequéncia de mitocondrias turgidas e degeneradas nos grupos
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tratados de grau I, II e III, sendo proporcional a qualidade embriondria no estereomicroscopio
(isto €, quanto melhor sua qualidade, menor a frequéncia de degeneracdo). Contudo, grande
parte das mitocondrias dos embrides de grau I e II possuiam ultraestrutura normal. Trabalhos
anteriores com embrides ovinos reaquecidos de grau I e II encontraram maior grau de
turgidez mitocondrial em comparagdo ao presente estudo (Cocero et al., 2002; Bettencourt et
al., 2009a). Outro trabalho em particular, ao inovular embrides apés mesmo procedimento de
congelacdo lenta e vitrificagdo, atingiu indices satisfatérios de 68,4% e 54,6% de prenhez aos
45 dias, respectivamente (Bettencourt et al., 2009b). Isso mostra que certas alteracdes
ultraestruturais de embrides transferiveis apds procedimento de criopreservagdo sao
restauradas, possibilitando a recuperacio das células embriondrias.

Outro fator relevante é que a interrupcdo do potencial de membrana
mitocondrial que precede um processo apoptotico geralmente é acompanhada por alteracdes
nucleares (Macho et al., 1996). No entanto, ao comparar achados ultraestruturais do presente
estudo com trabalhos anteriores, associado a rara visualizagdo de alteracdes nucleares, é
possivel concluir que o potencial de membrana mitocondrial € restabelecido a medida que o
embrido tem seu metabolismo restaurado e ndo necessariamente evoluird para morte celular.
Estes embrides pds criopreservacdo teriam somente uma deficiéncia de metabolizagdo
energética, ja que o potencial de membrana interna mitocondrial € altamente correlacionado
com a producdo de ATP (Bavisterx & Squirrell, 2000; Coppola et al., 2009), contudo, esta
condicdo parece ser tempordria e reversivel.

Os filamentos de actina, além de desenvolverem importante papel na
organizacdo estrutural de organelas, tém como fung@o primdria sua associacdo as juncdes
intercelulares durante o processo de compactagdo, além de manter a integridade estrutural do
embrido em sua fase inicial (Gallicano, 2001). Contudo, trabalhos envolvendo sua
caracterizacdo no desenvolvimento de células embriondrias sdo escassos. A organizagdo
diferenciada dos filamentos de actina na fase de transi¢do de morulas para blastocisto inicial é
justificada pela divisdo assimétrica, polarizacdo e diferenciacdo das células da MCI e
trofoblasto (Louvet-Vallée et al., 2001). H4 uma grande reorganizacdo do citoesqueleto nesta
fase de transicdo, em que as juncdes celulares se intensificam, células da MCI formam

prolongamentos e se distanciam, enquanto que as do trofoblasto se alongam, aumentam as



52

microvilosidades e suas organelas se dispdem perifericamente ao embrido para iniciar e
regular a implantacao (Gallicano, 2001).

Por consistir de uma fragil rede de microfilamentos e microtibulos, o
citoesqueleto de embrides mamiferos pode ser lesionado durante o processo de
criopreservacdo e reaquecimento (Dobrinsky et al., 2000). Apesar de ndo ser letal, &
necessdrio que o embrido possua condigdes para a recuperacdo do citoesqueleto e de sua
arquitetura celular, pois tais danos prejudicam diversas funcdes, dentre elas a divisdo celular,
que pode ser fatal ao embrido (Wang et al., 2000). No presente estudo os achados quanto ao
citoesqueleto de embrides frescos foram os esperados e caracterizados por boa arquitetura,
quando localizado nas por¢des embriondrias vidveis (Tharasanit et al., 2005; Zijlstra et al.,
2008; Skidmore et al., 2009).

Embrides criopreservados foram caracterizados por leve a acentuada
desorganizacdo dos filamentos de actina. Quanto melhor a qualidade embriondria classificada
no estereomicroscopio (grau I e II), menor foi o dano ao citoesqueleto. Embrides
criopreservados de grau III apresentaram alto grau de desorganizacdo do citoesqueleto,
independente do tratamento de criopreservacdo. Contudo, ao se avaliar blastocistos de grau I
que tiveram aparente recuperacdo da blastocele apds o processo de vitrificagdo e
reaquecimento, foram encontrados diversos pontos de descontinuidade nos filamentos de
actina, caracteristica ausente no grupo congelado. De acordo com Skidmore et al. (2009), a
congelacdo lenta possibilita obter melhor grau de preservacdo do citoesqueleto ao se
comparar com a vitrificacdo, procedimento este que resultaria em maior probabilidade de
choque osmético em embrides de maior tamanho (Eldridge-Panuska et al., 2005; Skidmore et
al., 2005). Além disso, a presengca de crioprotetores permedveis, que estdo em altas
concentracdes nas solugdes de vitrificagdo, influenciam a organizacdo do citoesqueleto pela
interacdo e despolimerizagdo dos filamentos de actina, que ird variar de acordo com a fase de
desenvolvimento embriondrio, sendo mais suscetivel a alteracdes em fase de compactagdo e
inicio de formacao da blastocele (Dobrinsky, 1996).

Alteracdes ultraestruturais decorrentes da desorganizacdo dos filamentos de
actina foram observadas em embrides criopreservados no presente estudo, como: dreas

citoplasmaticas livres de organelas, complexo de Golgi localizado distante do nucleo e
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diminui¢do da frequéncia de jungdes intercelulares especializadas, abundantes em blastocistos
frescos, principalmente em blastocistos expandidos.

Injdrias ligadas ao choque osmoético decorrente da vitrificacdo ou a formacgao
de gelo intracelular resultante do processo de congelacdo lenta, teriam como principais
consequéncias a ruptura de membrana celular e de organelas (Vajta & Kuwayama, 2006),
contudo, tal achado ndo foi frequente neste estudo. Dentre alteracdes observadas nos dois
grupos criopreservados estd a descontinuidade citoplasmatica, principalmente na periferia de
gotas lipidicas. Este achado ndo € descrito em trabalhos anteriores como alteracido decorrente
da criopreservagao, no entanto, nao foi encontrado no grupo controle e pode ser consequéncia
das alteragdes celulares decorrentes de efeitos osméticos da exposicdo aos crioprotetores e
rehidratacdo ou ainda pela formacdo de cristais de gelo intracelular. O fato de ndo haver
membrana plasmdtica entre a gota lipidica e o citoplasma, além do efeito de
“empacotamento” e encurtamento das longas cadeias de 4cidos graxo saturados em baixas
temperaturas (Graziola et al., 2002) pode conferir uma regido de maior fragilidade neste local,
propiciando esta descontinuidade.

Entre os trés grupos deste experimento, foram encontradas ainda algumas
diferencas ultraestruturais de ribossomo e reticulo endoplasmatico, organelas ligadas
diretamente a sintese proteica. Em embrides frescos os ribossomos se tornaram bastante
frequentes durante a fase de blastocisto, demonstrando a maior intensidade na produgdo de
proteinas a partir deste estdgio (Leoni et al., 2003). Reticulo endoplasmatico com intensa
relacdo de proximidade com mitocondrias foi bastante comum em todas as fases de
desenvolvimento embriondrio. Nos grupos criopreservados houve a manutencdo da
aproximacgdo entre mitocondria e reticulo endoplasmatico, contudo, foi observada menor
concentracdo de ribossomos nos blastocistos expandidos apds o tratamento. A exposi¢cdo aos
crioprotetores, além da supressdo metabdlica causada pela queda de temperatura, leva a
consequéncias indiretas decorrentes de injtrias bioquimicas que podem resultar de interacdes
especificas entre o crioprotetor e proteinas, lipideos ou DNA. De acordo com Leoni et al.
(2003) embrides ovinos vitrificados recuperam completamente sua capacidade de sintese de
DNA ap6s 12 horas de C1V, readquirindo sua atividade de secre¢do proteica normal somente
ap6s 29 a 35 horas, o que poderia justificar a menor concentragdo citoplasmatica de

ribossomos na primeira hora apds reaquecimento.
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No grupo vitrificado houve ainda a observacdo de grandes vesiculas de
digestdo ocupando quase a totalidade do citoplasma e maior ocorréncia de células
degeneradas entre células da por¢do embriondria vidvel. A presenca de grandes vesiculas de
digestdao nos embrides vitrificados pode indicar que esta técnica acarreta maiores danos sobre
os embrides, que necessitariam de melhores artificios para sua recuperaciao apds aquecimento.
Vajta et al. (1997), ao estudar a recuperagdo de embrides bovinos vitrificados/aquecidos apds
0, 4 e 24 horas de CIV, também encontraram células degeneradas em meio a por¢do
embriondria vidvel, contudo, essas células invidveis acabaram sendo expulsas para a regido da
blastocele em um desenvolvimento posterior e, ao final de 24 horas, a morfologia embriondria
era semelhante a normal, exceto pela maior quantidade de debris no espago perivitelinico.

A avaliacdo embriondria dos cortes semifinos observados em microscopia de
luz, comumente revela danos estruturais ndo detectados pela estereomicroscopia (Cuello et
al., 2007; Bettencourt et al., 2009a). A andlise estrutural de embrides de grau I e II deste
experimento revelou pequenas diferengas entre os grupos tratados e controle. A irregular
distribuicdo de organelas e vesiculas, o maior espaco perivitelinico dos blastocistos, bem
como maior quantidade de debris neste local e leve colabamento da blastocele foram
caracteristicas de todos os embrides de grau I e II poés-criopreservacdo avaliados na
microscopia de luz. Corroborando com estudos anteriores (Cuello et al., 2007; Bettencourt et
al., 2009a), embrides de grau III mostram completa desorganizagdo da blastocele, grande
quantidade de células extrusas e formato irregular tanto no grupo controle quanto no tratado.
De acordo com Berthelot et al. (2007) e Cuello et al. (2005), o embrido nao € capaz de se
reorganizar em uma hora apds reaquecimento, sendo que a blastocele se re-expande
totalmente somente em torno de 8 a 16 horas apds aquecimento (Leoni et al., 2008), periodo
em que o embrido ja estaria no ttero quando inovulado.

A avaliacdo por estereomicroscopia apds o reaquecimento dos embrides
mostrou que o nimero de embrides vitrificados que mantiveram a qualidade foi maior do que
o de embrides congelados. No entanto, o nimero de embrides degenerados também foi maior,
resultando em uma taxa de embrides transferiveis menor que no grupo congelado. Entretanto,
estas diferencas ndo foram significativas. A unica diferencga significativa observada foi no
nimero de embrides que diminuiram de qualidade apds a criopreservacdo, sendo maior no

grupo congelado. Correlacionando estes resultados com os achados das demais avaliacdes
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realizadas, a avaliacdo por estereomicroscopia se mostrou eficaz. Contudo, nas condi¢des
deste estudo ndo € possivel determinar qual técnica de criopreservacdo proporciona melhor

resultado.
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5 CONCLUSOES

Este estudo apresentou a estrutura do citoesqueleto, padrio de atividade
mitocondrial e ultraestrutura de embrides ovinos em diferentes estagios de desenvolvimento.
A fase de transi¢@o entre compactacdo e inicio da blastulagdo apresenta um citoesqueleto com
projecoes, levando a uma conformacdo diferenciada em relagdo as demais fases de
desenvolvimento embriondrio. O padriao de atividade mitocondrial se mostrou semelhante em
todas as fases de desenvolvimento.

Alteracdes do citoesqueleto apds criopreservagdo foram proporcionais a
qualidade dos embrides classificados em esteromicroscopio, apresentando uma relacdo com a
ultraestrutura apds criopreservacdo. Mesmo sem apresentar marcagdo de atividade
mitocondrial, embrides criopreservados transferiveis continham maior propor¢do de
mitocdndrias com ultraestrutura normal, além de boa preservacdo nuclear e de membrana
plasmadtica. Embrides vitrificados foram marcados por sua ultraestrutura com grandes
vesiculas de digestdo logo na primeira hora apds reaquecimento.

No presente estudo, embrides classificados como grau I ou II na
estereomicroscopia revelaram alteracOes ultraestruturais leves, deixando claro que esta

ferramenta se mostra eficaz para a classificagdo apds criopreservagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A auséncia de marcacdo de atividade mitocondrial mostra que, para a mensuragio
de sua intensidade no processo de recuperacdo pés criopreservacdo, os embrides devem ser
submetidos a um maior periodo de cultivo in vitro. Contudo, para comparar o impacto de
diferentes técnicas de criopreservacdo na estrutura do citoesqueleto, o periodo de uma hora
ap0s reaquecimento foi suficiente.

Por se mostrar eficaz na classificacdo e selecio de embrides para posterior
inovulacdo, a estereomicroscopia torna-se uma ferramenta essencial na préitica de
transferéncia e PIV de embrides. No entanto, embrides criopreservados por vitrificagdao
mostraram maiores alteracdes ultraestruturais em comparacdo ao grupo congelado, pela
necessidade de renovacgdo celular ao gerar maior nimero de grandes vesiculas de digestao.

Para se ter resultados mais completos sobre a recuperagdo do metabolismo pds-
criopreservacdo de embrides ovinos sd@o necessarios mais estudos envolvendo maior periodo

de CIV e/ou outros testes metabdlicos especificos.



