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Resumo

A liofilizacdo, ou criodesidratacdo, trata-se de um método alternativo de
preservacao celular. Esta pratica é utilizada para conservar ou tornar pratico o
uso de diversos materiais biolégicos, como produtos farmacéuticos, alimentos,
e também tem sido proposta como metodo alternativo para conservacao de
espermatozoides. A liofilizacdo pode auxiliar a preservacdo de células
espermaticas, facilitando o armazenamento e transporte nacional ou
internacional, dispensando o uso de nitrogénio liquido para armazenamento. A
liofilizagdo pode manter espermatozoides viaveis por varios anos quando
armazenados a 4°C, e por horas quando em temperatura ambiente. Além
disso, pode também reduzir os riscos de contaminagao, iSSoO por ndo serem
necessarios todos aqueles cuidados com o botijdo, o que com certeza
promovera uma expansdo nas trocas de importantes linhagens genéticas
mundialmente. Porém, até o momento, a liofilizacdo gera espermatozoides sem
ou com reduzida motilidade, por esse motivo depende de outra biotécnica para
resultar em desenvolvimento embrionario, a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI), que € uma técnica ndo comercial em bovinos, ainda
apresenta falhas na ativacdo de ovécitos bovinos, prejudicando as taxas de

desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: animal, bovino, criopreservacdo, espermatozoides,

reproducao, veterinaria.
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Abstract

Lyophilization or freeze-drying is an alternative method of cellular preservation.
This practice is used to store or render practical the use of various biological
materials, such as pharmaceuticals, food, and their use in sperm has also been
proposed. Lyophilization can be very useful as preservation of sperm cells by
facilitating national or international transport, eliminating the use of liquid
nitrogen for storage. Lyophilization can maintain the sperm viable for many
years when stored at 4°C, and for hours when at room temperature. Moreover,
it can also reduce the risks of contamination, for not being necessary all those
cautions with the holding tanks, which certainly will promote an expansion in
trade of major genetic lineages worldwide. However, to date, lyophilization
process generates sperm without or with reduced motility, and because of that,
depends on another biotechnology to result in embryonic development, the
intracytoplasmic sperm injection (ICSl), which is a non-commercial
biotechnology and still has flaws in activation oocytes, affecting the rates of

embryonic development.

Keywords: animal, bovine, cryopreservation, freeze-drying, reproduction,

sperm.
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1. INTRODUCAO

Diante da atual necessidade de desenvolvimento biotecnoldgico e
cientifico, a preservacdo e a manutencdo de materiais bioldgicos vém
ganhando destaque no cenéario mundial. H& varios métodos de preservacéo
celular, entretanto, ndo h4 um método ideal ou universal que garanta a perfeita
conservacao das caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e genéticas do
material biol6gico. Portanto, € importante primeiramente avaliar o material
bioldgico a ser conservado para realizar a escolha do método de conservacéo,
considerando as vantagens e desvantagens de cada método (SOLA, 2012).

Segundo Costa & Ferreira (1991) apud (SOLA, 2012), os métodos de
manutencdo de micro-organismos podem ser classificados de acordo com o
tempo maximo de preservacdo: métodos de curto prazo (repique continuo),
métodos de meédio prazo (preservacdo em Oleo mineral, preservacdo em agua
esterilizada, congelamento a -20°C, e secagem em silica, solo, papel filtro), e
os métodos de longo prazo (liofilizacdo, congelamento a -80°C e
criopreservagcao em nitrogénio liquido).

A partir da descoberta da acao conservativa do frio sobre o metabolismo
espermatico por Spallazani em 1776, diversos avancos tém sido descritos na
tecnologia de conservacdo do sémen e sobre o progresso que isto tem na
reproducdo animal. A importancia da preservacdao dos recursos genéticos é
reconhecida mundialmente, sendo a conservacdo espermatica uma
contribuicdo de grande potencial. (YOSHIDA, 2000).

Para conservacdo de células espermaticas destacam-se a
criopreservacao e a liofilizacdo, sendo esta ultima um método alternativo, que
nao se encontra disponivel comercialmente nos dias atuais (SOLA, 2012).

Os atuais métodos para criopreservacdo de sémen em especial podem
ser definidos como congelamento de equilibrio (liquido e cristalino),
congelamento de nao equilibrio (vitreo), e liofilizacdo (MAZUR, 1990 apud
KESKINTEPE et al., 2002). No congelamento de equilibrio, as células sao
expostas a solucdes crioprotetoras em menores concentracdes e resfriadas a
intervalos de temperatura entre 0,3°C a 2°C/min. Enquanto que no

congelamento de nédo equilibrio, as células sdo expostas a altas concentracfes
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de crioprotetores e resfriadas em velocidades superiores a 500°C/min (LEIBO
& SONGSASEN, 2002).

Apesar do sémen de muitos mamiferos ter potencial de ser
criopreservado por congelamento e usado para producéo de prole tanto por via
inseminacéo artificial (IA) ou por fertilizag&o in vitro (FIV), a liofilizagao tem sido
proposta como um método alternativo para preservacao de sémen, visto que ja
€ uma técnica amplamente utilizada para conservacdo de varios materiais:
alimentos, medicamentos, vacinas, materiais biolégicos, plasma sanguineo
(HOCHI et al., 2011).

O objetivo desta revisdo €, portanto, abordar a importancia da
preservacdo de materiais bioldgicos e em especial de espermatozoides, e
desenvolver a aplicacdo da liofilizacdo para estes, debatendo sobre o historico,
0 processo fisico envolvido, os danos decorrentes do processo, sua aplicacao,

suas vantagens e por fim, suas limitacoes.
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2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1. CRIOPRESERVAQAO CONVENCIONAL

O principal objetivo da criopreservacdo é utilizar temperaturas muito
baixas para manter o metabolismo celular em estado de quiescéncia, e tornar
possivel o armazenamento de células e tecidos por tempo indeterminado. Um
dos principios mais importantes dessas técnicas é a remocdo da maior
guantidade de agua (desidratacdo) possivel antes de prosseguir com o
congelamento. Se o processo de desidratacdo néo for realizado ocorre
formagdo de grandes cristais de gelo que lesam severamente a estrutura
intracelular (PEGG, 2002).

Inimeros estudos a respeito da criopreservacao foram realizados, e
concluiu-se que algumas substancias (chamadas crioprotetoras) eram capazes
de aumentar a concentragdo total dos solutos no sistema, sendo possivel
reduzir a quantidade de cristais de gelo formados, além de evitar as injarias
causadas por efeitos secundarios as concentracdes do soluto utilizado como o
aumento da pressao osmatica e a precipitacéo irreversivel ou a desnaturacdo
dos constituintes coloidais da célula (PEGG, 2002).

Polge et al. (1949) apud (HOCHI et al., 2011), provaram que a inclusao
de 10-20% de glicerol permitia que os espermatozoides de galinaceos
sobrevivessem ao congelamento prolongado a temperatura de -80°C,
comprovando, portanto, a importancia da utilizacao de crioprotetores.

Os principais pontos criticos da criopreservacao se devem a velocidade
de congelamento e a composicéo da solucdo onde as células sdo congeladas.
No inicio do processo, a agua extracelular é congelada ao se aproximar do
ponto de congelamento, e em decorréncia dessa remocdo do liquido
extracelular vai ocorrendo um desequilibrio osmético por aumento da
osmolaridade. Quando a velocidade do processo de congelamento € lenta, o
equilibrio permanece constante e a célula fica exposta tanto ao crioprotetor
guanto ao estresse osmotico por tempo prolongado, podendo ocorrer lise
celular. Por outro lado, quando o processo de congelamento ocorre muito

rapido, ndo ha perda de agua suficiente, resultando na formacao de cristais de
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gelo intracelular, e consequente lise da célula quando ao descongelamento
(MAZUR et al., 2007).

A criopreservacdo convencional tem obtido consideravel sucesso
guando associado as tecnologias reprodutivas animais. Trata-se de uma
técnica que possibilita um maior e melhor aproveitamento do potencial
produtivo e reprodutivo, por proporcionar aumento da disponibilidade de
espermatozoides, tornando-se uma importante ferramenta para o0
melhoramento genético, por permitir a maximizacdo do uso de reprodutores

com comprovada superioridade genética (FURST et al., 2005).

2.2. LIOFILIZACAO

Apesar do sucesso da criopreservacdo, os metodos convencionais
dependem do nitrogénio liquido para manter a viabilidade dos gametas,
demandando maiores cuidados em relacdo ao armazenamento e transporte. A
liofilizacdo pode ser muito Util em diversos campos de atuacao, por facilitar o
transporte, nacional ou internacional, por ndo depender do nitrogénio liquido, o
gue facilitaria as trocas de importantes linhagens genéticas. E, além destes
fatores, algumas outras vantagens incluem: menor custo de armazenamento,
possibilidade de conservacdo de linhagens, espécies, racas raras ou mesmo
linhagens transgénicas, e aprofundamento nos estudos de caracterizacdo de
espécies-racas por meio de marcadores geneéticos, porém que também séo
encontradas nos métodos de preservacao convencionais (MARTINS, 2006).

E por enquanto, um método alternativo para preservacdo de
espermatozoides, mas ja vem sendo utilizado industrialmente para preservar
materiais bioldgicos, farmacéuticos e outros (KESKINTEPE et al., 2002). Trata-
se, portanto, de uma biotécnica esperada para se tornar 0 novo método de
preservacdo de sémen por suas vantagens em relacdo a criopreservacao,
sendo a maior delas o fato dos espermatozoides liofilizados poderem ser
armazenados a 4°C por anos, e transportados em temperatura ambiente
guando por curtos periodos de tempo, sem qualquer necessidade de nitrogénio
liquido ou gelo seco (KANEKO & SERIKAWA, 2012). Com isso, o frete desse
transporte desse material se tornaria mais facil e com menor custo (KANEKO et
al., 2003).
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Entretanto, os estudos com células esperméticas ainda néo
apresentaram resultados completamente satisfatorios a nivel comercial, pois ha
a necessidade de combinar a liofilizagdo a técnica de Injecao
Intracitoplasmética de  Espermatozoides (ICSI) para viabilizar o
desenvolvimento embrionério de espermatozoides liofilizados (KESKINTEPE et
al., 2002). A ICSI, por sua vez, ainda apresenta baixas taxas de
desenvolvimento embrionario na espécie bovina, mesmo quando utilizando
espermatozoides néo liofilizados. Isto devido a uma falha na ativacdo dos
ovocitos (GOMEZ, et al., 1998)

2.3. HISTORICO DA LIOFILIZACAO

2.3.1. Liofilizag&o: diversos produtos

A liofilizacéo, criodesidratacdo, ou congelamento a seco, € uma forma
alternativa de preservacédo celular. Pode ser definida como o processo de
secagem de uma substancia congelada, no qual a maior parte da agua é
removida por sublimacédo (MARTINS, 2006).

Historicamente, o primeiro produto liofilizado surgiu em 1911, com o
virus da raiva (TERRONI et al., 2011). Porém sé atingiu a escala industrial
durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945), devido a demanda por plasma
sanguineo. Entretanto, nesta época ja havia a comercializacdo de café em po,
gue surgiu em 1938, pela companhia Nestlé (WARD, 2012).

Devido a grande demanda por sangue durante a Segunda Guerra
Mundial, os Estados Unidos da América investiram centenas de milhdes de
doélares em inUmeras novas possibilidades de desenvolvimento de substitutos
do sangue e de plasma sanguineo, para o tratamento dos soldados feridos nos
campos de batalha e que requeriam transfusées de sangue, pois ndo havia
guantidade suficiente de sangue fresco disponivel (AYROSA, 2003), sendo que
a primeira tentativa da preservacdo do plasma sanguineo foi relatada e
realizada por Greaves em 1944 (KUMAR et al., 2011).

A aplicacdo do processo de liofilizacdo focou-se, posteriormente, no
campo da industria farmacéutica, ocorrendo durante a década de 1950 o

surgimento de medicamentos liofilizados como antibidticos a base de penicilina
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(KUMAR et al.,, 2011). Paralelo ao surgimento das penicilinas liofilizadas,
pesquisas acerca da liofilizagdo de peptideos, proteinas, anticorpos, enzimas e
hormoénios foram sendo aprofundadas, e posteriormente comercializadas com
fins terapéuticos. A partir disso, surgiram as vacinas liofilizadas, os antibiéticos
e também as vitaminas (TERRONI et al., 2011).

A partir da década de 1960, passaram a surgir Vvarios alimentos
liofilizados no mercado, inclusive alimentos fornecidos aos astronautas em
missdo no espaco, ganhando grande destaque durante o programa Apollo da
NASA. O primeiro alimento liofilizado a ser comercializado foi o Nescafe®, em
1938. Este projeto da Nestlé surgiu em meio a crise que o mercado do café
vinha enfrentando, e devido a necessidade de suprir a grande demanda
mundial de café da época. O produto Nescafe® foi inicialmente comercializado
na Suica, mas logo expandiu seu mercado para o mundo (ADAMS, 2002).
Atualmente, além de café, ha muitos produtos liofilizados sendo
comercializados, como ervas, frutas, produtos lacteos (MACEDO & MORITZ,
2012).

A revolucéo da biotecnologia, na década de 1990, levou ao aumento da
demanda por produtos liofilizados, bem como de pesquisas mais
especializadas no campo da liofilizacdo (KUMAR et al., 2011). E a partir desta
época, a técnica foi se expandindo para outros campos de pesquisa, como o da

reproducao.

2.3.2. Liofilizac&o de células espermaticas

A ideia de realizar a liofilizacdo em células espermaticas surgiu em
meados de 1949, quando foi descrito por Polge et al. apud (HOCHI et al., 2011)
gue 50% dos espermatozoides de galinaceos liofilizados recuperaram sua
motilidade apés a reidratacéo, entretanto, a fertilidade nunca fora determinada
(LIU et al., 2005). Além de estudos com espermatozoides de galinaceos, houve
também, tentativas utilizando espermatozoides humanos, descritas por
Sherman em 1954 (HOCHI et al., 2011).

Em 1992, Katayose et al. relataram que nucleos de espermatozoides

liofilizados de camundongos e humanos retinham sua habilidade de se
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desenvolver em pré-nucleo e sintetizar DNA, mesmo quando microinjetados
apos seis meses de estocagem.

Apesar de alguns relatos de sucesso em relacdo a motilidade apos
reidratacdo de espermatozoides de galinaceos, a reprodutibilidade era sempre
um tema questionavel. Em 1998, foi relatado pela primeira vez a possibilidade
de se liofilizar sémen de camundongo sem perder a capacidade de
reprodutibilidade e de desenvolvimento embrionario, e que ndo havia
necessidade de motilidade espermética ou membrana plasméatica totalmente
integra. Isso s6 foi possivel através da combinacdo da liofilizagdo com a
técnica de ICSI em ovécitos maduros. Essa teoria foi comprovada ao
microinjetar apenas a cabeca dos espermatozoides de camundongos,
resultando em desenvolvimento embrionario (WAKAYAMA & YANAGIMACHI,
1998).

Kusakabe et al. (2001) demonstraram que era possivel manter a
integridade cromossomal de espermatozoides de camundongo liofilizados com
EGTA [Ethyleneglycol-bis (B-aminoethyl ether) —N,N,N’,N’- tetraacetic acid],
mostrando que quase 100% dos ovocitos microinjetados apresentaram
cariotipo normal. Comprovou-se, portanto, que o0 nucleo espermatico era
tolerante a liofilizacdo, e isto se atribuiu as ligacbes das pontes de dissulfito
com as protaminas, que sao as ligacdes presentes nos espermatozoides
maduros, conhecidas por serem bastante estaveis.

Kaneko et al. (2003) observaram que um outro fator também interferia na
integridade cromossomal, o valor do pH da solucdo de liofilizacdo. Os
resultados em relacdo a integridade cromossomal e a habilidade de
desenvolvimento embrionario eram melhores quando os espermatozoides eram
liofilizados em meio levemente alcalino (pH entre 8-8.2).

Liu et al. (2004) comprovaram pela primeira vez que era possivel
preservar a integridade cromossomal de espermatozoides liofilizados também
de coelhos, além de viabilizar o desenvolvimento embrionario através da
microinjecao (ICSI) e os tratamentos de preservacdo utilizados. Entretanto, a
eficiéncia média da ICSI utilizando espermatozoide liofilizado foi de apenas
0,4%, o que nao significou, necessariamente, que a causa da ineficiéncia era

dos espermatozoides liofilizados, visto que a eficiéncia da ICSI com
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espermatozoides frescos também foi baixa, tendo sido inferior a 4% (LIU et al.,
2004).

2.3.3. Liofilizag@o de células esperméaticas bovinas

O primeiro estudo relatado acerca do estudo sobre a recuperacdo da
motilidade de espermatozoides de touro apos a liofilizacdo, e consequente
reidratacdo, foi descrito por Leidl (1954), o qual resultou na auséncia de
motilidade dos espermatozoides e na observacdo de algumas alteracbes
morfolégicas, como maior porcentagem de cabeca amorfa, ou separada, que o
considerado normal. Este estudo foi de grande importancia para os avangos da
técnica de liofilizacdo na espécie bovina, pois até o0 momento, havia apenas
relatos de sucesso com sémen de galinaceo (LEIDL, 1954).

Posteriormente surgiram novos relatos de outros grupos de
pesquisadores. E em 1959, Meryman & Kafig conseguiram relatar sucesso com
a liofilizacdo de espermatozoides bovinos, porém apos essa experiéncia, eles
encontraram dificuldades de repetir o feito, fazendo destes, resultados
inconstantes. A época, consideraram um provavel fendmeno de cristaliza¢&o
para a explicacdo da falha nas novas tentativas (MERYMAN & KAFIG, 1963).

De acordo com os resultados de pesquisas realizadas entre 1998 e
2004, os antigos resultados em relacéo a reprodutibilidade foram considerados
guestionaveis, pois foi concluido que a completa liofilizacdo dos
espermatozoides resultava na destruicio da membrana plasmatica,
inviabilizando-os (WAKAYAMA & YANAGIMACHI, 1998).

Goto et al. (1990) apud (MARTINS, 2006), revolucionaram os sistemas
de conservacdo de gametas masculinos ao sugerirem que, nao havia
necessidade que o0s espermatozoides estivessem vivos no sentido
convencional para resultar em um desenvolvimento embrionario normal. Os
avancos nas pesquisas do campo da liofilizacdo espermatica bovina estiveram,
portanto, estagnados até o surgimento da combinacdo da técnica de ICSI na
utilizacdo do sémen liofilizado (HOCHI et al.,, 2011). Comprovou-se que era
possivel realizar a fecundacdo com os espermatozoides liofilizados, os quais
nao possuiam boa motilidade, através dessa biotécnica (KIMURA &

YANAGIMACHI, 1995) visto que na ICSI a microinjecdo de espermatozoides é
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feita diretamente dentro dos ovocitos, viabilizando a fecundagdo e
desenvolvimento embrionario (KESKINTEPE et al., 2002).

Keskintepe et al. (2002) realizaram experimentos combinando a técnica
de liofilizagdo com a ICSI, e comprovaram a capacidade de espermatozoides
bovinos suportarem o processo de liofilizacdo e gerarem desenvolvimento
embrionario normal.

Posteriormente, Martins et al. (2007) realizaram estudos inéditos com
espermatozoides liofilizados de bovinos da raca Nelore no Brasil, comparando
diferentes meios protetores para a liofilizacdo. E pela primeira vez,
conseguiram demonstrar que a solucdo de EGTA, bastante utilizada em
camundongos, também era eficiente para preservar nucleo, acrossomo e
mitocondria de espermatozoides bovinos. Neste estudo, ao avaliarem as taxas
de blastocistos apos ICSI de espermatozoides liofilizados bovinos, provou-se
gue tanto a solucédo de EGTA quanto o meio suplementado de soro fetal bovino
(SFB) e trehalose, eram capazes de fertilizar ovocitos maduros.

Embora a imobilizacdo dos espermatozoides, removendo a cauda
destes, imediatamente antes da ICSI ndo seja algo essencial para o sucesso
da técnica, a maioria dos experimentos realiza a imobilizacdo devido aos
resultados obtidos de que o continuo movimento dos espermatozoides dentro
do ooplasma possa interferir na organizacdo dos elementos e/ou promover
algum tipo de perturbacdo na estrutura do ovocito (KIMURA & YANAGIMACHI,
1995).

Atualmente, ja existem estudos com varias espécies, conservando 0s
espermatozoides liofilizados com diferentes solu¢cbes de protecdo, sendo que
as melhores taxas de fecundacdo e formacdo embrionaria foram obtidas
utilizando trehalose e EGTA, associadas a ICSI (MARTINS et al., 2008).

Entretanto, apesar da reducédo drastica da motilidade e da destruicdo da
membrana plasmatica, foi comprovado posteriormente que a constituicdo
genética cromossomal dos espermatozoides continuava intacta mesmo apos o
processo de liofilizacdo, e possuindo todos o0s constituintes normais do
cromossoma (LIU et al. 2004).

O campo da liofilizacdo, especialmente de células espermaticas bovinas,
ainda necessita de muito aprofundamento cientifico. Mas o0s avancos

conquistados ja refletem a importancia da técnica para o futuro. Outra
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estratégia em relagdo a liofilizagdo associada a ICSI é a utilizacdo do sistema
piezo-drive, pois por intermédio das vibracdes piezo-elétricas o espermatozoide
liofilizado pode ser inserido no ovocito sem provocar lesées neste (MARTINS et
al., 2008).

2.4. INJEQAO INTRACITOPLASMATICA DE
ESPERMATOZOIDES

A ICSI é uma técnica que permite a utlizacdo de distintos tipos
espermaticos para promocao da fecundacdo, sendo necessario apenas que 0
nacleo destas células esteja viavel. Portanto, podem-se utilizar tanto
espermatozoides maduros, imaturos ou células em diferenciagdo como as
espermatides. Os espermatozoides maduros podem ser obtidos através do
ejaculado, os espermatozoides imaturos através do epididimo, e as
espermatides dos testiculos (MARTINS et al., 2002).

Para a microinjecdo, um ovoécito € fixado horizontalmente na pipeta
usando leve succao. O corpusculo polar deve ser orientado na posi¢cao de 6 ou
12 horas. A pipeta de injecdo é entdo transferida da gota de gametas
masculinos para a gota que contém o ovocito. Em seguida, a pipeta €
localizada com a ponta direcionada para a posi¢cdo de 3 horas em relacado ao
corpusculo polar e colocada no mesmo foco que a membrana pellcida, para
gue a pipeta seja empurrada contra a zona pelucida até perfura-la e situar-se
dentro do ovaocito (MARTINS et al., 2002).

Apesar das inimeras vantagens que a ICSI pode apresentar, ha ainda
diversos problemas que limitam o sucesso da técnica. Injurias mecanicas ao
citoesqueleto e organelas do citoplasma que podem ser causadas pela agulha
de microinjecdo causam uma perda embrionaria apdés a transferéncia do
embrido microfertilizado (IRITANI, 1994). A maturacdo citoplasméatica também
tem efeito importante, pois apesar da ICSI necessitar apenas de um nucleo
integro em relacdo as células espermaticas, apenas ovécitos maturados sao
capazes de descondensar a cabeca espermatica (PERREAULT, 1992; MCLAY
& CLARKE, 1997).

Na espécie bovina, uma das duas teorias mais aceitas sobre o

7

insucesso da técnica nessa espécie € devido a forma distinta do nucleo
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espermdtico (achatado e grande) e a invisibilidade do ooplasma sob
microscopia oOptica. A outra teoria € sobre a possivel dependéncia do numero
de pontes de dissulfito na cromatina nuclear de espermatozoides bovinos para
o desenvolvimento do pré-nucleo masculino dentro do ooplasma (MARTINS et
al., 2002).

A principal falha de fecundacdo ap6s a ICSI €, portanto, uma
inadequada ativacdo dos ovocitos, possivelmente combinada com deficiente
maturacdo citoplasmatica in vitro, resultando em baixa descondensacédo da
cabeca espermatica e decréscimo no desenvolvimento embrionario. Um
melhoramento da técnica de maturacdo e ativacdo do ovOcito in vitro
aumentaria as taxas de fecundacdo e formacdo de blastocisto apés a ICSI
(GOMEZ, et al., 1998).

2.4.1. Técnica Piezo-ICSI

O piezo-drive € um dispositivo que promove a penetracdo da pipeta de
injecdo para dentro dos ovOcitos através de vibracdes piezo-elétricas. Esta
técnica tem tornado a ICSI mais eficiente quando em comparagcdo com a
introducdo manual (MARTINS, 2006). Segundo Kimura & Yanagimachi (1995),
a injecao de espermatozoides utilizando o piezo-driver € bem menos traumatica
ao ovocito quando em comparacdo com a pipeta manual utilizada na ICSI
convencional. Enquanto apenas 16% dos ovocitos sobreviveram ao meétodo
convencional, 80% sobreviveram ao método com piezo-driver.

Katayose et al. (1999) também realizaram experimentos comparando a
técnica de ICSI convencional com a técnica de Piezo-ICSI em ovOcitos bovinos.
Foi examinada a eficacia apdés os ovocitos serem ativados e fertilizados e
comprovou-se que a técnica de Piezo-ICSI foi mais eficiente que a ICSI

convencional, obtendo mais embrides.

2.5. PRINCIPIOS DO PROCESSO DE LIOFILIZACAO

Diferentemente da desidratacdo convencional, que depende do

fenbmeno de evaporacgdo, a liofilizacdo baseia-se no fenébmeno da sublimacéo,
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ou seja, da direta transicao do estado solido (gelo) para o estado gasoso, sem
passar pelo estado liquido. Para evitar o estado liquido na liofilizacdo é
necesséario gerar um vacuo durante o processo, mantendo a temperatura
suficientemente baixa e a baixa pressao atmosférica. Além disso, é necessario
fornecer suficiente energia (calor latente) dentro do equipamento,
simultaneamente, para compensar a transicao de fase (HOCHI et al., 2011).

O processo de liofilizagdo consiste em trés etapas principais: o
congelamento, a desidratacdo priméaria e a desidratacdo secundaria. Sendo a
etapa de congelamento a mais critica, pois a microestrutura formada durante o
processo é quem determina a qualidade do produto final (KUMAR et al., 2011).
Dentro das trés etapas supracitadas, destacam-se 0s principaiS processos:
congelamento, sublimacdo, dessorcédo (processo no qual uma substancia €
liberada em determinada superficie), bombeamento de vacuo, e condensacao
(LIU et al., 2008).

2.5.1. Congelamento

O congelamento do produto reduz a atividade quimica por reducéao da
movimentacdo molecular. Em geral, o congelamento € definido como o
processo de cristalizacdo da agua, resultando em cristais de gelo. Nesta fase, o
produto € submetido a temperaturas inferiores ao proprio ponto de
congelamento do material (TERRONI et al., 2011). Para o processo de
liofilizacdo, os espermatozoides sao inicialmente pré-congelados em vapor de
nitrogénio a cerca de -80°C, ao serem colocados em uma caixa de isopor,
mantendo os frascos com espermatozoides a 5 cm da superficie liquida do

nitrogénio (SIMOES, 2012).

2.5.2. Desidratacdo Primaria

Simultaneamente ao congelamento, gera-se VvAacuo no interior do
equipamento e € também fornecido ao produto congelado, grande fonte de
energia (calor latente) sob baixa pressdo atmosférica, mantendo a temperatura

acima da temperatura critica, resultando no produto sublimado. O aumento da
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temperatura acima deste nivel resulta em defeitos de processamento
indesejaveis durante a liofilizacdo, enquanto que a diminui¢cdo da temperatura
abaixo do nivel pode resultar em inaceitavel lentiddo no processo de secagem
(KRAMER et al., 2009).

Durante esse processo de sublimagédo, aproximadamente 90% do total
de agua do produto pode ser removida, sendo constituido quase que
totalmente de ‘agua livre’, contendo pouca quantidade de ‘agua ligada’ (HOCHI
et al., 2011). A remanescente quantidade de agua, chamada de ‘agua ligada’,
sera removida na desidratacéo final, ou secundaria (HOCHI et al., 2008).

Conforme o gelo sublima, formam-se poros no interior do produto que
esta sendo desidratado. O objetivo da desidratacdo primaria € encontrar
condicOes de operacéo para o processo de liofilizacdo minimizando a duracéo
desta etapa pela maximizacdo da velocidade de remocao da agua sublimada
na interface. Isto deve ser realizado sem que ocorra o derretimento da camada
congelada (BOSS et al., 2004). A desidratacdo € uma etapa essencial, pois é
responsavel por reduzir a ocorréncia de injurias causadas pela formacéo de

cristais de gelo intracelular (LOI et al., 2013).

2.5.3. Desidratacdo Secundéaria

A remanescente quantidade de ‘agua ligada’ do processo de sublimacéao
sera removida durante essa etapa da liofilizacdo. A ‘agua ligada’ é quem limita
a integridade estrutural do produto, portanto, qualquer interacao fisico-quimica
entre a agua e a matéria seca tem de ser quebrada antes da agua ser
completamente removida no processo chamado dessorgcdo, 0 que requer mais
energia que a necessaria para o processo de sublimacdo. Nesta etapa, uma
elevada temperatura, sob baixa pressao atmosférica (inferior aquela fornecida
na desidratacdo primaria), € fornecida ao produto sublimado para remover a
umidade sublimada e resultar no produto liofilizado final (HOCHI et al., 2008). A
desidratacdo secundaria inicia-se, teoricamente, quando todo o gelo foi
removido por sublimacéo (BOSS et al., 2004).

O recipiente do produto liofilizado deve ser selado de forma adequada,
seja sob vacuo ou apds enchimento com gas nao reativo, como nitrogénio ou

argonio. Dessa forma, o produto pode ser preservado, teoricamente, numa
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prateleira durante anos, a 4°C, ou em temperatura ambiente quando
transportados por curtos periodos (KANEKO & NAKAGATA, 2006; HOCHI et
al., 2011).

2.6. ESTRUTURA ESPERMATICA

Os espermatozoides apesar de variarem entre as espécies sao
formados dentro dos tubulos seminiferos nos testiculos. Quando
completamente desenvolvidos, sdo células alongadas, e consistem
basicamente de duas estruturas: uma cabeca achatada contendo o ndcleo e
uma cauda com o aparelho locomotor. A cauda do espermatozoide € ainda
subdividida em: colo e pecas intermediaria, principal e terminal (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

A principal caracteristica da cabeca do espermatozoide é o nucleo
achatado de forma oval, contendo o DNA. O acrossomo trata-se de uma fina
cobertura de dupla camada que envolve o nucleo espermatico, e contém as
enzimas essenciais para 0 processo de fertilizacdo como acrosina,
hialuronidase e outras (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Em relacdo a cauda, as pecas intermediarias juntamente com a peca
principal formam o axonema, que € composto por nove pares de microtubulos,
mais dois pares centrais. Este conjunto de microtubulos e as densas fibras da
peca intermediaria sdo recobertos por grande quantidade de mitocondrias
dispostas em forma de hélice, responsaveis pela motilidade espermatica
(MARTINS, 2006).

2.7. DANOS DECORRENTES DA CRIOPRESERVACAO

Os espermatozoides ao serem criopreservados sdo expostos, além do
congelamento, as concentracdes de crioprotetores e ao descongelamento.
Estes diversos processos podem afetar a viabilidade e estabilidade celular,
entretanto, o0s danos celulares sdo decorrentes principalmente do
comportamento da agua sob condicbes de baixas temperaturas. A crioinjaria
ocorrida durante os processos de congelamento e descongelamento € um

processo letal relacionado a formagéo dos cristais de gelo intracelular, os quais
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sdo capazes de alterar as estruturas da membrana plasmética, modificando o
fluxo de dgua para o meio extracelular e aumento da concentracao intracelular
de solutos (WATSON, 2000).

2.8. FUNCAO E INTEGRIDADE DOS ESPERMATOZOIDES
APOS A LIOFILIZACAO

Os espermatozoides liofilizados passam por exposicdo ao
congelamento, desidratacdo completa (primaria e secundaria), além de
armazenamento a longo prazo e reidratacdo. Esta série de processos pode
afetar negativamente tanto suas caracteristicas estruturais como funcionais
(HOCHI et al., 2011).

De acordo com resultados obtidos por MARTINS et al. (2007), o
componente celular mais afetado pela liofilizagcdo foi a membrana plasmatica
dos espermatozoides. Além da membrana plasmatica, a organizacdo dos
microtubulos foi comprometida na maioria dos tratamentos realizados no
experimento. E isto explicaria a auséncia/reduzida motilidade dos
espermatozoides liofilizados, pois sdo o0s microtubulos as estruturas
responsaveis pela movimentacdo espermatica. Por outro lado, o acrossoma e
as mitocondrias foram bem preservados em todos os tratamentos. Nos
tratamentos com trehalose, os acromossomas apresentaram-se mais intactos

que nos outros tratamentos.

2.9. MEIOS PROTETORES NO PROCESSO DE
LIOFILIZACAO

Por ser a Uunica condicdo necessaria para um desenvolvimento
embrionario bem sucedido utilizando ICSI, a estabilizacdo dos nucleos
espermaticos por liofiizacdo tem sido um dos maiores objetivos da
criopreservacdao, entretanto, o sucesso ainda é limitado (CROWE, et al., 2001).
Devido as escassas informacdes a respeito da liofilizacdo espermatica,
principalmente em relacdo a de espermatozoides bovinos, vem surgindo muitos
estudos que visam avaliar a estrutura e a funcionalidade dos espermatozoides

bovinos conservados em diferentes meios protetores.
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2.9.1. Substancias nucleo-protetoras

Os primeiros protetores nucleares descritos para a liofilizacéo
espermatica foram o Soro Fetal Bovino (SFB) e a Albumina Sérica Bovina
(BSA). E atualmente, os principais tratamentos utilizados como substancias
nacleo-protetoras séo: o soro fetal bovino, a solucéo nao fisiolégica quelante de
calcio chamada EGTA, a solugdo de trehalose 0,2M, e o TCM 199 (MARTINS
et al., 2007).

Segundo estudos realizados por Martins et al. (2007), apesar dos
microtubulos serem mais afetados nos tratamentos com EGTA e trehalose,
foram nestes tratamentos que o0 ndcleo espermatico apresentou-se mais bem
conservado, chegando a apresentar cerca de 95% dos espermatozoides com
DNA intacto nos tratamentos com trehalose 0,2M. Ou seja, 0 meio com
trehalose ndo é capaz de evitar os danos na membrana plasmatica, mas em
compensagdo é capaz de garantir a estabilidade nuclear, caracteristica
essencial para viabilidade de espermatozoides liofilizados associados a ICSI.

A época, acreditou-se que a associacéo de trehalose e EGTA poderia
melhorar a técnica de liofilizacdo espermatica (MARTINS et al.,, 2007),
entretanto, apos estudos realizados com EGTA suplementado de trehalose,
concluiu-se que se trata de uma associacdo que, quando em concentracdes
apropriadas, melhora a integridade do DNA espermatico, mas que isso nao a
torna capaz de melhorar a taxa de fertilizacdo e nem de desenvolvimento
embrionario (MEN et al., 2013).

2.10. PROTOCOLO DE LIOFILIZACAO ESPERMATICA

Devido a grande dificuldade encontrada na preservacao das estruturas
celulares durante o processo de liofilizagdo ainda ndo ha um protocolo padréo
bem definido, mas diversos estudos vém sendo realizados a fim de melhorar a
habilidade e a capacidade de desenvolvimento embrionario dos
espermatozoides liofilizados. Para tanto, tem-se dado uma atencdo especial

para a solucéo de liofilizacédo, pois ja é sabido que algumas substancias séo
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capazes de proteger o DNA espermético dos danos fisicos causados pelo
processo de liofilizagdo (HARA et al., 2014).

Uma solucao tampéo contendo Tris-HCI, EGTA e NaCl, tem sido a mais
utilizada nos dias atuais para a suspensao de espermatozoides e liofilizac&o
(KUSAKABE et al., 2001; KANEKO et al.,, 2003; KAWASE et al., 2007;
MARTINS et al., 2007; HARA et al., 2011). Essa soluc¢éo de liofilizacado consiste
em: 10mM de Tris-HCI, 50mM de EGTA e 50mM de NaCl, com pH estabilizado
em 8,0 (HARA et al., 2014). O ajuste do pH para 8,0 é feito pois Kaneko et al.
(2003) comprovaram que os resultados em relacao a integridade cromossomal
e habilidade de desenvolvimento embrionario sdao melhores quando os
espermatozoides sao liofilizados em meio alcalino (pH entre 8,0-8,2).

O EGTA por ser um agente quelante de calcio é essencial para prevenir
a deterioracdo dos espermatozoides durante a liofilizacdo e subsequente
preservacdo a 4°C, principalmente por inibir a atividade das endonucleases
(KUSAKABE et al., 2001; KANEKO & NAKAGATA, 2006;).

Kaneko & Nakagata (2006), realizaram estudos comparativos utilizando
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), em diferentes concentracées, como
um substituto do EGTA na solucdo de liofilizagdo. Os resultados desses
estudos mostraram que o EDTA também é capaz de prevenir a fragmentacéo
dos cromossomos espermaticos, além disso, concluiram que o EDTA é mais
eficiente que o EGTA, devido a menor quantidade necessaria para
proporcionar a mesma protecdo. Foi necessario apenas 1mM de EDTA,
guantidade bem inferior aos 50mM de EGTA, para que a solucéo de liofilizacdo
fosse capaz de fornecer protecdo durante o processo de liofilizacdo e
subsequente preservagao.

Apesar das diferentes concentracdes, solucdes e até mesmo diferentes

tempos utilizados, os protocolos baseiam-se em:
2.10.1. Avaliacdo da amostra de sémen bovino
Para o processo de liofilizacdo, a amostra de sémen é avaliada

previamente quanto a motilidade, vigor, alteracbes morfolégicas, concentracao

e outras (SIMOES, 2012). O ideal é que apenas amostras com mais que 80%
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de motilidade e menos que 10% de anormalidade espermatica sejam

selecionadas para o processo (MARTINS et al., 2007).
2.10.2. Centrifugacao da amostra

A amostra € entdo centrifugada em gradiente de Percoll (45-90%) para
remocédo de plasma seminal. Sequencialmente a amostra é ressuspendida por
mais duas vezes em meio TALP (Tyrode’s albumen lactate pyruvate), para
capacitacédo dos espermatozoides e remocao residual de Percoll (MARTINS et
al., 2007).

2.10.3. Adicao da solucao tampao de EGTA (ou derivado)

Apos centrifugacdo do sémen, remove-se o0 sobrenadante e é
adicionada ao “pellet” de espermatozoides formado, a solucdo de liofilizacéo,
gue na maioria dos estudos atuais é a solucdo tampédo de EGTA (10mM de
Tris-HCI, 50mM de EGTA e 50mM de NaCl, com pH estabilizado em 8,0)
(HARA et al., 2014).

Segundo experimentos realizados por MARTINS et al. (2007) com
bovinos Nelore, considerou-se ajustar a concentracdo para 10x10°
espermatozoides/100ul solucéo de liofilizacdo. Em alguns estudos a suspenséo
espermatica (sémen e solucéo de liofilizacdo), adicionada a tubos de 1,5mL, é
deixada por 10-30 minutos a 37°C para permitir que 0s espermatozoides se
dispersem sobre a solucdo de liofilizacdo (KANEKO & NAKAGATA, 2006;
MARTINS et al., 2007). J&a outros, preferem ressuspender os espermatozoides

na solucao de liofilizacao por duas vezes (HARA et al., 2014).

2.10.4. Liofilizacdo

Posteriormente, expde-se a amostra em vapor de nitrogénio liquido (-
80°C) por aproximadamente 1 hora, para depois imergi-la por alguns segundos
em nitrogénio liquido (-160°C) (KANEKO & NAKAGATA, 2006; MARTINS et al.,

2007; SIMOES, 2012). Ent&o a amostra € colocada no aparelho de liofilizag&o,
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com a pressado previamente estabilizada, e apds 12-16 horas de liofilizagéo, o
tubo com a amostra deve ser coberto com papel aluminio para ser armazenado
a 4°C, podendo permanecer por meses antes de realizar a ICSI (MARTINS et
al., 2007).

2.10.5. Reidratacéo e ICSI

Imediatamente antes de realizar a ICSI, a amostra de espermatozoides
liofilizados € reidratada adicionando-se aproximadamente 100ul de &gua
ultrapura (Milli-Q®). Realizam-se novamente as avaliacGes de motilidade, vigor,
alterac6es morfologicas, concentracao e outras, para em seguida centrifugar a
amostra por 3 minutos (700 x g) e ressuspender o “pellet” com 0,5mL de meio
TALP. Depois de ressuspendido centrifuga-se novamente, e entdo a amostra
pode ser utilizada na ICSI (MARTINS et al., 2007). Todo o processo pode ser

visualizado resumidamente no esquema abaixo.
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Esquema 1. Passo-a-passo da liofilizagdo

Sémen fresco

!

Avaliac6es pré-liofilizagdo

v v y

Motilidade Concentragao Morfologia

Centrifugacgao
1°.Gradiente Percoll ————>2° Meio TALP

Remoc¢ao de plasma seminal

Diluicdo da amostra
Solug&o de EGTA (10mM Tris-HCI; 50mM EGTA; 50 mM NaCl) pH 8,0

[10x10° espermatozoides/100ul solucéo de liofilizagao]

Liofilizag&o _
Vapor de N (-80°C): por 1 hora

Imers&o em N3 (-160°C): por alguns minutos

—

Liofilizador: por 12-16 horas.

o

Reidratacao

Adic&o de 100 pl de agua ultrapura

2.11. PERSPECTIVAS DA LIOFILIZACAO ESPERMATICA NA
REPRODUCAO BOVINA

Atualmente, ja existem varios protocolos de criopreservacdo para
espermatozoides de mamiferos. O mais utilizado mundialmente é o de
criopreservacdo convencional, o qual exige para mantenca da condicdo de
criopreservado, o nitrogénio liquido. Além do préprio custo inicial do nitrogénio

liquido, os botijdes de criopreservagdo requerem sua constante reposicao,
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devido a alta taxa de evaporacdo, o que contribui para o aumento no custo de
manutencdo. Outro fator limitante € a necessidade de mao-de-obra capacitada
para manusear o botijao, pois se trata de um equipamento que deve ser
manuseado com cautela, visto que ha risco de acidentes envolvendo o
nitrogénio liquido (LOI et al., 2013).

O principal fator limitante do botijdo de criopreservacdo € o seu dificil
deslocamento em escala mundial. Pois ha a necessidade de um transporte
especial para se preservar a qualidade em seu interior, 0 que acaba por
favorecer o encarecimento do transporte e limitar a expansao de transferéncia
genética entre paises mais distantes (LOI et al., 2013).

A técnica de liofilizacéo, portanto, pode ser revolucionaria por possibilitar
e facilitar essa troca de importantes linhagens genéticas entre estados, paises
e continentes. Por isso, varios grupos de pesquisa vém buscando investir nesta
técnica para conservacdo do germoplasma masculino, entretanto, ainda ha
necessidade de mais pesquisas na area para viabilizar a técnica (MARTINS,
2006).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos conhecimentos adquiridos nesta revisdo bibliogréfica, é
possivel dizer que a liofilizacdo possui grande potencial de se tornar
futuramente um dos melhores métodos de conservacgdo de espermatozoides. A
independéncia de nitrogénio liquido e, consequentemente, de botijdes de
criopreservacgdo, € uma das principais vantagens que a técnica apresenta. Isto
tornaria o transporte de sémen muito mais facil, dispensaria os elevados custos
com aquisicdo e manutencdo dos botijdes de criopreservacdo, e também
reduziria o risco de contaminacdo a que estamos sujeitos com estes. Somadas
as inumeras vantagens que a liofilizacdo proporciona, a troca de materiais
genéticos se expandiria a nivel mundial, resultando em maiores quantidades de
adeptos as biotecnologias como inseminacéao artificial.

Entretanto, ainda ha& grande necessidade de aprofundamento e
aperfeicoamento da técnica, especialmente na sua utilizagdo na espécie
bovina. De acordo com o0s estudos realizados por varios grupos de
pesquisadores, a técnica de liofilizacdo ainda € bastante agressiva a certas
organelas do espermatozoide, como a membrana plasmatica e a organizacao
dos microtubulos, o que resulta na limitacdo da motilidade destes
espermatozoides apOs reidratacdo. Sem motilidade ndo € possivel utiliza-los
diretamente na inseminacao artificial, sendo necessario microinjeta-los dentro
de ovocitos maduros através da técnica de ICSI para viabilizar o
desenvolvimento embrionario. A técnica de ICSI € outro fator probleméatico por
nao apresentar bons resultados na espécie bovina, isto devido a uma falha na
ativacao de ovdcitos durante o processo de microinjecao.

Por isso, faz-se necessario um aperfeicoamento de ambas as técnicas,
mas em especial, da propria liofilizacdo, com a producdo de solucbes de
liofilizacdo capazes de proporcionar uma efetiva protecdo de todas as
organelas essenciais, para Vviabilizar o uso destes espermatozoides
diretamente na Inseminacdo Artificial, e assim torna-los comercialmente

viaveis.
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5. RELATORIO DE ESTAGIO

5.1. INTRODUCAO

O Estagio Obrigatorio € uma disciplina do 10° semestre do curso de
Medicina Veterindria da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da
Universidade de Brasilia (UnB). E de carater obrigatério para conclusdo do
curso, totalizando 480 horas. Tem como objetivo possibilitar ao aluno vivenciar,
adquirir e desenvolver conhecimentos tedéricos e praticos, obtidos durante a
graduacéo.

A escolha da é&rea de reproducdo animal e principalmente a
biotecnologia da reproducéo teve como objetivo aprofundar os conhecimentos
adquiridos durante a graduacdo e vivenciar o dia-a-dia desse campo de
atuacao.

A Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), criada em
26 de Abril de 1973, possui sede em Brasilia e em mais 47 unidades de
pesquisa e servicos espalhadas em todas as regides do Brasil. A unidade
localizada em Brasilia, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen) tem como misséao viabilizar o desenvolvimento e inovagdo na area
de recursos genéticos voltados para a sustentabilidade da agropecuaria
brasileira. A atuacdo da Embrapa € nacional e internacional, sendo entao
referéncia por suas patentes, pesquisas e outros servicos (EMBRAPA, 2011).

Nos anos 70, a Food and Agriculture Organization (FAO) das Nacoes
Unidas, estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de Centros para
Conservacdo de Recursos Genéticos, em regides consideradas de alta
variabilidade genética. Neste contexto, em 22 de Novembro de 1974, a
Embrapa criou o Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN), que
mais recentemente adotou a assinatura Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia esta localizada no Parque
Estacao Biologica, ao final da Asa Norte, proximo ao lago Paranoa. A unidade
possui atualmente, uma area total construida superior a 30.000m2, onde se

destacam:
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e Prédio da Administracéo;

e Auditorio Assis Roberto de Bem;

e Biblioteca Especializada,;

e Conjunto de prédios de apoio: guaritas de acesso com seguranca 24h,
oficinas, garagem para veiculos de frota, galpdes, almoxarifado,
depositos, abrigos para grupos geradores de energia, incinerador e
deposito de Material Radioativo;

e Instalacdes e recursos de apoio a pesquisa: 28 Casas de vegetacao, 14
Telados, 1 Estufa;

e Instalacdes e prédios de areas técnicas e de pesquisa:

e Prédio da Biotecnologia — PBI

e Prédio do Controle Biologico | — PCB |

e Prédio do Controle Biolégico Il — PCB Il

e Prédio da Conservacdo de Germoplasma — PCG

e Prédio da Coleta e Caracterizacdo de Germoplasma

e Prédio da Quarentena de Germoplasma

e Prédio da Informéatica

e Prédio da Botéanica e Ecologia — (PBE)

e Fazenda Sucupira*

O Campo Experimental Sucupira Assis Roberto de Bem esta situado a
35km do Plano Piloto, em Brasilia, e possui uma éarea total de 1.800 ha e area
construida de mais de 2.000m?. Além do Laboratério de Reproduc&o Animal, o
Campo Experimental Sucupira Também abriga racas de animais domeésticos
ameacadas de extincdo (bovinos, suinos, ovinos, equinos, caprinos e asininos)
do Banco Brasileiro de Germoplasma Animal e alguns bancos de espécies

florestais nativas e exoticas.



5.2.  IDENTIFICACAO DO ESTAGIO

Area de estagio: Biotecnologia de Reproducdo Animal

Local: Laboratério de Reproducao Animal | (EMBRAPA CENARGEN)
Laboratdrio de Reproducao Animal Il (FAZENDA SUCUPIRA)

Orientador académico: Prof. Dr. lvo Pivato

Supervisor de estagio: Dr. Ricardo A. Figueiredo

Periodo de estagio: 26 de Fevereiro de 2014 a 30 de Maio de 2014

Carga Horéria: 40 horas semanais

5.3. PLANO DE TRABALHO

Nome do supervisor do estagio: Ricardo A. Figueiredo
Projeto: 031201019003

Atividades a serem desenvolvidas:
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- Acompanhar as atividades de superovulacdo e transferéncia de embrides

bovinos
- Acompanhar as atividades de producéao in vitro de embrides

- Acompanhar o manejo reprodutivo do rebanho bovino do CES

- Acompanhar a avaliacdo andrologica e congelamento de sémen de touros

- Acompanhar experimentos de avaliagcdo da funcdo ovariana e producdo de

embrides
- Elaborar relatério simplificado

- Participar do “Journal Club”.

5.4. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

5.4.1. Aspiracao de Ovacitos

No dia 27 de Fevereiro, primeiro dia oficial de estagio, foi realizado pela

manha o reconhecimento da infraestrutura laboratorial da Fazenda Sucupira.
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Neste mesmo dia, foi possivel acompanhar e realizar a aspiracdo de ovaocitos
de ovarios bovinos oriundos de abatedouros.

A coleta de ovarios bovinos foi realizada imediatamente apés a fémea
ser abatida, na linha de abate. Ao instante em que o abdémen é aberto pelo
magarefe, o ovario € removido com o auxilio de uma tesoura. Os ovarios foram
entdo armazenados em um vidro contendo solugdo salina a 0,9% e sob
temperatura de 33 a 36°.C. O transporte dos ovarios até o laboratério deve ser
feita em até 3 horas para que a viabilidade dos ovdcitos nao se alterem.

Depois de chegar ao laboratério, os ovarios foram colocados em banho-
maria (figura 1), para manter a temperatura, e entdo aspirados individualmente
através de uma agulha 40x12mm acoplada a uma seringa. O liquido folicular
coletado da aspiracao foi colocado em tubos de ensaio, deixados em posi¢cao
vertical no banho-maria. E importante lembrar, que previamente ao inicio da
aspiracdo, € necessario que o banho-maria tenha sido ligado com pelo menos
2 horas de antecedéncia. Ap0s completar os tubos com o liquido aspirado,

retirou-se o sobrenadante com o auxilio de um pipetador.

Figura 1: Banho-maria e ferramentas para aspiracéo folicular.

O conteudo aspirado foi entdo colocado em placas de Petri (grande),
contendo TCM-HEPES, um meio de lavagem, e 10% de soro fetal bovino, para
gue os ovocitos possam ser rastreados ao microscopio. Os ovécitos rastreados
foram colocados em outra placa de Petri, menor a primeira, contendo 2-3ml de
meio de lavagem. Depois de rastreados, esses ovocitos foram selecionados e
separados em grupos de acordo com a classificacdo do grau destes. Os

ovécitos podem ser classificados em grau 1, 2, 3, desnudos ou atrésicos. A
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classificagdo ocorre de acordo com a quantidade de células do cumulus e a
qualidade morfoldgica intracelular.

Grau 1: cumulus compacto, contendo mais de trés camadas de células e
citoplasma do ovécito apresenta-se homogéneo.

Grau 2: cumulus compacto, parcialmente presente ao redor do ovdcito,
com menos de trés camadas celulares. O citoplasma possui granulagdes
distribuidas de modo heterogéneo.

Grau 3: cumulus presente, porém expandido. O citoplasma apresenta-se
contraido, degenerado, fragmentado ou com presenca de vacuolos.

Desnudo: o citoplasma possui granulacdes homogéneas, porém as
células do cumulus estédo ausentes.

Atrésicos: o citoplasma possui granulagdes irregulares e ceélulas do
cumulus enegrecidas.

Os ovocitos selecionados para maturacdo in vitro (MIV) sédo aqueles de
grau 1 e 2. Depois de selecionados foram transferidos para placas de Petri, e
lavados em trés gotas de meios de maturacdo, como o TCM, para entdo serem

maturados por 22 a 24 horas em estufas a 38,5°C com 5% de CO?.

5.4.2. Producéo in vitro de embrides

O processo de producéao in vitro de embrides se divide em trés principais
etapas: maturacao in vitro (MIV), fecundacéo in vitro (FIV) e cultivo in vitro
(CIV).

5.4.2.1. Maturacéo in vitro (MIV)

A MIV é o processo caracterizado por transformacfes celulares e
moleculares do complexo cumulus-ovécito, que se inicia no momento da coleta
do ovocito. Com a quebra da vesicula germinativa, a meiose é retomada dando
inicio ao processo de maturacdo. Os ovocitos de grau | e Il sdo geralmente
colocados em gotas de 200ul de meio de maturacdo para o banho destes.
Apos a lavagem, foram transferidos para cada gota de meio MIV

aproximadamente 25 a 30 ovdcitos, e essas gotas foram cobertas com 6leo
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mineral. Os ovdcitos permaneceram por 20 a 22 horas no meio de maturacao
em estufa (a 39°C, com 5% de CO.).

Ap6s a maturacdo, realizou-se a capacitagdo dos espermatozoides
criopreservados, para prepara-los paraa FIV. O método utilizado para
preparacdo do sémen para a FIV consistiu em: gradiente de densidade, Percoll
45% e 90%, previamente preparados com 2 horas de antecedéncia a

fecundacao in vitro (FIV).

5.4.2.2. Fecundacao in vitro (FIV)

Depois de estabilizado o meio, retirou-se a palheta de dentro do botijao,
contendo nitrogénio a -196°C, e colocou-se imediatamente em um recipiente
contendo agua a aproximadamente 35°C, deixando por cerca de 30 segundos.
Feito isso, cortou-se a palheta para despejar o conteuddo em microtubos
(eppendorf). Colocou-se o sémen sobre a coluna de Percoll e levou a
centrifuga (9000rpm/5min). Retirou-se o “pellet” e ressuspendeu-o em 1mL de
meio CAP (meio para capacitacdo), pois como o Percoll é uma substancia
toxica é necessario utilizar um meio basico para neutralizar a acdo toxica do
Percoll. Depois de colocado em meio CAP, centrifugou-se novamente a
9000rpm/5min, retirando posteriormente o sobrenadante e acrescentando em
torno de 100ul de FEC (meio de fecundacéo) final. Avaliou-se a motilidade e o
vigor do sémen, para depois realizar a contagem de espermatozoides na
camara de Neubauer e calcular a concentracdo espermatica e a dose
inseminante.

Depois de capacitados, microinjetou-se os espermatozoides dentro dos
odcitos pré-selecionados e levou a estufa novamente, para ficarem incubados

em meio de fecundacéo por 12 a 18 horas.

5.4.2.3. Cultivo in vitro (CIV)

Apbs essas 18 horas de co-cultivo, os provaveis zigotos foram retirados
do meio FIV, levemente pipetados e lavados em 2 a 3 gotas do meio SOF

(synthetic oviduct fluid), para remover os espermatozoides e transferir os
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zigotos para a gota de cultivo embrionario. No D2, 48 horas apés a
inseminacédo da FIV, os zigotos foram avaliados quanto a clivagem e calculou-
se a taxa de blastocisto em D6, D7 e D8 (figuras 2, 3 e 4). A partir de D7-D8 os
embrides formados ja estdo aptos para serem inovulados em receptoras, ou
até mesmo criopreservados.

Figura 2: Avaliacdo PIVE - dia 6

Figura 4: Avaliacdo PIVE - dia 8

5.4.3. Ultrassonografia

O acompanhamento do exame de ultrassonografia (figura 5) em vacas
receptoras foi realizado para avaliar o estado reprodutivo destas e verificar se
as mesmas estavam aptas para receber os embribes pré-selecionados.

Utilizou-se também a técnica de Ultrassonografia com Doppler para observar a
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irrigacdo dos possiveis corpos luteos. Depois de avaliada a condicdo das
vacas, realizou-se a transferéncia de embrides.

O método de ultrassonografia ou ecografia € um método de diagndstico
para exploracdo de estruturas, através da emissdo de ultrassom e captacao de
ecos. Além disso, permite a avaliagdo do tamanho, da forma, da localizacédo e
da consisténcia de 6rgdos em funcionamento ou o monitoramento de suas
funcdes e o registro de imagens para ser utilizado em atestados em ou laudos

clinicos, como diagndstico de gestacdo, dinamica folicular e outros.

Figura 5: Aparelho de US

5.4.4. Transferéncia de Embrides

A transferéncia de embrides € uma biotécnica baseada no principio da
multiplicacdo da progénie de fémeas consideradas superiores dentro de um
rebanho. Fundamenta-se na obtencdo de embrides de uma fémea doadora
para em seguida transferi-los para fémeas receptoras, com a finalidade de
completar o periodo de gestacdo. Avaliando a importancia do melhoramento
genético do rebanho esta técnica € a mais acessivel e proporciona o melhor
aproveitamento de uma doadora, multiplicando seu material genético.

Para realizar a transferéncia de embrides, inicialmente realiza-se a
anestesia epidural, aproximadamente 4mL de lidocaina. Assim que a cauda do
animal apresentar flacidez, pode-se prosseguir com a transferéncia do embrido.
Para transferir um embrido, utiliza-se um inovulador, devidamente montado e
com o embrido em seu interior. Com o auxilio do aparelho de ultrassom,

verifica-se qual dos ovarios contém o corpo luteo, pois sera no corno de
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mesmo lado que o embrido devera ser depositado.

5.4.5. Inseminacgéo Artificial por Tempo Fixo (IATF)

Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar o protocolo
completo de inseminacao artificial por tempo fixo (IATF) em vacas de raca
Nelore. Trata-se de uma técnica que promove a sincroniza¢ado da ovulagédo das
fémeas ap6s a administracdo de medicamentos em dias predeterminados,
evitando a necessidade de observacao de cio. Ha diversos protocolos de IATF
sendo utilizados atualmente. Desta forma é possivel otimizar a mao-de-obra,
padronizar lotes de bezerros, reduzir intervalo entre partos, entre outras

vantagens.

5.4.6. Palpacéo Retal

Em rebanhos bovinos, uma das rotinas mais requisitadas é o diagnéstico
de gestacao feito por palpacédo retal (figura 6). A técnica permite confirmar a
presenca de gestacdo e a fase gestacional, e também identificar possiveis
problemas reprodutivos. Pela palpacdo retal podemos observar certas

caracteristicas em diferentes estagios de gestacdo, como:

e 32 dias: Ao realizar o beliscamento (deslizamento do cério-alantoide
sobre a parede do Utero) observa-se a presenca de parede dupla.

e 45 dias: Ja é possivel observar uma assimetria entre os cornos devido a
formacédo da pequena bolsa.

e 90 dias: O utero pode ser contornado em toda sua extensdo. Neste
periodo ha uma grande bolsa formada.

e 120 dias: O uatero adquire um formato de baldo e deixa de ser
contornavel. Encontra-se distendido e tenso.

e 5 meses: A cérvix esta pesada e afunilada para baixo devido a descida
do feto.

e 6 meses: O feto atinge a regido abdominal.
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e 7 meses: O feto comeca a se reposicionar na regido pélvica, e neste

periodo ja é possivel palpar a cabeca do feto.

Figura 6: Palpacéo retal

5.4.7. Exame Andrologico

A realizacdo do exame androlégico de touros € muito importante para a
avaliacdo da capacidade reprodutiva destes. O exame andrologico completo
fundamenta-se na avaliacédo de todos os fatores que contribuem para a funcéo
reprodutiva normal. Resumidamente, faz-se a anamnese, 0 exame clinico
geral, e posteriormente segue-se ao exame do sistema reprodutor realizando a
inspecdo e a palpacao dos 6rgaos genitais externos. Foi possivel acompanhar
duas aulas de exame androldgico durante o periodo de estagio na fazenda,

utilizando alguns dos equipamentos ilustrados na figura abaixo.

Figura 7: Equipamentos para exame androldgico
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5.4.8. Coleta e congelamento de sémen

Ao acompanhar um experimento de doutorado no Centro de
Conservacdo, foram observadas varias coletas de sémen bovino, por dois
métodos diferentes, vagina artificial e eletroejaculador. Em ambos os métodos
tive a oportunidade de realizar, a0 menos uma vez, a coleta e acompanhar as
avaliacOes feitas, inclusive o congelamento de sémen. Em outros dias, também
tive a oportunidade de realizar algumas coletas de sémen ovino por vagina

artificial (figura 8).

Figura 8: Coleta de sémen ovino por VA (vagina atrtificial)

5.4.9. “Journal Club”

Ao todo, foram 13 participagdes no “Journal Club”. Trata-se de uma
reunido semanal realizada todas as quartas-feiras no PBI, onde mestrandos,
doutorandos, pés-doutorandos e estagiarios apresentam artigos cientificos aos
demais estudantes, para que ao final realizem uma discussao sobre o contetdo
e sobre as metodologias aplicadas e também sobre possiveis adaptacbes a
serem implantadas no laboratério de reproducdo animal da Embrapa. Em
certas situacfes séo apresentados dissertacdes de mestrado, doutorado, pos-
doutorado. E uma reunido de extrema importancia, por ser uma oportunidade
de trocar ideias, de discutir diferentes pontos de vista, e confluir em melhorias

para o laboratoério e para os métodos utilizados.
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5.4.10. Outros

Durante o periodo de estagio, foi possivel acompanhar diversas
atividades. Todas me agregaram conhecimento, e com certeza contribuiram
muito para minha formacdo profissional. Quando na fazenda, tive a
oportunidade de trabalhar e aprender sobre o0 manejo de ovinos, como realizar
vermifugacao, vacinacao, tratamento de cascos, aplicacdo de medicamentos,
ultrassonografia para diagnostico de gestacao, tratamento de linfadenite, coleta
e congelamento de sémen de machos, além dos cuidados neonatais realizados
durante a época de paricdo das ovelhas. Tive também a oportunidade de
acompanhar uma cesariana por via para-mamaria de uma cabra.

Ainda na fazenda, acompanhei a realizacdo de laparoscopia em
bezerras para aspiracdo folicular (figura 9). E também de diversos
procedimentos rotineiros, como cura de umbigo, aplicacdo de medicamentos,

coleta de sangue, palpacéo retal, entre outros.

Figura 9: Aspiracdo folicular in vivo (por laparoscopia)

Quando no laboratorio, acompanhei diversos experimentos de mestrado,
doutorado, como: producéo in vitro de embrides, transferéncia nuclear (figura
10), congelamento de sémen, vitrificacdo. Foi possivel acompanhar diversas
avaliacdes de espermatozoides, como fluorescéncia, morfologia, concentracao,

motilidade, entre outros.
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Figura 10: Transferéncia nuclear

Abaixo, se encontram dois quadros que resumem gquantitativamente as

observacOes e/ou realizacdes das biotecnologias durante o estagio

Quadro 1: Rotina de atividades acompanhadas durante o estagio no LRA |, e quantidade de

vezes observadas e/ou realizadas.

Biotecnologias Quantidade de dias ndo
consecutivos de biotecnologias
realizadas
Aspiracao folicular 20
Producéo in vitro de embrides bovinos 20
Producédo de meios 5
Clonagem 3
Limpeza do banho-maria 2
Limpeza da estufa 1
Limpeza e descarte de materiais de 20
rotina
Producéo de pipeta de manipulacdo 6
Morfologia espermética 15
Avaliacdo espermatica por CASA 5
Fixacéo e coloracdo de ovocitos 3
“Journal Club” 13
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Quadro 2: Rotina de atividades acompanhadas durante o estagio no LRA II, e quantidade de

vezes observadas e/ou realizadas.

Biotecnologias

Quantidade de dias néo
consecutivos de biotecnologias

realizadas
Aspiracdo folicular de ovarios 15
oriundos de abatedouro
Producéo in vitro de embrides bovinos 15
Aspiracéo folicular in vivo 1
(videolaparoscopia)
Transferéncia de embrides 5
Casqueamento 4
Coleta de sémen (vagina artificial) 10
Coleta de sémen (eletroejaculador) 30
Producéo de pipeta de manipulacdo 2
Ultrassonografia 38
Protocolo de IATF 30
Palpacéo Retal 30
Cesariana 1
Transfusdo sanguinea 3
Vermifugacéo de ovinos 10
Coleta de sangue de bovinos 30
Criopreservacao de sémen 8
Lavagem e esterilizacdo de materiais 2
Exame androldgico de touros 10
Castracao de bovinos 2
Vasectomia de bovinos 2
Tratamento de linfadenite 3
US de carcaca 1
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5.5. CONCLUSAO

Apesar do curto tempo disponivel, durante o estagio supervisionado tive
a oportunidade de aprender sobre as mais diversas biotecnologias aplicadas a
area de reproducdo animal, e também de colocar em pratica a teoria adquirida
durante a graduacdo. A Embrapa, além de ser referéncia internacional em suas
linhas de pesquisa, fornece aos estagiarios um ambiente rico para o
aprendizado. Os pesquisadores, alunos de mestrado/doutorado, e também
funcionarios, se apresentaram sempre disponiveis a ensinar, incentivar e
responder quaisquer duvidas, o que com certeza foi fundamental para o
conhecimento obtido. Foi, portanto, uma experiéncia extremamente importante

para a minha formacéao profissional e pessoal.



