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APRESENTACAO

A area de melhoramento genético é um sub-ramo da genética que visa identificar,
aperfeicoar, selecionar, preservar e utilizar caracteristicas de interesse produtivo e
comercial em plantas e animais. Selecionar gendétipos e fenétipos de interesse nos
variados organismos vem sendo feito desde o inicio da agricultura e da pecuaria, nos
primérdios da civilizagao, através de selecao artificial.

Atualmente, a area de melhoramento genético conta com inumeras ferramentas
para a selecao de caracteristicas desejaveis; como marcadores morfolégicos
e moleculares, criopreservacdo, transgenia, cruzamentos e construcdo de
germoplasmas.

A obra "Genética e melhoramento de plantas e animais" &€ composta de uma
criteriosa selegcdo de trabalhos cientificos e de revisbes de literatura organizados
em 10 capitulos distintos, elaborados por pesquisadores de diversas instituicoes
que apresentam temas diversificados e relevantes. Este e-Book foi cuidadosamente
editado para académicos e estudantes de todos os niveis (graduacéao e pds-graduacao)
que apresentem interesse nesta area, no qual encontrardo informacéo e resultados
de pesquisas de ponta.

E inegavel a crescente demanda de estudos e pesquisas direcionadas ao
melhoramento das espécies, especialmente em um pais tido como uma das maiores
poténcias agricolas e pecuarias do mundo. O futuro do melhoramento genético &
fascinante e extremamente promissor no Brasil e no mundo, e certamente sera uma
das forcas motrizes da produgao animal e vegetal e do desenvolvimento cientifico,
tecnolégico e humano.

Magnélia de Aratjo Campos
Rafael Trindade Maia
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CAPITULO 8
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RESUMO: Criopreservacdo € uma biotécnica
capaz de preservar células e tecidos a
longo prazo por meio da redugdo drastica de
sua temperatura. Contudo, esse processo
produz danos celulares conhecidos como
crioinjurias que podem ser debelados com a

utilizagdo de produtos bioquimicos conhecidos

Genética e Melhoramento de Plantas e Animais

por crioprotetores.
objetivo examinar tdpicos importantes acerca

Este artigo teve como

da criopreservacdo de gametas, como a
historia de sua descoberta e utilizacdo e
suas principais processos e componentes
utilizados na atualidade.
pesquisa bibliografica através de analise

Realizou-se uma

detalhada de materiais publicados na literatura
anteriormente, examinando topicos sobre a
biotécnica criopreservagcdo e seus processos.
Concluiu-se que se faz necessario uma melhor
compreensdo da quimica e da biologia por
trds do congelamento e descongelamento
para um maior avanco na utilizacdo desta
biotécnica. Além disso, determinou-se que a
criopreservacao bem-sucedida de amostras
bioldgicas pode desempenhar um papel crucial
em pesquisas relacionadas a utilidade clinica
de todos os tipos de testes em humanos.
PALAVRAS-CHAVE: Biotécnica. Biotecnologia.
Gestacéo assistida.

MINIRREVISION: CRYOPRESERVATION OF
GAMETES

ABSTRACT: Cryopreservation is a
biotechnology capable of preserving cells
and tissues in the long term by drastically
reducing its temperature. However, such a
process produces cellular damage known as
cryoinjury which can be killed by the use of
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biochemicals known as cryoprotectants. This article aimed to examine important topics
about cryopreservation of gametes, such as the history of their discovery and use
and their main processes and components used today. A bibliographical research was
carried out through a detailed analysis of previously published literature, examining
topics on cryopreservation biotechnique and its processes. It was concluded that a
better understanding of the chemistry and biology behind the freezing and thawing
is necessary for a greater advance in the use of this biotechnology. In addition, it has
been determined that successful cryopreservation of biological samples may play a
crucial role in research related to the clinical utility of all types of tests in humans.
KEYWORDS: Biotechnique. Biotechnology. Assisted gestation.

11 INTRODUCAO

Criopreservacéo em suas mais variadas formas € uma das principais tecnologias
facilitadoras para terapias celulares para atender a explosao de interesse e praticidade
das terapias celulares nos ultimos anos. Desta forma, este processo € amplamente
aceito para descrever a preservacdo de células vivas e capacidade de reanimacéao
biol6gica (JANG et al., 2017).

Na realidade, a biopreservacao celular pode ser alcangada através de uma gama
de temperaturas reduzidas, que aumentam a sobrevivéncia apds reduzir atividades
bioldgicas, contudo existem algumas limitacbes que dependem da modalidade
escolhida. A concepcao de criopreservacdo mais apresentada em estudos € o
armazenamento de células vivas a temperaturas criogénicas fornecidas por nitrogénio
liquido ou o vapor associado (variando de -196° a aproximadamente -170°C). O maior
desafio para o se alcancar o sucesso em criopreservagao é a mudanca de fase da
agua que ocorre quando se diminui a temperatura abaixo de 0°C. Houveram muitos
estudos ao longo das ultimas décadas sobre os efeitos bioldgicos do congelamento
na maioria das vezes reino vegetal (JANG et al., 2017; FULLER et al., 2017; IAVOR
et al., 2018).

Diante do exporto, nesta revisdo examinaremos topicos importantes acerca da
criopreservacao de gametas, como a histéria de sua descoberta e utilizacéo e suas
principais processos e componentes utilizados na atualidade.

2 | MATERIAIS E METODOS

Como recurso metodolégico para alcancar o objetivo de averiguar a importancia
da fase pré-analitica na manutencdo de resultados corretos e seguros em um
laboratério de analises clinicas (determinando o papel e a relevancia da fase pré-
analitica na obtencéo de resultados corretos e seguros nos laudos emitidos por um
laboratério clinico), utilizou-se a pesquisa bibliografica narrativa que foi realizada por
meio de analise detalhada de materiais publicados na literatura anteriormente, além

Genética e Melhoramento de Plantas e Animais Capitulo 8




de artigos cientificos que foram divulgados em meio eletrénico.

Foram utilizados artigos e livros, pois se tratam de embasamento teérico
para pesquisa e fontes disponiveis em meio eletrénico, através da base de dados
Lilacs, Medline e Scielo contendo as palavras — chave: criopreservagao e gametas
masculinos e femininos. As estratégias de busca foram criopreservag¢ao and gametas,
criopreservacao and gametas masculinos e criopreservacao and gametas femininos.

Como populacéo de estudo, foram verificados 52 artigos cientificos, onde foram
excluidos 22 artigos por ndo obedecerem aos critérios de incluséo, no periodo de
janeiro a julho de 2019. Os artigos e livros utilizados foram publicados entre os anos
1897 e 2019, segundo o esquema resumido na figura 1.

Periodo desejado: de
janeiro a julho de

o P?s.quisa : Palavras-chave:
bibliografica narrativa criopreservagao e

gametas masculinos e 2019

femininos

* Bases de dados: . o + Os artigos publicados
Lilacs, Medline, & ° 52 artigos cientificos; N entre os anos 1897 e
PubMed e Scielo. » 22 excluidos. 2019.

Figura 1: Esquema metodolégico de busca de dados na literatura.

Fonte: Préprio autor.

Os critérios de exclusdo foram: artigos que n&o condizem com o objetivo
proposto do presente estudo e aqueles que nao possuem texto completo disponivel.
N&o foi utilizado limite de tempo para busca dos artigos. O planejamento obedeceu
as seguintes etapas: (1) os artigos foram selecionados de acordo aos critérios de
incluséao; (2) leitura do resumo; (3) leitura e analise dos artigos incluidos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Breve histéria da criopreservacao

O crescente entendimento dos efeitos de congelamento advém com o
desenvolvimento de microscopios capazes de observar diretamente este processo,
por exemplo Molisch (1897) descreveu o processo de congelamento em tecidos
vegetais, destacando um dos problemas centrais com formacao de gelo: exposicao
das células a um ambiente hiperténico residual com solutos, originalmente dissolvidos
no ambiente aquoso, mas que sdo excluidos da estrutura de cristal de gelo. Desta
maneira, as células experimentaram um estresse osmotico letal que pode ser
detectado no nivel estrutural depois do descongelamento.

Outros cientistas da mesma época publicaram seus achados, como Maximov
(1912) que forneceu evidéncias de que plantas que suportam o inverno do norte
da Rdssia, os tecidos passaram por um processo de endurecimento sazonal
acompanhado por acumulo de solutos como alguns agucares. Nos ultimos 50 anos,
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outros autores continuaram a explorar os principios biofisicos e efeitos biol6gicos
da transicéo para fase de gelo no interior de células, como Luyet (1947) que em seu
estudo fez muitas observacdes pertinentes sobre estruturas de cristal de gelo, as
mudancgas provocados pelas alteracées na cinética de resfriamento ou a presenca
de solutos em meio aquoso e seus efeitos em células vivas. Influenciado por esses
estudos, Polge e colaboradores (1949) em seus estudos sobre congelamento de
células reprodutivas (notavelmente espermatozoides de aves para melhorar a criagéo
animal no periodo pés Segunda Guerra Mundial) apresentaram a primeira evidéncia
clara de recuperacdo de células funcionais apds deliberada exposicéo criogénica
profunda (neste caso a -79°C usando carbono sélido, uma vez que nitrogénio liquido
nao estava disponivel naquele momento). A chave para o seu sucesso foi a exposi¢cao
do esperma ao glicerol antes do processo de resfriamento (FULLER et al., 2017).

3.2 Processos de Criopreservacao e Seus Componentes

Para se entender o processo de criopreservacdo, tem-se que entender
inicialmente os processos termodindmicos de mudanca de fase agua-gelo e suas
implicacdes para a células. Como é universalmente aceito, a 4gua € o componente
essencial para quase todos os processos biolégicos, e sua remocédo durante a
formacgéo de gelo submete a célula a desafios extremos. Desta forma, sabe-se que
existem diversos mecanismos de lesdo nas celular mal compreendidos, contudo
€ possivel enumerar os principais eventos a serem debelados para se obter uma
criopreservacdo com alta taxa de sobrevivéncia, como a intolerdncia osmética,
toxicidade dos crioprotetores, lesao por resfriamento ou choque frio associada com
a reducao da temperatura de nucleacéo e lesédo associada a mudanca de fase agua-
gelo até um estado vitreo, conforme figura 1 (MOTTA et al., 2014; WOODS et al.,
2016; BAUST et al., 2017).

E: ¢Oes osmoticas itorias durante a
adigdo/remogéo de crioprotetores;
Efeitos do soluto durante o congelamento.

WC2
ancie S g

yntolel

Toxicidade pelo crioprotetor

Res

friamento/choque frio

£,
07,
"Ia"‘éo

Peroxidagio lipidica;

Desequilibrio metabdlico devido a reag

dependentes da temperatura (e outros
i mal P wdidos).

Integridade comprometida da
membrana celular/organela

Figura 1: Possiveis mecanismos de danos que podem ocorrer durante o processamento de
criopreservagao.

Fonte: WOODS et al., 2016.
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Para tanto, o comportamento de congelamento das células pode ser alterado
na presenca de um agente crioprotetor, que afeta as taxas de transporte de agua,
nucleacao e crescimento de cristais de gelo. Portanto a adicdo de crioprotetores &
uma pratica comum durante criopreservagao para reduzir os danos causados pelo
congelamento e descongelamento induzidos nas células. Eles protegem lentamente
célulascongeladas através de efeitos coligativos, mitigando o dano do soluto suprimindo
a concentracao de sal na fracdo ndo congelada a uma determinada temperatura.
Também se presume que a viscosidade cada vez mais alta dos crioprotetores durante
a diminuicdo da temperatura pode inibir ou retardar o crescimento de cristais de gelo
prejudiciais. Ha4 uma grande dificuldade em sua escolha, variando de solutos de
baixo peso molecular, como DMSO e glicerol, acucares como sacarose, para alto
peso molecular polimeros tais como polivinilpirrolidona e hidroxietil amido (quadro 1)
(JANG et al., 2017; ROGULSKA.; PETRENKO, PETRENKO, 2017).

Cripoprotetores identificados por ***comum, **moderada ou *infrequente
escolha do agente

Agentes de permeabilidade Aglcares (que podem permear Polimeros
celular células em um grau dependendo
tamanho molecular)
DMSO *** Sacarose *** Polietilenoglicol (PEG) ***
Etilenoglicol *** Trehalose *** Hidroxi Etilamido ***
Propilenoglicol *** Rafinose ** Polivinilpirrolidona (PVP) **
Glicerol ** Manitol ** Ficoll **
Metanol * Glucose * Proteinas séricas (mistura) **
Etanol * Galactose * Proteinas do leite (mistura) **

Misturas especificas de crioprotetores sdo freqlientemente selecionadas para estratégias especificas de
preservagao celular. Os oligossacarideos tendem a atuar como crioprotetores de agdo osmotica ndo
permeante, enquanto os monossacarideos podem permear células de mamiferos em um grau dependendo

do tipo de célula.
_______________________________________________________________________________________________________|

Quadro 1:
Fonte: FULLER et al. 2017.

Nesta divisdo, apresentam-se sub-classes como aqueles que atravessam a
membrana plasmatica, interagindo com os meios intra e extracelulares e os que nao
atravessa. A eficacia de um crioprotetor para um determinado tipo de célula geralmente
depende da permeabilidade e sua toxicidade. Atualmente o DMSO é o mais utilizado
por possuir a capacidade de permear a maioria das células e historicamente tem
produzido melhores resultados pos-descongelamento do que outros, e também por
ser de facil acesso. Entre as maiores realizacGes cientificas, a criopreservagdo de
embrides ganhou destaque ha mais de 45 anos (MASSIE et al., 2014; PETRENKO,
PETRENKO, 2017).

Em 1972, Whittingham e associados tiveram sucesso na criopreservagao de
embrides de oito células de camundongos. Desde aquela época, um grande namero
de embrides de varias espécies de mamiferos foram congelados, descongelados

Genética e Melhoramento de Plantas e Animais Capitulo 8



e, eventualmente, transferidos com sucesso, provando assim os beneficios deste
procedimento. Aideia de congelar os gametas humanos para seu uso futuro encorajou
oscientistas aincorporar a criobiologia no campo da medicina reprodutiva. Os cientistas
descobriram pela primeira vez como congelar com sucesso um embrido, e somente
depois disso, conseguiram uma criopreservacao bem-sucedida do odcito. O primeiro
bebé nascido apds uma transferéncia de blastocisto congelado e, posteriormente,
descongelado foi relatado por Cohen et al. (1985). A criopreservagao de embrides é
agora um procedimento de rotina e existem dados publicados suficientes que apoiam
a sua eficacia. Em se tratando de perspectivas futuras, em se tratando de estatisticas,
tem-se que o numero de transferéncia de embriées aumentou maus de 2,5 vezes nos
ultimos 20 anos, contudo quando se discutem embrides congelados e seu uso na
pratica clinica, a primeira questao que surge € o risco para a prole, quando estamos
aplicando essa tecnologia (PUSCHMANN et al., 2014; MAZIARZ et al., 2016; JANG
et al., 2017).

41 CONCUSAO

Uma melhor compreensao da quimica e da biologia por trds do congelamento
e descongelamento sera necessaria para o desenvolvimento futuro deste processo
e para encontrar 0 método de criopreservacdo mais seguro e eficaz para todos os
tipos de amostras. A criopreservacdao bem-sucedida de amostras biolégicas pode
desempenhar um papel crucial em pesquisas relacionadas a utilidade clinica de todos
os tipos de testes em humanos. Coletivamente, os objetivos futuros mais proeminentes
da criopreservacédo devem se concentrar no desenvolvimento de procedimentos que
afetam minimamente a integridade das células ou tecidos criopreservados, seguidos
pela padronizacéo e otimizac¢ao da técnica para uso rotineiro, tornando, desta forma,
Seu uso seguro, simples e barato.
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