CRIOPRESERVAGAO DE EMBRIOES DE CAMUNDONGOS E BOVINOS
UTILIZANDO METANOL COMO CRIOPROTETOR!

CARLOS MIGUEL JAUME? @ ANA LUCIA CAMPOS®

RESUMO - Embnides de camundongos coletados no quarto dia apds a injegdo de HCG fo-
ram colocados diretamente em uma solugdo 3 M de metanol em PBS suplementado com 10%
de soro fetal bovino (PBSS), 4 temperatura ambiente, durante dez minutos. Foram acondicio-
nados em “paillets” de 0,25 ml e colocados diretamente a - 109C durante cinco minutos antes
¢ durante seis minutos depois de induzir a formagdo de gelo. O descongelamento foi realizado
em banho-maria a 37°C durante 20 segundos. Os embrides foram colocados diretamente em
PBSS, lavados duas vezes ¢ colocados em cultura utilizando meio T, suplementado com 10%
de soro fetal bovino, a 37°C numa atmosfera umedecida de 5% CO», 5% Q2 ¢ 90% Naz. Os
embrides bovinos foram coletados de fémeas superovuladas, scte dias apds o ¢io, ¢ processa-
dos da mesma mancira que os embrides de camundongo. Dos 104 embrides de camundongo
criopreservados ¢ descongelados, 48,2% continuaram seu desenvolvimento em cultura. Dos
20 embrides bovinos criopreservados ¢ descongelados, oito foram transferidos diretamente a
receptoras, e doze foram colocados em cultura. Nenhuma das receptoras ficou gestante e ne-
nhum dos embrides continuou seu desenvolvimento em cultura,

Termos para indexagao: soro fetal bovino, mergulhados em nitrogénio liquido, fémeas super
ovuladas. :

CRYOPRESERVATION OF MOUSE AND BOVINE EMBRYQS
USING METHANOL AS CRYOPROTECTANT

ABSTRACT - Mouse embryos were collected from superovulated animals on the fourth day
after HCG injection. They were put directly into a solution of 3 M methanol in PBSS at
room temperature during ten minutes. Thawing was carried out in a waterbath at 37°C dur-
ing 20 seconds. Embryos were placed directly into PBSS washed twice and put into culture
using medium T, supplemented with 10% fetal calf serum at 37 °C in a humid atmosphere of
5% CO,, 5% O, and 90% N,. Bovine embryos were cultured under the same conditions, only
using PBS supplemented with 20% fetal calf serum as culture medium. Of the 104 frozen
mouse embryos, 48,2% continued developing in culture after thawing. None of the eight bo-
vine embryos that were thawed and transferred directly to recipients resulted in pregnancy
and none of the twelve bovine embryos that were thawed and put into culture continued to
develop.

Index terms: superovulated animals, plunged directly into liquid nitrogen, fetal calf serum.

INTRODUCAO

Uma das conseqiiéneias da presenga de substin-
cias crioprotetoras que penetram nas células, quando
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sdo descongeladas ¢ colocadas no seu ambiente fi-
siolSgico, ¢ a possibilidade de sua destrui¢io, em de-
corréncia do enchimento brusco das células, causado
pela diferenga da pressdo osmética entre o meio in-
terno e o externo, e a diferenga de velocidade com
que atravessam as membranas celulares a 4gua e as
substincias crioprotetoras. Portanto, € necessdrio
remover gradativamente as substéncias crioproteto-
ras dos embrides descongelados antes de transferi-
los para receptoras, controlando, desta maneira, a
velocidade com a qual a dgua penetra nas c€lulas
para diluir a concentragio intracelular do crioprote-
tor (Leibo & Mazur 1978, Willadsen et al. 1978),
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Q metanol oferece crioprotegio a células (Hudita
1959, Meryman 1968, Ashwood-Smith & Lough
1975) e a embribes de camundongos (Rall et al.
1984). Além do mais, o uso do metanol como crio-
protetor na criopreservagio de embrides, por possuir
a propriedade de entrar e sair das células muito rapi-
damente (Naccache & Sha’afi 1973), oferece, ainda,
a vantagem de que os embrides, uma vez desconge-
lados, possam ser transferidos diretamente 3s re-
ceptoras, sem necessidade da retirada prévia do crio-
protetor (Rall et al, 1984),

O presente trabalho foi planejado para testar o
us0 do metanol como substincia crioprotetora na
criopreservagiio de embrides de camundongoes e de
bovinos.

MATERIAL E METODOS
Camundongos

Foram superovuladas {€meas F, de cainundongos
Suigo x C57 de trés semanas de idade ¢ acasaladas
com machos suicos, do biotério do Centro de Biolo-
gia da Reprodugio da Universidade Federal de Juiz
de Fora (UFJF), para a produgio de embrides. Para
provocar a superovulagdo, os animais receberam
uwma inje¢do intraperitonial (i.p.) de 5 Ul de gonado-
trofina placentdria eqilina (PMSQG), seguida 48 h
mais tarde por outra inje¢do i.p. de 5 Ul de gonado-
trofina coriénica humana (HCG). Apds a segunda
injegdo, as {émeas foram acasaladas em gaiolas indi-
viduais com machos de fertilidade comprovada.
Quatro dias apds a segunda injegdo, os animais fo-
ram sacrificados, e as trompas, junto com a porgdo
terminal dos cornes uterinos, foram lavadas com
meio de Dulbecco (Dulbecco & Vogt 1954) modifi-
cado por Whittingham (1971), e suplementado com
10% de soro fetal bovino (PBSS), para a colheita de
embrides. Apds a colheita, os embrides foram lava-
dos seis vezes em meio cstéril, e os considerados
anormais, descartados, Os cmbrides morfologica-
mente normais de cada colheita foram divididos
aleatoriamente em trés grupos: C,) um grupo con-
trole da gualidade dos embrides; Cz) um grupo con-
trole do efeito do crioprotetor sobre os embrides; ¢
um grupo criopreservado.

O grupo C, permaneceu no meio PBSS at€ que
os embrides a serem criopreservados fossem induzi-
dos A formagio de gelo ou nucleagio, quando foram
colocados em cultura. Os grupos C; ¢ o de criopre-
servagdo foram colocados diretamente numa solugdo
3 M de metanol em PBSS. O grupo de embrides que
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foi criopreservado permaneceu na solugio de meta-
nol 3 M durante dez minutos, depois, eles foram
acondicionados em paillets de 0,25 ml e colocados
diretamente a -10°C. Ap6s cinco minutos, a essa
temperatura, foi induzida a formagio de gelo, € eles
permaneceram mais seis minutos na mesma tempe-
ratura, Apés a indugio de gelo nos embrides a serem
criopreservados, os embriGes do grupo C; foram la-
vados cm PBSS e colocados em cultura, Uma vez
transcorridos os seis minutos de equilibrio, apds a
nucleagio a -10°C, os embrides a serem criopreser-
vados foram submetidos A queda de temperatura de
0,5°C por minuto até -30°C, quando foram mergu-
lhados diretamente em nitregénio liquido a -196°C.

Os embrides ficaram no nitrogénio liquido du-
rante um perfodo de tempo, variando de um dia a um
ano. A descongelagio foi realizada em banho-maria
a 37°C, durante 20 segundos, e os embrides, despe-
jados dos pailletes diretamente em PBSS, onde per-
maneceram durante dez minutos; logo depois foram
lavados duas vezes em1 PBSS ¢ colocados em cultura.

A cultura in virre dos embrides foi realizada no
meio T, (Quinn & Whittingham 1980}, suplementado
com 10% de soro fetal bovino, a 37°C, numa at-
mosferaumedecida de 5% CO,, 5% Oz e 90% Na,
durante 24 horas.

Bovinos

Os embribes foram obtidos por colheita nio-ci-
rlrgica de fémeas mesticas Holandés x Zebu (Gir e
Guzerd) superovuladas do rebanho do Centro Na-
cional de Pesquisa de Gado de Leite, da EMBRAPA.
A superovulagio foi estimulada mediante uma inje-
¢do subcutinea de 70 mg de um extrato de hip6fise
de cavalo (Moore & Shelton 1964) por dia, durante
trés dias consecutivos, iniciadas entre odia 8 e 12 do
ciclo estral. Todos os animais receberam, junto com
a terceira dose de extrato, uma injegfo intramuscular
de 25 mg de prostaglandina F2a. A detecgdo de cio
foi realizada duas vezes ao dia, ¢ os animais foram
inseminados artificialmente 12 ¢ 24 horas apds a de-
tecgdo de cio. Os animais foram submetidos i co-
lheita nfo-cirdrgica de embrides, sete dias apés a
manifestacio de cio.

O meio de cultura utilizado para a colheita, mani-
pulagdo e cultura dos embrifes foi 0 mesmo usado
para os camundongos, sendo que para a colheita o
meio foi utilizado sem suplementagéo, €, para a ma-
nipulagdo ¢ cultura, foi suplementado com 20% de
soro fetal bovino. Uma vez localizados os embrides,
foram lavados pelo menos cinco vezes em meio de
cultura estérl, e classificados, de acordo com sua
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morfologia, em; 1) excelente (os sem nenhum defei-
t0); 2) bom (0s que apresentaram algum defeito, mas
que nio comprometiam a sua viabilidade); 3) defec-
tivo (os que apresentaram wmn ou mais defeitos que
poderiam vir a comprometer sua viabilidade); e 4)
ndo vidvel (os que ndo foram fertilizados, ou que
estavam degenerados, sem possibilidades de sobrevi-
véncia)-

No experimento foram utilizades 24 einbrides
classificagio 1 e 2. Tedos os embrides foram coloca-
dos dirctamente na solugdo 3 M de metanol em
PBSS, & temperatura ambicnte, durante dez minutos,
Um grupo de quatro embrides foi utilizado como
grupo Cz (controle do efeito do crioprotetor sobre
os embrides). Os outros 20 embrides foram submeti-
das ao processo de criopreservagio. O protocolo de
criopreservagio scguido com os embrides bovinos
foi igual ao descrito para os embrides de camundon-
£0. Os embrides do prupo C; permancceram na so-
lugiio 3 M de metanol até que o grupo de embrides a
serem criopreservados tivessem sido induzidos a
formagdo de gelo (20 a 30 minutos), quando foram
colocados diretamente em PBSS durante dez minu-
tos, e, apds serem lavados duas vezes, foram coloca-
dos em cultura, no mesmo meio, em tubos fechados a
37°C dJdurante 24 horas. Os embrides criopreserva-
dos permaneceram de 30 a 60 dias a -196°C em ni-
trogénio lfguido antes de serem descongelados.

O processo de descongelagio seguido para os
embrides bovinos foi 0 mesmo descrito para os em-
brides de camundongo. Dos 20 embrides criopreser-
vados e descongelados, oito foram transferidos por
via ndo cinirgica para receptoras que estavain no
mesmo estipgio do ciclo estral que as doadoras quan-
do os embrides foram coletados. Os outros doze em-
brides, apds a descongelagio, foram colocados em
cultura em meio PBSS, nas mesmas condigdes que os
embrides do grupo C;,

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados da criopreservagdo de embrides de
camundongos estao apresentados na Tabela 1. Dos
104 embrides do grupo Cl, 102 se desenvolveram
até o estdgio de blastocisto expandido em cultura, o
que representa uma média de desenvolvimento em
cultura de 97.8% * 4,9%. Dos 104 embrides do
grupo C2, 100 se desenvolveram até o estfgio de
blastocisto expandido, ou seja, uma média de desen-
volvimento em cultura de 96,4% * 6,7%. O desen-
volvimento em cultura dos 98 embrides criopreser-
vados se caracterizou por uma grande variabilidade

TABELA 1. Efeito do uso de metanol c¢omo
crioprotetor na criopreservagio de
embrides de camundongos,

C1 c2 Criopre-
servados
N? embriGes 104 104 104

% desenvolvi-

97,8%4.9 96,46,7 482=21,6
mento

nos resultados. Dos 104 embrides criopreservados,
98 foram recuperados apGs o descongelamento, ou
seja, 5,7% dos embrides foram perdidos no processo
de criopreservagio ¢ de descongelamento e 95 foram
recuperados apds 24 horas de cultura, dos quais 50
se desenvolveram até o estdgio de blastocisto expan-
dido, o que resulta numa média de desenvolvimento
dos embrides criopreservados de 48,2% * 21,6%.

A percentagem média de desenvolvimento em
cultura dos embrides recuperados foi de 53,5%
* 24,0%.

Os resultados da criopreservagio de embrives
bovinos usando metanol como crioprotetor estio
apresentados na Tabela 2, Dos quatro embrides do
grupo C2, todos se desenvolveram em cultura, sendo
que nenhum dos doze embribes descongelados e co-
locados em cultura se¢ descnvolveram, nem os oOito
descongelados ¢ transferidos resultaram em gesta-
cdo.

No presente trabalho, uma solugio de 3 M de
metanol em PBSS proporcionou crioprotegdo na
criopreservagio de emnbrides de camundongo. A taxa
de crescimento em cultura, apés descongelamento
dos embrides de camundongo, € semethante 3 obtida
por Rall et al. (1984). A taxa de desenvolvimento em
cultura apresentou uma grande variabilidade cons-
tatada pelo desvio-padrio. O presente experimento

TABELA 2. Efeito do uso do metanol como
crioprotetor na criopreservacio de
embrides bovines.

C2 Cultura Transferidos
N embrides 4 12 8
% desenvolvimento 100 0 0
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nio fornece informagdes a respeito de quais possam
ser as causas desta alta variabilidade nos resultados.
Nio houve diferenca na taxa de desenvolvimento
entre os grupos Cl e C2, o que significa que a per-
manéncia de embrides de camundongo durante o
tempo e na concentragio de metanol utilizada nio
teve efeito deletério para o posterior desenvolvi-
mento em cultura. Rall et al. (1984) observaram que
os embrides de camundongo ndo perdiam sua vitali-
dade quando foram mantidos numa sclugio 3 M de
metanol durante trés horas i temperatura ambicnte.
A taxa de desenvolvimento em cultura, apds descon-
gelamento dos embrides de camundongo criopreser-
vados, usando mctanol como crioprotetor, neste ex-
perimento, foi menor do que as obtidas no laberaté-
rio usando-se glicerol como crioprotetor (resultados
ndo publicados).

A colocagio de embrides bovinos diretamente
numa solugdo 3 M de mectanol ¢ depois transferidos
diretamente em PBSS ndo resultou em nenhum pre-
juizo para o posterior desenvolvimento em cultura
desses embrides. Contudo, os embrides criopreser-
vados em uma solugdo 3M de metanol niio sobrevi-
veram apds o descongelamento e transferéncia direta
ao titero das receptoras ncm & cultura in vitro. No
caso de camundongos, Rall ct al. (1984) observaram
uma taxa maior dc sobrevivéncia em embrides
transferidos dirctamente ao (tero de reccptoras em
pseudo-gestagdo (81%) do que em cultura in vitro
(50%). O presente experimento nio oferece nenhu-
ma informagio sobre qual seja a causa da falha do
metanol em proporcionar prote¢io na criopreserva-
¢do de embrides bovines. Os embrides apresentam
uma aparéncia boa apds serem descongelados, mas
ndo sobrevivem. Uma possibilidade pode ser a suge-
rida por Lovelock (1954): a da toxidez quimica, co-
mo conseqiiéncia do aumento de concentragic do
metanol acima do nivel téxico, 3 medida que au-
menta a quantidade de gelo na solugio residual que
rodeia o embrido.

O metanol é uma molécula menor do que o gli-
cerol e o dimetilsulf6xido, podendo entrar ¢ sair das
células muito rapidamente, tanto assim que ndo € vi-
sivel nenhuma variagio de velume de embrido quan-
do sio colocados diretamente numa solugio 3 M de
metanol. Esta caracteristica permite que os embrides
sejam transferidos diretamente para as receptoras
imediatamente ap6s o descongelamento, sem mais
manipulagio. Este fator € muite importante do ponto
de vista prético, j4 que colocaria os embrides crio-
preservados a0 alcance de um grande ndmero de
pessoas, uma vez que eliminaria todo o equipamento
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necessrio e também a destreza requerida para a ma-
nipulagdo dos embrides apés o descongelamento.
Este argumento & suficiente para estimular um maior
esforgo da pesquisa neste sentido.

CONCLUSOES

1. Tanto os embrides de camundongo como os de
bovino suportam serem colocados diretamente numa
solugio 3 M de metanol em PBSS e transferidos di-
retamente para PBSS, sem diminuir seu potencial de
desenvolvimento em cultura.

2. Uma solugiio 3 M de metanol em PBSS oferece
crioprotecio na criopreservagio de embrides de ca-
mundongos.

3. Uma solugio 3 M de metanol em PBSS ndo
oferece cricprotegio a embrides bovinos nas condi-
gbes de criopreservagio utilizadas no presente tra-
balho.
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