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INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO E DA CONCENTRACAO DE LACTOSE NA
VIABILIDADE DE MORULAS Mus musculus CONGELADAS PELO METODO
ULTRA-RAPIDO.

EFFECTS OF PRE TREATMENT AND LACTOSE CONCENTRATION ON ULTRA
RAPID FREEZING MOUSE MORULAE

Alceu Mezzalira* Mara Iolanda Batistella Rubin**

RESUMO lhetas de 0,25ml. O descongela-
mento foi realizado em banho-ma-

_ ria a 37°C e a remocdo do crio-

Duzentos e vinte e cinco protetor realizada pela exposi-
embrides de camundongos foram ¢ao, por 5 minutos, a uma solucao
congelados em vapor de nitrogé- de lactose na mesma concentracgao
nio, em quatro diferentes trata- utilizada no congelamento. Apds
mentos. No tratamento I (n=57), 48 horas de cultivo, os melhores
Os embrides foram submetidos a um resultados foram obtidos com oO
tratamento IV (80,7%), quando

comparados ao tratamento III (66,
7%), tratamento II (66,7%) e tra-

tamento I (31,6%). O pré-trata-
mento exerceu uma 1influéncia ne-

uma solucgao de

glicerol 5,0M
lactose 0,25M. No tratamento 1II

(n=54), o procedimento foi seme-

lhante, porém com a utilizacdo de
0,5M de lactose. No tratamento

I1II (n=57), os embrides foram co-
locados diretamente na solucdo de

glicerol 5,0M + lactose 0,25M. No

gativa, determinando menor viabi-
lidade média (49,2%) em relacgao
aos grupos sem pré-tratamento
(73,7%). A concentracao de lacto-
se 0,5M proporcionou maior viabi-

tratamento IV (n=57), o procedi-
mento foi semelhante ao tratamen-
to III, porém com a utilizacdo de
lactose 0,5M. Os embrides foram
mantidos por 5 minutos em cada
solugao, sendo em seguida envasa-
dos em grupos de 6 a 12,

lidade média (73,7%) que a lacto-
se 0,25M (49,2%).
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SUMMARY

Two hundred and twenty five
morulae were submitted to a ultra

rapid freezing in four different

treatments. In treatment 1
(n=57), the embryos were first
exposed to a 5.0M glycerol pre
treatment, and later to a
glycerol 5.0M + lactose 0.25M
freezing solution. In the

treatment II (n=54) the procedure
was 31mllar to the I,
instead
: . Lreatment II1
(n=57), the embryos were exposed
directly to a glycerol 5.0M +
lactose 0.25M freezing solution.
In the’ treatment IV (n=57) the

procedure was similar to the

treatment III, but with lactose
0.5M 1nstead 0 25M

solution,
groups of

plastic straws.
a water bath

Cryoprotector was removed by five

minutes exposure to a lactose
solution 1n the same
concentration than that used in

the freezing procedure. After 48

hours of culture, the highest
viability was observed in
treatment IV (80.7%), followed by
treatment III (66.7%), treatment
II (66.7%) and treatment I
(31.6%). Pretreatment determined
a decrease 1in the viability
(49.2%) when compared with the
viability of groups without pre
treatment (73.7%). The embryo
viability was higher with lactose

0.5M (73.7%) than with lactose 0.
25M (49.2%).

Key words: ultra rapid freezing,
pretreatment, lactose.

INTRODUCAO

Muito embora a sacarose se-
ja o agucar utilizado rotineira-
mente no congelamento ultra-rapi-
do de embrides, resultados seme-
lhantes ou até mesmo superiores
podem ser obtidos com lactose,
como demonstram os trabalhos de
TAKAHASHI & KANAGAWA (1985), BER-
NARDI et al (1988) e BERNARDI
(1989), com embrides de camundon-
gos.

A obtencao de bons resulta-
dos com o método ultra-rapido es-
ta condicionada principalmente as
concentracoes de glicerol e de
acucar utilizados, tendo sido
evidenciado que o aumento na con-

centragcao de glicerol requer con-
centragoes mais elevadas de acgu-
cares (BIERY et al, 1986). Além
disto, uma série de outros fato-
res como temperatura ambiente,
periodo de exposigado, volume das
solucoes e a utilizagcao de pré-
tratamento, podem influenciar a
viabilidade, o que por vezes per-
mite a verificagcao de resultados
semelhantes com protocolos bas-
tante diferentes.

O efeito do pré-tratamento
em concentragoes de 1,0 a 4,0M de
glicerol foi investigado por WIL-
LIAMS & JOHNSON (1986), que veri-
ficaram resultados semelhantes
aos obtidos sem pré-tratamento,

exceto com glicerol 2,0M, onde os
resultados obtidos sem pré-trata-
mento (67,0%) foram superiores
aos com pre-tratamento (38,0%).




Utilizando a concentracao 5,0M de
glicerol, SZELL & SHELTON (1987)
investigaram o efeito do pré-tra-
tamento em glicerol, verificando
neste caso, que os embrioes sao
menos dependentes da concentragao
de sacarose utilizada na solugao
de congelamento, sendo possivel a
obtencao de idéntica viabilidade
com concentragoes desde 0,125 até
1,0M de sacarose. J& na auséncia
de pré-tratamento, a viabilidade
€ dependente da concentragao de
sacarose, obtendo-se melhores re-
sultados com 0,5M de sacarose as-
sociada a 5,0M de glicerol.

O presente estudo teve o
propb6sito de investigar a in-
fluéncia do pré-tratamento em
glicerol e das concentracdes 0,25
e 0,5M de lactose na viabilidade
de mOrulas Mus musculus congela-
das pelo método ultra-rédpido, em
glicerol 5,0M.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas morulas
classificadas como excelentes
(Grau I) ou boas (Grau II), pro-
venientes de fémeas Sui¢o Albino.
As mérulas foram mantidas em PBS
modificado (WHITTINGHAM, 1971) e
submetidas a quatro diferentes
tratamentos. No tratamento 1

(n=57), os embrioes foram subme-
tidos a um pré-tratamento em gli-
cerol 5,0M, sendo em seguida co-
locados na solug¢ao de congelamen-
to composta por glicerol 5,0M +
lactose 0,25M. No tratamento 1II
(n=54) o procedimento foi seme-
lhante, porém com a utilizacao de
0,5M de 1lactose na solucao de

congelamento. No tratamento III
(n=57), os embrioes foram coloca-
dos diretamente na solugao de

congelamento composta por glice-
rol 5,0M + lactose 0,25M. No tra-

tamento IV (n=57), o procedimento
fol1i semelhante ao tratamento III,
porém utilizando-se lactose 0,5M.

Os embrides foram mantidos
por 5 minutos em cada solucgao,
sendo em seguida envasados em
grupos de 6 a 12 em 0,05ml da so-
lucao de congelamento, em palhe-
tas de 0,25ml, que tiveram suas
extremidades preenchidas por
0,15ml da solugao de lactose na
mesma concentragao utilizada no
congelamento. A solugao de conge-
lamento contendo os embrioes per-
manecia na parte média da palhe-
ta, separada por duas Dbolhas de

ar.

O congelamento fo1l realiza-
do em vapor de nitrogénio, por um
minuto, sendo em segulida mergu-

lhados no mesmo. O descongelamen-
to foi realizado em banho-maria a

372C por 20 segundos e a remogao
do crioproteror realizada pela
deposicao do contetdo da palheta

em mais 0,1lml da solugao de lac-
tose 0,25 ou 0,5M.

O cultivo fol realizado em
meio de Whitten modificado (THA-
DANI, 1982), em estufa a 37 C com
5% de C02 e 95% de umidade, sendo
realizadas duas avaliagoOes com 24
e 48 horas de cultivo. Na primei-
ra avaliacao foram considerados
vidvels os embrides que desenvol-
veram no minimo até o estagio de
blastocisto inicial, e na segunda
avaliacao, foram considerados
vidvelis o0s que atingiram os esta-
gios de Dblastocisto expandido,
blastocisto em eclosao ou blasto-
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estatistica foi
realizada através do delineamento

para experimentos fatoriais, com
nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento IV (80,7%),
do tratamento III (66,7%), trata-

seguida

mento II (66,7%) e
(31,6%) (Tabela 1).

A utilizacao de lactose
0,5M proporcionou maior viabili-
dade média (73,7%) quando compa-

rada aos 49,2% obtidos com lacto-
se 0,25M (Tabela 2), evidencian-
do a necessidade de maiores con-
centracoes de lactose com niveis
elevados e glicerol (5,0M), para
a obtengcao de bons resultados,
fato também demonstrado por BIERY
et al (1986) e SZELL & SHELTON
(1987) com sacarose.

O pré-tratamento em glice-
rol exerceu uma influéncia nega-
tiva, determinando menor viabili-
dade média (49,2%), quando compa-
rada com Os grupos sem pré-trata-
mento (73,7%) (Tabela 2).

Utilizando concentragdes de
glicerol 3,0 e 4,0M, WILLIAMS &
JOHSON (1986) verificaram que o
pré-tratamento ndo exerceu in-
fluéncias significativas. Ja
SZELL & SHELTON (1987) verifica-
ram um aumento de viabilidade com
glicerol 3,0 e 4,0M, ndo sendo
constatada qualquer influéncia

com 5,0M, quando 0O pré-tratamento
fol utilizado. Entretanto, SZELL

& SHELTON (1987) utilizaram saca-

tratamento I

rose 1,0M em maior volume em re-
lacao a lactose 0,5M na remogao
do crioprotetor, o que pode ter
determinado a diferenga de com-

portamento. BERNARDI (1989) evi-
denciou que maiores concentracodes

de acgucar possivelmente possam
ser mals eficazes na remogao do
crioprotetor nos caso em Qque O
congelamento €& realizado na au-
séncia de agucar, ou quando do
uso de maior volume da solucgao de
congelamento. Isto pode explicar
a baixa viabilidade obtida com
glicerol 5,0M + lactose 0,25M na
presencga de pré-tratamento
(31,6%), ja que a proporcao da
solugcao de congelamento e da so-
lugao de lactose 0,25M utilizada
na remogao do crioprotetor foi 1:
5, enquanto que SZELL & SHELTON
(1987) obtiveram alta viabilidade
com protocolo idéntico (82,0%)
utilizando 1 parte da solugao de
congelamento para 11 partes de

sacarose. |
Neste estudo foili obtida ma-

ior viabilidade na auséncia de
pré-tratamento (73,7%), eviden-
ciando que o pré-tratamento pro-
porciona maior permeacgao de gli-
cerol e, neste caso, concentra-
¢coes baixas como 0,25M de lacFose
possivelmente nao sejam efetivas
para sua remogao. Estas observa-
coes sao ainda reforcadas pelo
aumento da viabilidade verificada
com a utilizagcao de 0,5M de 1lac-
tose (66,7%) na presenga de pré-
tratamento, muito embora este re-
sultado seja inferior aos 80,7%
obtidos com o0 mesmo nivel de lac-
tose, na auséncia de pré-trata-
mento.

Desta forma, nas condigoes
do presente experimento, o pré-




tratamento em 5,0M de
diminui a viabilidade de mérulas
congeladas pelo método ultra-ra-

pido, enquanto que a concentracao
de 0,5M de lactose na solucdo de
congelamento e na remocao do
crioprotetor, proporciona maior
viabilidade embrionaria, quando

comparada com a concentragao de
0,25M.

glicerol
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PRE CONCENTRACAO EMBRTIOES
GRUPO
LACTOSE CONGELADOS VIAVEIS
n 48h
1 57 29,8 31,6
II GLICEROL 5, 0M 54 55,5 66,7
IV _——

57

LACTOSE 0,25M LACTOSE 0,5M MEDIA
GLICEROL 31,6% 66,7%

AUSENTE 66,7% 80,7%

MEDIA

49 ,2%a 713,7%b

' indican diferenca significativa (P ¢
0,05)

n ' linha indicam diferenca significativa (P«
r 05) .
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