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RESUMO: O experimento foi desenvolvido no Centro de Biotecnologia da Reprodugédo (BIOTEC). Foram
realizadas puncgdes foliculares em 10 vacas doadoras. Os animais tiveram acesso a agua e sal mineral ad
libitum. Os odcitos foram quantificados e classificados como bom, regular e ruim. Os odcitos foram
submetidos ao processo de fertilizagao in vitro, o sémen utilizado foi de touro da raga Nelore, foi realizado
centrifugacdo em gradiente percoll (45 e 90), durante 30 segundos. Apods cultivo, foram realizadas duas
outras avaliagdes, no estagio de mérula ( 8 células) e blastocisto inicial. Os embrides obtidos foram divididos
em dois tratamentos: Tratamento 1 — Método de congelamento tradicional e Tratamento 2 — Método de
vitrificacdo. Apds o congelamento os embrides foram descongelados e levados a incubadora, com
atmosfera contendo 20% CO. em ar, com maxima umidade, foram observados apés 24 horas quantos
embrides de cada tratamento eclodiram. Sendo que no Tratamento 1 eclodiram 15 (22,7%) embrides e no
Tratamento 2 eclodiram 22 (33,3%). Nao havendo diferenca estatistica. Concluimos que podemos utilizar a
técnica de vitrificacdo para o congelamento de embrides bovinos.
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1 INTRODUGAO

Atualmente uma das ferramentas importantes para a produgdo animal é a
Fertilizacdo in vitro (FIV). O desenvolvimento dessa técnica, deve-se aos avangos da
biotecnologia, a qual englobam demais métodos que envolvem desde inseminacao
artificial até clonagem.

Progressos genéticos tém sido obtidos pelo congelamento dos embrides, cuja os
principais objetivos sdo: conservar os embrides excedentes; utilizagdo eficiente de
receptoras; permitir programar os nascimentos considerando o manejo da fazenda ou
datas de exposigdes e leildes; entrada e saida de material genético em rebanhos ou em
paises com menores custos, tramitacdes e riscos de transmissao de doencas do que
animais comercializados em pé; além de permitir a preservacao de espécies com risco de
extingdo.

Neste processo, os embrides sao desidratados e pré-congelados evitando
formacgao de cristais que lesionam os blastémeros. A desidratacédo é parcial e o meio de
congelamento possui crioprotetores. Os crioprotetores sdo substancias de baixo peso
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molecular que podem ou ndo penetrar nas células através da membrana plasmatica tendo
como acgao estabilizar as membranas celulares, retirar agua intracelular e reduzir a
concentracio de eletrolitos do meio extracelular.

Ha diversas técnicas de congelamento de embrides, dentre as quais encontram-se:
congelamento normal, vitrificagéo e congelamento ultra-rapido.

No congelamento normal os embrides alcangam o equilibrio osmético antes da
queda de temperatura, mantendo-o até o resfriamento, que é rapido. Antes do
congelamento usa-se crioprotetores evitando formar cristais (Schneider/ Mazur, 1986),
que sao retirados apos, evitando o choque osmatico.

A vitrificagdo tem sido usada ha varios anos para conservar células, tecidos e
orgaos, sendo recentemente utilizada na conservacdo de embrides e ovécitos (Rall e
Fahy, 1985; Nakagata, 1989). Trata-se de um processo termodinamico, onde um fluido
incrementa sua viscosidade durante o resfriamento, adquirindo propriedades de um sdlido
(Bautista e Kanagawa, 1998).

Nesse processo nao formam cristais sendo que o fluido passa para o estado sélido
nao estruturado similar ao vidro. O processo se faz mediante imersao direta em nitrogénio
liquido necessitando empregar uma ou mais solug¢des de crioprotetores permeaveis que
podem ser toxicas para as células (Palasz e Mapletoft, 1996).

Estudos se basearam em incorporar distintas associagcdes de crioprotetores de
baixa toxidade ao meio de vitrificagdo, com o objetivo de melhorar os resultados dessa
técnica (Cabodevilla et al., 1997).

Pode-se optar pelo congelamento de embrides a fim de obter progressos genéticos
a baixo custo e um melhor controle de enfermidades. O objetivo desse projeto foi a
avaliagdo dos dois métodos de congelamento de embrides bovinos produzidos in vitro
(Congelamento tradicional x vitrificagdo). Sendo que o resultado de congelamento esta
condicionado pela qualidade do embrido desde a coleta, congelamento e
desenvolvimento embrionario. Portanto, o presente estudo teve como interesse encontrar
condicdes otimas para cada situagao.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento realizou-se no Centro de Biotecnologia da Reproducao (BIOTEC),
utilizando 10 vacas mestigas, desverminadas e adaptadas em grama estrela, recebendo o
concentrado, tendo acesso a agua e sal mineral ad libitum. Apds 30 dias os ovarios das
vacas foram aspirados padronizando as ondas foliculares. Foram sincronizadas com
implantes subcutaneos auriculares contendo 5mg de Norgestomet (Crestarl] — Intervet),
estando por 5 dias. Realizou-se mais 6 aspiracbes em cada animal, com intervalo de 15
dias, obtendo odcitos suficientes para fecundacao in vitro. Os oécitos foram quantificados
e classificados como bom, regular e ruim conforme descrito por Leibfried & First (1979):
de qualidade 1, cumulus completo; de qualidade 2, cumulus parcial; e de qualidade 3,
cumulus expandido. A maturagdo ocorreu em TCM199 com sais de Earles, glutamina e
NaHCO; com 10% de soro fetal bovino (SFB), 22 pg/mL piruvato, 50 pg/mL de
gentamicina, 0,5 pg de FSH/mL, 50 pug de LH/mL e 1ug de estradiol/mL, mantidos em
estufa, a 38,5°C, 5% de CO, em ar com maxima umidade por 22-24hs. Nesse tempo
CCOs permaneceram em microgotas de 100 pL de meio de maturagao coberta por 6leo
mineral. A fecundacéo ocorreu em 100 puL de meio TALP com 10 pg/mL de heparina, 22 p
g/mL de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, albumina sérica bovina - BSA (s/ acidos
graxos), solucdo de PHE (2 uM de penicilina, 1 pM de hipotaurina e 0,25 puM de
epinefrina). O sémen usado foi de touro da raga Nelore, descongelado em banho-maria a
35° C. Para selecdo dos espermatozoides e remogao de diluidores e plasma seminal,
centrifugou-se (30 seg) em gradiente percoll (45 e 90). Utilizou-se 2x10° spz/mL e apds 30
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min de incubagédo, os CCOs foram transferidos para as microgotas (20 odcitos/gota), onde
permaneceram por 10 a 18 hs, a 38,5° C, em atm 5% de CO..

O cultivo ocorreu por 18hs pds-inseminacao, em incubadora. Realizou-se 2 avaliagoes,
estagio de morula (8 cels) e blastocisto inicial, totalizando 132 embrides viaveis. Apds
dividiu-se os embrides em 2 tratamentos: T1- Método Tradicional (66 embrides) e T2-
Vitrificacdo (66 embrides). Em seguida foram descongelados voltando para incubadora,
notando com 6,12 e 24 horas se os embrides chegaram a blastocisto eclodido.

O delineamento experimental foi totalmente casualizado e os animais distribuidos em 2
tratamentos de acordo com o modelo estatistico apresentado: Y= p + t + ej, onde u=
média; t= tratamento i (embrides eclodidos do método tradicional e vitrificagao); ej= erro
associado a cada observacdo. Para a analise foi usado Software GLIM 4.0 distribuicdo
binomial fungao de ligagao logaritmica (Nelder e Wedderburn, 1972).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram de 15 embrides eclodidos num total de 66 embrides
congelados pelo método tradicional, o que corresponde a 22,7% de eclosao enquanto que
para o método de vitrificagcdo foram obtidos 22 embrides eclodidos de um total de 66,
correspondendo a 33,3% de eclosao.

4 CONCLUSAO

De acordo com a taxa de eclosdo, os métodos de congelamento tradicional e de
vitrificacdo obtiveram resultados diferentes. O método de vitrificacdo numericamente
obteve um resultado melhor, portanto podemos utilizar esta técnica para congelamento de
embrides obtidos in vitro.
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