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Resumo: A criopreservacdo de embrides permite a conservacio do material
genético de caprinos por periodos indefinidos de tempo. O método
de congelacdo tradicional e a vitrificagdio sdo os principais métodos de
criopreservacio de embrides, diferindo pela velocidade de resfriamento e
concentragoes de crioprotetores. Além dos aspectos técnicos, o sistema
de producio de embrides (i vitro, in vivo, micro-manipulagio), a qualidade
morfoldgica e o estadio de desenvolvimento sio fatores determinantes para
a eficiéncia da criopreservagao. O objetivo desta revisao foi apresentar um
breve historico, aplicagoes, principais investigacdes e algumas perspectivas
sobre a criopreservacio de embrides em caprinos.

Termos para indexacao: Capra hircus, criobiologia, reprodugao.

DEVELOPMENT OF EMBRYO CRYOPRESERVATION IN
GOATS

Abstract: The cryopreservation of preimplantation embryos allows the
conservation of animal genetic material of goats for indefinite periods of
time. The conventional freezing and vitrification are the main cryopreservation
methods, differing for freezing duration and cryoprotectant concentration
usage. Besides their technical details, embryo production system (i vitro, in vivo
or micromanipulation), their quality based on morphology and developmental
stage are major factors to cryopreservation efficiency. The aim of this review
was to provide a brief history, applications, major research topics and some
perspectives on embryo cryopreservation in goats.

Index terms: Capra bircus, cryobiology, reproduction.
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156 Desenvolvimento da criopreservagio...

INTRODUCAO

O processo de criopreservacio permite conservar as caracteristicas
celulares, genéticas e bioquimicas de células e tecidos for tempo indeterminado.
A possibilidade de criopreservar embrides foi inicialmente demonstrada
ha quatro décadas em camundongos e bovinos (Whittingham et al., 1972;
Wilmut, 1972ab; Wilmut e Rowson, 1973; Betteridge, 2006). A partir destes
relatos, a tecnologia de criopreservacido de embrides evoluiu em caprinos e
possui aplicacdes nos contextos cientifico e comercial (Holtz, 2005; Paramio
e Izquierdo, 2014), ao preservar material genético de espécies ameagadas
de extingao (Andrabi e Maxwell, 2007; Gama e Bressana, 2011; Mara et al,,
2013), de animais de alto valor zootécnico ou transgénicos (Tibary et al.,
2005; Paramio e Izquierdo, 2014), facilitar o transporte de germoplasma e
reduzir o risco de transmissao de doengas (Chemineau et al., 1986), entre
outras aplicacdes (Massip, 2001; Dobrinsky, 2002; Leibo, 2008).

Diversos fatores contribuem para a eficiéncia da criopreservagao de
embrides, como espécie, protocolo de criopreservagao, qualidade e estadio
de desenvolvimento embrionario (Massip, 2001; Dobrinsky, 2002). Apesar da
crescente utilizagao da criopreservagao de embrides em caprinos, a taxa de
sobrevivéncia ao processo e desenvolvimento 7z vivo permanece inferior aos
embrides a fresco, principalmente com embrides produzidos in vitro (PIV)
(Leoni et al., 2009; Morat6 et al., 2011), hemi-embrides (Nowshari ¢ Holtz,
1993), ou embrides apods a retirada de bidpsia do trofoblasto (Guignot et al.,
2000, 2011).

O objetivo desta revisao foi descrever os principais relatos no
estabelecimento de criopreservagdo de embrides em caprinos, apresentando
as principais técnicas, esfor¢os para aperfeicoa-las e apresentar perspectivas

sobre areas promissoras de investigacao.
ME£10DOS PARA CRIOPRESERVAGAO DE EMBRIOES

A criopreservagao consiste na exposi¢ao inicial do embrido a solucio

de protecao a congelacdo (crioprotetor), que permite o equilibrio entre o
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embrido e a solugao crioprotetora, pela retirada da agua presente nas células
e a substituicdo parcial ou total pelo crioprotetor. Em seguida, o embrido
¢ exposto progressivamente a temperaturas abaixo de zero e armazenado
em nitrogénio liquido (-196 °C). Ao final do periodo de armazenamento, o
embrido é colocado em condigbes fisioldgicas, apds a remogao progressiva
do crioprotetor (Massip, 2001).

Existem duas metodologias para criopreserva¢ao de embrides: a
congelacio e a vitrificagdo (Massip, 2001; Shaw e Jones, 2003; Seidel, 20006).
A congelagao utiliza curvas lentas (0,3-1,0 “C por minuto) ou rapidas (200-
10.000 °C por minuto) de resfriamento associadas a crioprotetores de baixo
peso molecular, como o glicerol, propilenoglicol, etilenoglicol (EG), metanol,
dimetilsulfoxido (DMSO), entre outros (Bilton e Moore, 1976; Martino et al.,
1996; Cognié et al., 2003; Loutradi et al., 2008).

A vitrificagdo ¢é caracterizada pelo uso de crioprotetores com alto peso
molecular e transferéncia direta dos embrides para o nitrogénio liquido (-196
°C), ou seja, resfriamento ultra-rapido (Vajta, 2000; Vajta e Kuwayama, 20006).
O resfriamento rapido permanece como o fator fundamental da vitrificagdo,
pois a alta viscosidade das solu¢des de vitrificacdo impedem a formacao de
cristais de gelo intracelular e extracelular, ocorrendo a formagao do estado
vitreo (Ali e Shelton, 1993; Shaw e Jones, 2003; Yavin e Arav, 2007).

CONGELAGAO DE EMBRIOES DE CAPRINOS

O primeiro relato de criopreservagao de embrides por congelacio e
posterior nascimento em caprinos foi descrito em 1976 (Figura 1). Embrides
caprinos mostraram resisténcia a conservacao a 5 “C por periodos curtos ou
armazenamento prolongadoa-196 °C (Bilton e Moore, 1976). As investigagdes
iniciais sobre a criopreservagao de embrides caprinos foram inicialmente
baseadas em resultados em bovinos (Tsunoda et al., 1987; Rao et al., 1988; Li
et al., 1990), utilizando Glicerol, DMSO e EG como crioprotetores (Bilton
e Moore, 1976; Chemineau et al., 1986; Li et al., 1990). Mais recentemente,
outras alternativas foram investigadas para congelacao de embriGes caprinos
(Tabela 1).

Diversos esforcos foram executados para identificar crioprotetores e
suas combina¢oes que melhorassem a sobrevivéncia dos embrides caprinos
criopreservados (Puls-Kleingeld et al., 1992; Le Gal et al., 1993; Fiéni et al.,
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1995). Os crioprotetores EG ¢ DMSO mostraram maior eficiéncia que o
glicerol ou metanol (Le Gal et al.,, 1993; Fiéni et al., 1995; Martemucci e
D’Alessandro, 2013), enquanto que o EG foi mais eficiente para embrides no
estadio de moérula ou para o processo de congelacao rapida (Fiéni et al., 1995;
Martemucci e D’Alessandro, 2013).

Um fator determinante para a sobrevivéncia dos embrides submetidos a
congelacio ¢ o estadio de desenvolvimento (Li et al., 1990; Puls-Kleingeld et
al., 1992; Leibo et al., 1996), pois embrides mais desenvolvidos apresentam
maior sobrevivéncia ao descongelamento (Li et al., 1990; Le Gal et al., 1993),
maior taxa de reexpansao zz vitro (Le Gal et al., 1993; Fiéni et al., 1995), taxa
de prenhez e nascimentos (LLe Gal et al., 1993). A eficiéncia da congelagiao
de embrides no estadio de mérula tem se mostrado baixa (Li et al., 1990;
Puls-Kleingeld et al., 1992; Le Gal et al., 1993; Fiéni et al., 1995; Nowshari
e Holtz, 1995; Holtz, 2005; Al Yacoub et al., 2010), embora um relato tenha
apresentado bons resultados (Le Gal et al., 1993). Esta limitagao das moérulas
a criopreservagao, parece ser devido a alguma particularidade neste estadio
especifico do desenvolvimento, pois estes embrides também apresentam
menor resisténcia a biparti¢ao para produgao de hemi-embrides (Nowshari e
Holtz, 1995). Alternativamente, o cultivo 7z vitro de morulas até o estadio de
blastocisto permite que estes embrides sobrevivam a criopreservagao com a
mesma eficiéncia que os blastocistos produzidos 7z vivo (Nowshari e Holtz,
1995). Curiosamente, os blastocistos eclodidos caprinos apresentam boa
criotolerancia (Chemineau et al., 1986; Li et al., 1990; Le Gal et al., 1993),
apesar da zona pelucida ser considerada uma barreira auxiliar na adaptagao
do embrido ao processo de congelacio (Holtz, 2005).

Apbs o processo de congelagao, outra etapa determinante para o resultado
final da criopreservagao de embrides ¢ a etapa de descongelacao (Le Gal
et al., 1993; Fiéni et al., 1995). A exposi¢ao a concentracdes decrescentes
de crioprotetores e adicio de agucares (sacarose, trealose, galactose)
aumenta a sobrevivéncia dos embrides no processo descongelagao (Le Gal
et al., 1993; Fiéni et al., 1995). A protecio dos embrides contra o choque
osmotico pela sacarose durante o descongelamento permite a transferéncia
direta (Tabela 1), ou seja, transferéncia dos embrides para as receptoras sem
avaliagao morfoldgica apos a descongelagao (Le Gal et al., 1993; Kuleshova
et al., 1999; Guignot et al., 2006). Apesar dos avangos sobre os fatores que

Anais da Academia Pernambucana de Ciéncia Agronémica, vols. 11/12, p.155-171, 2014/2015.



159

L.F. CANTANHEDE et al.

"'OpeI[EAR OBU 1N ‘OPBUIWINIOP OBU ((IN ‘OPIPO[I2
01S103sE[q ¢ ‘Ooprpuedxo 01S101sE[q X ‘0ISI0ISE[] ¢ BMIOW :OIN JOULIW N JOINSOUIMD 10y ‘OPIXOMS[MIWIP :OSN(T SOFIS [T

€107 ‘0IpuessaIy (I ) ) . 9S0JBIES eprdex
9 TONWAIBA daN 9978¢ eLve 14 O o vy + IAN / 9d 9 BIUD] OBIL[ASUO)
Hd
““Te 39 qnooe - - 0az Uz IV OBIB[PIUO
010C T q ATV 61 05-¢¢ VN “Iq ‘O O OH [ O¥2%[ D
900¢ “Te 32 30umo) 6¢Cl 81-6 VYN aN oaz uz OH / TTO vIu9[ 0BSEPIU0)
100T ‘PO 2 Feden)y-[ o ]S aN 1dq oaz uz 9S0JBIES + 1O «E&S oBdEPSUON)
G661 “ZIOH 2 HEYSMON 187 +S +6 1q oz uz 9S0JBIEBS + [T9) BIUI[ OBIL[PSUO))
Od +
““Te 32 TUaI - n oai uz 2IUI[ OBIB[PIUO
S661 T uatq VN VN 09-0 d O i OSINA / T'TO [ O8] 0
‘ZIOH 9 FeYSMO - - 0a Uz 9S0JBIES ownsedig
€661 ZI[OH @ ey N 6 ¥6-81 £8-8L 1d i Ul ¥ +I'T1O / w9 oedepsuon
€661 “Te 1 e o] ¥S-8¢ daN L9-0 Td ‘'ON oaz uz OH/TI'TO vIuD[ OBSEPIUO)
Hd
““Te 19 NBIUTWO ¢ oaw uz IV OBIB[PIUO
9861 T YD) 0¢ 89 L 08 xg 19 2 IO [ OB 0
9L61 9IO00IN 2 TOIIg 0s AaN cl aN oaz ur OSINA / T'TO vIud] OBSEPIU0)
(%) (%) A orLIquId saouquIy
PEN| eLeUOLIquId op op (s9) r019303d13D) OPOIA
zoyuasg oesuedxg-oy
BIOUJAIADIIOS opeisyq ogdnpoig

‘soursded SO0TIqUIO 9P 0BIB[PSUO)) BP LIOUINDY | €[9qe],

Anais da Academia Pernambucana de Ciéncia Agronémica, vols. 11/12, p.155-171, 2014/2015.



160 Desenvolvimento da criopreservagio...

influenciam a congelacio de embrides caprinos, as investiga¢oes utilizam
quase exclusivamente os embrides produzidos zz vive (El-Gayar et al., 2001;
Begin et al., 2003; Guignot et al., 2011; Gibbons et al., 2011; Marmetucci e
D’Alessandro, 2013).

Figura 1. Cronologia da criopreservaciao de gametas e embrides.
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VITRIFICACAO DE EMBRIOES DE PEQUENOS RUMINANTES

A demonstra¢ao que os embrides caprinos sobrevivem ao processo de
vitrificagao (Figura 1), veio em sequéncia ao relato pioneiro em embrides de
camundongos (Rall e Fahy, 1985; Yuswiati e Holtz, 1990). A partir de embrides
produzidos 7z vivo, dois caprinos foram obtidos de moérulas e blastocistos
vitrificados (Yuswiati e Holtz, 1990). O desenvolvimento da vitrificagao de
embrides permitiu a criopreservacao de embrides PIV caprinos (Traldi et al.,
1999; Leoni et al., 2009; Moraté et al., 2011). Os embrides PIV de caprinos,
ovinos e bovinos sao menos resistentes a criopreservagao (Massip, 2001;
Cognié et al., 2003; Mermillod, 2011; Souza-Fabjan et al., 2014) e fatores

como o sistema de PIV e a condi¢ao reprodutiva das doadoras de ovocitos
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tem influéncia sobre a criotolerancia de embrides (Rodriguez-Dorta et al.,
2007; Leoni et al., 2009).

Embrides PIV cultivados em meio contendo soro sanguineo acumulam
mais lipideos em seu citoplasma, que por sua vez afeta a viabilidade dos
embrides apos criopreservagao (Abe et al., 1999). A redugdao da quantidade
de lipideos dos embrides PIV por centrifugacdo aumentou a tolerancia a
congelacio (Leibo et al., 1995). Porém, a taxa de prenhez foi considerada
baixa quando estes embrides foram transferidos para receptoras (Diez et al.,
1996). Outra alternativa para reduzir a quantidade de lipideos dos embrides
PIV foi cultiva-los em meio sem soro ou através da suplementagao com acido
hialurénico (Abe et al., 2002; Dattena et al., 2007; Block et al., 2009).

Diferentes combinagdes de crioprotetores tém sido testadas para
vitrificar embrides caprinos (Guignot et al., 2006; Hong et al., 2007). Um
nova alternativa de crioprotetor e a dimetilformamida (DMF), inicialmente
testada para criopreservar sémen caprino (Bezerra et al.,, 2011; Aragjo-Lemos
et al., 2014). Aratjo-Lemos et al. (2015) compararam a vitrificagio em duas
combinag¢oes de crioprotetores (DMSO+ EG e DMF+EG), e a congelagao
com EG. A vitrificacio com DMSO+EG foi a mais eficiente em todas as
avaliagoes (ultra-estrutura, viabilidade celular e taxa de reexpansao i vitro).

A pesquisa sobre a vitrificagao de embrides caprinos tem recebido bastante
énfase na avaliagdo de métodos alternativos, que buscam reduzir o volume
contendo o(s) crioprotetor(es) para acelerar o processo de resfriamento e
reduzir os riscos de choque osmético (Kasai e Mukaida, 2004). O método
“open pulled straw” (OPS) é baseado em palhetas ultrafinas (metade do
diametro convencional), reduzindo o volume de vitrificaciao e acelerando o
processode resfriamento deaproximadamente 2.500 “C por minuto para 20.000
"C por minuto (Vajta et al., 1998; El-Gayar e Holtz, 2001). Esta aceleragao
do resfriamento reduz os riscos de desidratagdo e choque osmoético dos
embrides e tornou a vitrificacao aplicavel para transferéncia direta, inclusive
em caprinos (El-Gayar e Holtz, 2001; Rodriguez-Dorta et al., 2007). Diversos
relatos demonstraram a aplicagdo da vitrificagio com OPS em caprinos (El-
Gayar e Holtz, 2001; Holtz, 2005; Guignot et al., 2006; Hong et al., 2007; Al
Yacoub et al., 2010; Aradjo-Lemos et al., 2014). A vitrificagao com OPS foi
testada como alternativa para moérulas (Holtz, 2005; Hong et al., 2007; Al

Yacoub et al., 2010), embora essas investigagoes nao tenham demonstrado
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Tabela 2. Eficiéncia da vitrificacio de embrides caprinos.

Método Criprotetor (es) Produgdo de  Estadio do Re-Expansio Prenhez Sobrevivéncia Ref.
P Embrides embrido in vitro (%) (%) embrionaria (%) ’
Convencional GLI + Propanediol i vivo MO, BL NA 2 ~7 éméwm%o:o_ﬁ
Convencional GLI + EG + galactose in vitro BL 60 ND 30 Traldi et al., 1999
oPS DMSO + EG + sacarose in vivo BL NA 100 64 m_‘omwﬂoﬁw Holez,
EG + PVP + Trealose; DMSO + .. 2-4 .
SSV -Cryoloop EG + Ficoll + Sacarose in vivo células 0-27 NA NA Begin et al., 2003
OPS;
Transferéncia GLI + EG + galactose in vivo ND NA 9-18 8-29 Guignot et al., 2006
Direta
Transferéncia GLI + EG + Sacarose in vitro BX, BE NA 14-92 9-62 Rodriguez-Dorta et
Direta al., 2007
Convencional GLI + EG + sacarose in vitro BL 40-62 NA NA Leoni et al., 2009
OPS DMSO + EG in vivo MO, BL, BE NA 0-82 0-70 Al §w%w ctal,
Cryotop DMSO + EG + sacarose in vitro BL, BX, BE 50-57 NA NA Morato et al., 2011
Cryo-tips GLI + EG n vivo MO, BL 80-100/ND 0-63 0-63 Gibbons et al., 2011
Biopsia GLI + EG + sacarose in vivo BL ND 90 ~43 Guignot et al., 2011
Convencional EG + GLI in vivo MO, BL 75/ND 70 ND Martemucei e

D’Alessandro, 2013

GLI: glicerol; EG: etilenoglicol; PVP: polivinilpirrolidina; OPS: Open Pulled Strain; SSV: Solid-suface vitrification; MO: mérula; BL: blastocisto;

BX: blastocisto expandido; BE blastocisto eclodido; ND: nao determinado; NA: ndo avaliado.
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ser uma alternativa viavel e consistente entre laboratorios. A vitrificagdio com
OPS mostrou-se mais eficiente que a congelacao de blastocistos (El-Gayar e
Holtz, 2001; Al Yacoub et al., 2010), embora seja semelhante para blastocistos
eclodidos (Al Yacoub et al., 2010). Adaptacbes na vitrificagio com OPS,
como a variagao no tempo de equilibrio na solugao de vitrificagao, uso de
sacarose ¢ transferéncia direta tem aumentado as taxas de sobrevivéncia dos
embrides, de prenhez e nascimentos (Guignot et al., 2006; Hong et al., 2007).
Apesar do potencial da vitrificagdo com OPS, existe o risco de contaminagao
por agentes bacterianos e virais, pois a palheta permanece aberta durante o
armazenamento em nitrogénio liquido (Fountain et al., 1997).

Outras variagoes no método de vitrificagao com objetivos semelhantes ao
OPS foram avaliadas com embrides caprinos: cryotop (Moraté et al., 2011),
cryo-tips (Gibbons etal., 2011), cryoloop e “solid-surface vitrification” (Begin
et al., 2003). O uso de cryo-tips permitiu estabelecer prenhezes a partir de
blastocistos, embora as mérulas nao tenham sobrevivido ao procedimento
(Gibbons et al.,, 2011). Além disso, o método cryoloop permitiu a obtencao
de blastocistos a partir de embrides clivados vitrificados (2-4 células),
demonstrando pela primeira vez a criopreservagao de embrides caprinos
antes do perfodo de compactagao durante o desenvolvimento embrionario
(Begin et al., 2003). Embrides em estagios iniciais de desenvolvimento sio
mais sensiveis ao processo de criopreservagao (Li et al., 1990; Leibo et al.,
1996), embora as razdes nao estejam elucidadas.

Este aumento da criotolerancia em estadios mais avancados pode estar
relacionado ao maior numero de células com menor volume, aumentando a
permeabilidade do crioprotetor, que por sua vez apresentaria um efeito mais

homogéneo sobre as células do embrido (Garcia-Garcia et al., 2000).

PERSPECTIVAS

A criopreservagao de embrides de caprinos tornou-se economicamente
viavel, sendo aplicada para conservacao e comercializacdo de recursos
genéticos da espécie. As comparagoes diretas entre os métodos de
criopreservacao demonstram que a vitrificagdo tem apresentado resultados
superiores (Guignot et al., 2006; Al Yacoub et al.,, 2010; Martemucci e
D’Alessandro, 2013). Os principais avangos na criopreservagao de embrides

caprinos advém da adaptagao de protocolos de outras espécies (Tsunoda et
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al., 1987; Rao et al,, 1988; Li et al., 1990; Begin et al., 2003; Hong et al.,
2007). Além disso, as avaliagdes dos embrides criopreservados permanecem
essencialmente restritas a sobrevivéncia pos-descongelamento/ aquecimento,
contagem do nimero de células e o desenvolvimento apds o cultivo i vitro
(El-Gayar, 2001; Holtz, 2005; Guignot et al., 2011), nem sempre apresentam
correlagao positiva com o desenvolvimento 7z vivo (Le Gal et al., 1993; Traldi
et al, 1999). Estas metodologias utilizadas para avaliar a qualidade dos
embrides criopreservados contribuem pouco para determinagao dos fatores
que causam resultados conflitantes, como na criopreservacio de morulas
(Le Gal et al, 1993; Holtz, 2005) e nas comparagoes entre eficiéncia de
criopreservagao considerando o estadio de desenvolvimento do embrido e os
protocolos de criopreservagao (Fieni et al., 1995; Al Yacoub et al., 2010). Por
isso, as exigéncias ou particularidades espécie-especificas para a criotolerancia
permanecem essencialmente desconhecidas em caprinos.

Avaliagbes mais informativas como avaliagao da expressido génica ou
protedbmica em embrides, fetos e placentas (Boonkusol et al., 2006; Dahli et al.,
2007; Saenz-de-Juan et al., 2014), analises epigenéticas (Bakhtari et al., 2014),
e avaliagdes funcionais mais sofisticadas (Martino et al.,, 2013) apresentam
maior potencial para elucidar os fatores que reduzem a criotolerancia e melhor
prever a viabilidade dos embrides criopreservados. O aperfeicoamento
das técnicas de criopreservacdo nestes contextos contribuirda para tornar
biotecnologias como a biparti¢ao de embrides, analises por bidpsia, produgao
de animais transgénicos e a clonagem por transferéncia nuclear mais atrativas

nos ambitos cientifico e comercial.
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