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RESUMO

BARNABE, NATHANAEL NATERCIO DA COSTA. Vitrificacio de Embrides
Equinos (Equus caballus) — Revisao de Literatura. Patos, UFCG. 2014. 48p. (Trabalho
de conclusio de curso de Medicina Veterinaria).

Avancos nas tecnologias reprodutivas vém permitindo o aproveitamento de material
genético de animais de alto valor zootécnico ou em risco de extincdo. Tudo tem sido
possivel gracas a criobiologia que pode revolucionar a industria equina e sua forma de
comércio. A vitrificagdo pode ser usada em embrides equinos, porém, com suas
particularidades, exigem-se protocolos especificos a espécie. O sucesso depende do
tamanho do embrido, da técnica empregada e dos crioprotetores. Devido a escassez de
literatura em relacdo a vitrificacdo de embrides equinos, esta revisdo busca conhecimento
visando futura utilizagcdo, seja na conservagdo genética, ou na transferéncia de embrides
(TE), trazendo melhorias tanto na qualidade de produg¢do quanto na preservacdo. O
trabalho tem como objetivo reunir caracteristicas do embrido equino, bem como
demonstrar diversas metodologias para vitrificar, ressaltar a avaliacio embriondria, a
importancia dos crioprotetores, o processo de desvitrificacdo e as desvantagens de todo o

Pprocesso.

Palavras chave: Tecnologias reprodutivas, criobiologia, conservacao genética.



ABSTRACT

BARNABE, NATHANAEL NATERCIO DA COSTA. Vitrification of Equine
Embryos (Equus caballus) - Literature Review. Patos, UFCG. 2014. 48p.
(Conclusion work of the Veterinary Medicine course).

Advances in reproductive technologies have allowed the use of genetic material from
animals with high value livestock or endangered. Everything has been possible thanks
to cryobiology that could revolutionize the equine industry and their way of trade.
Vitrification can be used in equine embryos, however, with its particularities, require up
to be species specific protocols. The success depends on the size of the embryo, the
technique and cryoprotectants. Given the scarcity of literature regarding the vitrification
of equine embryos, this review seeks knowledge aiming future use, whether in
conservation genetics, or embryo transfer (ET), bringing improvements in both quality
production and preservation. The work aims to gather characteristics of equine embryo,
and demonstrate different methodologies for glazing, emphasize embryonic review, the
importance of cryoprotectants, the process of vitrification and disadvantages of the

process.

Keywords: Reproductive technologies, cryobiology, genetic conservation.



1 INTRODUCAO

A criopreservacdo de embrides representa uma técnica que possibilita o
armazenamento dos embrides por muitos anos, mantendo sua potencialidade de
desenvolvimento. Dentre dessas técnicas a vitrificacdo assume importancia pela
simplicidade de execuc¢do e baixo custo, assim como pelos bons resultados de fertilidade
dos embrides vitrificados e inovulados.

Pode ser considerada uma técnica simples. A célula é submetida em grandes
concentracdes de crioprotetores por pouco tempo e resfriada a 2500 C°/minuto. Consiste
no congelamento rdpido da célula (sem presenca de cristais de gelo), em baixa
temperatura, dando-a aspecto de vidro.

Na Produ¢do Animal a técnica tem como objetivo principal o Melhoramento
Genético, comercializacdo nacional e internacional de embrides e odcitos; aplicagdo na
producdo in vitro de embrides; preservacdo de espécies em extingdo; aplicacdo em
programas de transferéncia embrionéria.

No Brasil e no mundo € muito aplicada na Bovinocultura, por outro lado,
discretamente na Equideocultura. Vitrificar embrides pode ser uma alternativa para o
melhoramento genético dos equinos brasileiros e ampliacao do efetivo.

Neste contexto, diante da escassez de literatura em vitrificacdo de embrides
Equus caballus (equinos), esta revisdo enfoca essa biotécnica visando sua aplicacdo

imediata e com isso trazer beneficios a Equinocultura.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O embriao equino e sua morfofisiologia

Quando o foliculo ovariano torna-se maduro, ovula. O odcito na segunda divisdao
meidtica (metidfase 1) e com o primeiro corpo polar formado, é designado odcito
secundario; em 30% dos casos, o odcito € liberado ainda imaturo, na metafase I,
completando a segunda divisdo meidtica na tuba uterina. Apds a ovulagdo, a célula
circundada por uma matriz gelatinosa (células do “culumus oophorus™) é captada pela
frimbia e transportada para juncdo istmo-ampola, onde é fecundada. O reconhecimento da
fecundacdo se da pela presenca de dois pré-nicleos, pelo segundo corpusculo polar, ou

pela clivagem (Figura 1) (PERES, 2002).

ro-nicleos
Pelﬁcid: @\\

Cadigo 1: 1-célula
(dia 1)

Zona

espermatozdide
Células
da

granulosa

Caédigo 2 Cadigo 2 Cadigo 3 Cadigo 4 5
2-células 4-células Moérula inicial Mérula Blnstoci.sto inicial
(dia 2) (dia 3) (dia 5 - 6) (dia 6) (dia 7)

s

Cédigo 6 Cadigo 7 Cédigo 8

Blastocisto Blastocisto Blastocisto Blastocisto e::lodidn.’
(dia7 - 8) expandido eclodido expandido
(dia8-9) (dia 9) (dia 9 - 10)

Figura 1 — Estdgios de desenvolvimento embriondrio. Fonte:
http://eagaspar.com.br/mcguido/transf__embriao.htm.
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Ahumada et al. (2006); Peres (2002) escrevem que fertilizada 12 horas apds
ovulacdo a célula perde a matriz gelatinosa e o segundo corpisculo polar encontra-se
evidente. Durante este periodo o conceptus passa por uma série de divisdes celulares sem
apresentar crescimento. A primeira clivagem ocorre 24 horas apds a fecundagdo, com
divisdes subsequentes em intervalos de 12/24 horas. Apds a primeira divisdo origina-se o
blastdmero. O blastocisto contém um grupo de células que dard origem ao embrido
denominado massa celular interna e o primeiro tecido diferenciado, o trofoblasto. O estdgio
embriondrio € entdo definido pelo niimero de células

Diferente de odcitos recém-ovulados, embrides apresentam-se em forma elipsoidal.
Quando chegam a 8 células, voltam a ser esféricos. De 8 para 16, formam-se juncdes entre
os blastdomeros, compactando. Entre 16 e 32 células, o embrido é referido como morula
inicial, ou pré-compacta, e os blastomeros dificilmente sdo identificados. Sucessivas
divisdes e formacdes de jungdes comunicantes dao origem a moérula compacta, o tltimo
estdgio do embrido no oviduto, uma massa constituida por pelo menos 32 blastomeros
(PERES, 2002).

Normalmente, cada estdgio do desenvolvimento embriondrio é encontrado dentro
de uma faixa de tempo apds a ovulacdo e ndo em um dia fixo; também ocorrem variacoes
entre espécies, o que comprova diferenca no tipo de migracdo do embrido do oviduto ao
utero. Comumente em coletas através de lavagem, sdo encontrados embrides com
variacOes no numero de células, por exemplo, j4 foram coletados no segundo dia apds
deteccao da ovulagdo, embrides com 4 a 8§ células; no terceiro dia, variando de 8 a 16. Aos
seis dias, estdo na forma de moérula compacta ou blastocisto inicial. No sétimo dia,
geralmente no estdgio de blastocisto (PERES, 2002). McCue (2011) recomenda que
profissionais sejam capazes de identificar e avaliar adequadamente os embrides, bem como
o estdgio de desenvolvimento, a qualidade, e tamanho. Devem ter capacidade de
diferenciar embrides de ovdcitos nao fertilizados (UFOs).

O transporte do embrido pelo oviduto da égua dura entre 5 dias e 10 horas, e 5 dias
e 22 horas, destacando que ele ndo aumenta significativamente de tamanho enquanto nao
adentram no ldmen uterino; o didmetro do embrido, antes, durante e imediatamente o
transporte pelo oviduto, foi de 157, 163 e 168 um, respectivamente (PERES, 2002)

Segundo Peres (2002) o transporte pode ser iniciado apds o sinal emitido pelo
embrido equino que secreta quantidade consideravel de PGE2 (prostaglandina E2). No

terceiro e quarto dias, essa secre¢cdo ndao € detectada. No quinto dia, detecta-se na
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quantidade de 5,7 £ 1,0 pg de PGE2 por embrido. A secrecio de PGE2 também estd
envolvida na manutencao inicial do corpo liteo.

A funcdo do corpo ldteo de éguas ndo gestantes, ndo € prolongada pela
administracao sist€émica de PGE2, mas a infusdo local acelera o transporte do embrido no
oviduto. Infundindo PGE2 (0,01 mg / 24 horas), o transporte do embrido é acelerado em
relacdo a éguas que nao foram infundidas (PERES, 2002).

O mecanismo de transporte no oviduto € importante para o desenvolvimento de
técnicas de reproducgdo assistida, principalmente na égua. Por exemplo, Meira et al. (2008),
citam que criopreservar embrides de cavalos com didmetros inferiores a 250 pm tem
apresentado melhores resultados. Contudo, para obter embrides neste tamanho ha sérias
dificuldades relatadas por Peres (2002): devem ser recuperados no limen uterino no 6° dia
pOs-ovulacdo, quando as taxas de recuperacdo sdo as menores, quando o momento da
ovulacdo ndo foi adequado, ou pela dificuldade do técnico em identificar o embrido; No
dia 6, alguns embrides ja sdo maiores que 250pum. A menor taxa de sobrevivéncia apds o
congelamento € a de embrides maiores que 250um, possivelmente pela baixa
permeabilidade ao crioprotetor decorrente da existéncia de cdpsula e também pela pequena
relacdo superficie-volume. Moya-Araujo et al. (2010) Foi destacada taxa de recuperacdo
embriondria inferior a 45% em coletas realizadas no dia 6 apds a ovulacdo. Indicam para a
vitrificacdo, coletar embrides nas fases iniciais de desenvolvimento, quando apresentam
didmetro <300um, pois sdo mais resistentes ao processo de congelagdo, bem como o tipo
de crioprotetor e a metodologia empregada. Discordando, Garcia-Garcia et al. (2005)
acredita que independente da origem e espécie, embrides no estddio de blastocisto sdo mais
resistentes a criopreservacdo, quando comparados aqueles nos estadios iniciais de clivagem
e morulas. Melhores taxas de gestacdo sdo conseguidas utilizando embrides no estdgio de
morula D6 a D6,5. Nesta fase, a capsula embriondria que se forma entre a zona pelucida e
o trofoblasto ndo estd desenvolvida completamente, ela influencia no processo de
congelacdo (MOYA-ARAUIJO et al., 2010).

No utero, a moérula evolui em bléstula, que nada mais € que uma moérula com
blastocele (cavidade repleta de fluido). No inicio da blastocele o embrido recebe a
nomenclatura de “blastocisto inicial”. Quando a blastocele se forma totalmente, encontra-
se forrada por uma camada de células originadas da ectoderme denominada trofoblasto.
Mais tarde, parte do trofoblasto contribuird para a formacao da placenta; uma por¢do de

um dos pdlos de células trofoblasticas se projetard para dentro da blastocele, formando
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uma massa interna, o embrioblasto ou botdo embriondrio, precursor do embrido. Com a
formacdo da blastocele, o embrido aumenta drasticamente de tamanho, ficando conhecido
por blastocisto expandido (PERES, 2002).

Ap6s adentrar ao utero, também ocorre a formagao de uma capa acelular, localizada
entre a zona pelicida e as células do trofoblasto. A cdpsula pode interferir na
criopreservacdo do embrido. Embrides com capa espessa sofrem mais danos do que
aqueles com capas finas ou sem capas quando congelados e descongelados (CARVALHO,
2013). E composta de uma matriz semelhante a coldgeno + uma série de glicoproteinas.
Diferente de outras espécies ela ndo eclode durante a expansdo do blastocisto,
permanecendo por dias recoberta pela zona pelicida, mas, torna-se progressivamente mais
fina até a ocorréncia da eclosdo. Como o blastocisto se expande, a cdpsula engrossa até o
11° dia. Ela encobre o embrido até o 26° dia de gestacdo, quando se fragmenta (MOY A-
ARAUIJO et al., 2010). De acordo com Green (2005), a estrutura sugere ser impermedavel a
virus e bactérias, enquanto que a zona pelicida € permedvel a proteinas com peso
molecular de 200.000, e dificulta a difusdo da ferritina (PM = 450.000). Mesmo quando
sua espessura € fina, ainda € bastante resistente, sendo de suma importancia para o
desenvolvimento embriondrio. Caracteriza-se por ser um envoltério sujeito a pressoes
durante a fase de migracdo. Sua elasticidade e resisténcia protegem o embrido das

contragdes uterinas. A capa desaparece ao redor do 15°, 17° dia de gestagdo.
2.2 Avaliacao de embrido a criopreservacao

Dominar a capacidade de avaliar adequadamente os embrides € indispensdvel ao
profissional envolvido na drea de transferéncia embriondria (TE), o que também se aplica a
vitrificacdo. Diferenciar embrides de ovdcitos ndo fertilizados (UFOS) e estruturas que
podem ser coletadas no procedimento de lavagem € fundamental. Esta diferenciacdo pode
levar varios minutos. Antes de avaliados, embrides sdo lavados em 3 ou mais gotas de
meio, ficando no fluido inicial uma quantidade significativa de debris. Para avaliacdo
adequada, necessita-se de um bom microscépio munido de micrOmetro para mensuragao
do diametro. Avaliar corretamente o embrido € importante para que se alcance sucesso na

vitrificacdo e na TE (MCCUE, 2011).
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McCue (2011) insere que para avalid-los sdo levados em consideragdo parametros
como: estdgio de desenvolvimento, escore de qualidade (grau) e tamanho. Existem duas
formas de avaliacao:

1* - Morfoldgica — estuda-se o zigoto em estdgio de 2PN (precursores de nucléolos)
levando em conta localizagdo e ndmero dos corpos precursores de nucléolos (CPN) nos
compartimentos pronucleares masculino e feminino (Figura 2). Também foca na formagao
de um halo no cértex do odcito (produto da contracido das organelas citoplasmaticas dos
PN). O padrao de polarizacio CPN é considerado um bom sinal para o desenvolvimento
embriondrio. Presenca do halo + localizacdo dos CPN = marcador positivo de boa
qualidade. Neste sistema, embrides sdo categorizados do padrdao O (alta probabilidade de
desenvolvimento e gravidez) ao padrao 3 (1,2,3 - poucas probabilidades de
desenvolvimento e gravidez). Esta forma € util para predizer indices de prenhez, mas
ineficiente para estimar sobrevivéncia individual, tampouco prognosticar a habilidade
destes em originar crias saudaveis, pois, embrides classificados morfologicamente como de
qualidade ruim podem conseguir prenhez, enquanto que os classificados como excelente
podem ndo resultar gestacdo. Isto implica na necessidade de encontrar uma maneira mais

precisa para conhecer a viabilidade embriondria (AHUMADA et al., 2006).

GO

PADRAC 0

PADRAO 1 PADRAO 2 PADRAQ 3
Figura 2 - Critérios de qualidade de
desenvolvimento  embriondrio.  Fonte:
http://www.redlara.com/images/arg/livreto
_port_01_2007.pdf
2* - Leva em consideracdo fragmentos citoplasmaticos anucleados e tamanho
relativo dos blastomeros. Esta forma classifica embrides em graus de I ao V. Grau I /
Excelente - blastomeros de igual tamanho, sem fragmentos citoplasmdticos e com

citoplasma claro e homogéneo. Sem anomalias visiveis, formato esférico, estagio de

desenvolvimento adequado para idade pds-ovulacdo (Figura 3). Grau II / Bom -
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blastdmeros de igual tamanho e menos de 30% de fragmentos citoplasmaéticos.
Imperfei¢des minimas, como alguns blastomeros extrusados, pequenas irregularidades de
formato, tamanho, cor ou textura. Pouca separacdo entre camada trofobldsticas e a zona
peldcida ou cépsula (Figura 4A). Grau III / Ruim - blastomeros de diferentes tamanhos,
zero % de fragmentos citoplasmdticos. Nivel moderado de imperfeicdes como grande
percentual de blastdmeros degenerados, colapso parcial da blastocele ou afastamento
moderado do trofoblasto da zona pelicida ou cédpsula (Figura 4B). Grau IV / Degenerado
ou Morto - blastdmeros de tamanho igual ou desigual, com 30% ou 50% de fragmentos
citoplasmaticos. Problemas graves de fdcil identificacio como alto potencial de
blastdmeros extrusados, colapso total da blastocele, ruptura da zona peldcida ou
degeneracdo completa e morte do embrido (Figura 5A). Grau V - mais de 50% de
fragmentos citoplasmdticos (AHUMADA et al., 2006; MCCUE, 2011). McCue (2011)

descreve como ovdcito nao fertilizado (UFO) (Figura 5B).

Figura 3 — A) Embrido equino (Grau 1) no estdgio de
moérula. B) Embrido equino (Grau 1) no estigio de
blastocisto, com massa celular interna visivel. Fonte: McCue
(2011).
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: B ] e o
Figura 4 — A) Embrido grau 2, estagio de blastocisto inicial;
presenca de blastdmeros extrusados (setas). B) Embrido de
grau 3 no estdgio de morula, com grande percentual de
blastdmeros extrusados (setas). Fonte: McCue (2011).

TR B

Figura 5 — A) Embrido grau 4 com 2 blastobmeros e mais de
50% de fragmentos citoplasmadticos. Fonte:
http://reproducachumana.blog.br/. B) Embrido grau 5. Fonte:
McCue (2011).

Ahumada et al. (2006) relacionaram a morfologia, a ultraestrutura, e a expressao
génica com a criotolerincia, ressaltando novamente a importincia dos aspectos
morfolégicos. A coloracdo dos blastobmeros, a extensdo da compactacdo, a cinética do
desenvolvimento e o tempo para formacdo da blastocele e o didmetro embriondrio no
momento da eclosdo, estdo diretamente ligados a qualidade embriondria. Usa-se entdo,
uma combinacido de fatores como ndmero de células e sua localizacdo, ocorréncia de
apoptose e expressdo de determinados genes.

A qualidade do odcito € o principal determinante do desenvolvimento embrionario.
O sistema de cultivo apds a fecundagdo € o principal fator que influencia a qualidade do
embrido, ele pode afetar o desenvolvimento e a qualidade dos blastécitos (BARBOSA et
al., 2009). Alguns estudos verificam o numero de blastocistos € ndo a qualidade. Assim

sendo, métodos como contagem de células, criotolerancia, e padrdo de expressdao génica,
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devem ser associados com mensuracdes de desenvolvimento embriondrio para comparar
diferentes meios de cultivo (MEIRA et al., 2008).

Em embrides in vitro qualquer problema do sistema de produc¢do que danifique o
DNA e que possa ser detectado precocemente, serd de grande valia para escolha do cultivo

que apresente menor risco de induzir a expressao génica aberrante (NICACIO, 2008).

2.3 Crioprotetores

A acdo crioprotetora foi descoberta acidentalmente por Polge e colaboradores em
1949, quando manipularam glicerol na tentativa de preservar espermatozoides de aves. A
descoberta revolucionou métodos de criopreservacdo de diversas células e tecidos.
Evidenciou-se a necessidade de utilizar um agente crioprotetor (ACP); células s6 poderiam
ser expostas com sucesso ao congelamento com adi¢do de ACP (AGUIAR et al., 2012).

Independente da técnica de criopreservacdo € necessdrio adicionar substancias para
protecdo das células durante o processo de congelacio e descongelacdo
(vitrificagao/desvitrificagdo). Sao adicionados visando aumento da viscosidade da solugdo
e maior equilibrio osmético entre ela e o material biologico. Existem duas categorias: 1°
Intracelulares / baixo peso molecular; 2* Extracelulares / elevado peso molecular, existindo
também os de baixo peso (AGUIAR et al., 2012; AHUMADA et al., 2006; CASTRO et
al., 2011).

Embora sejam indispensdveis a criopreservacdo segura, ndo garantem
sobrevivéncia de todas as células, pois apresentam efeito toxico que depende da
concentracdo e do tempo de exposicdo (AGUIAR et al., 2012). A toxicidade varia
conforme a concentragdo, temperatura e tempo de exposi¢do. A tolerancia a diferentes
niveis de exposi¢do a estes agentes depende da espécie em questdo, e, do estidio de
desenvolvimento embriondrio (AGUIAR et al., 2012; CASTRO et al, 2011).
Crioprotetores diferem entre si quanto a permeabilidade celular, sendo que diferentes
estdgios embriondrios influenciardo na permeabilidade ao mesmo crioprotetor. Embrides
em um mesmo estddio, mas de espécies diferentes, terdo diferencas na permeabilidade a
um mesmo crioprotetor (GREEN, 2005).

Possuem como caracteristicas: baixo peso molecular e altas solubilidade e
permeabilidade; alto peso, baixas solubilidade e permeabilidade. Promovem estabilizacao

das proteinas intracelulares, reduzem a formacdo de cristais no interior das células e
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diminuem o impacto causado pelos eletrolitos no meio intra e extracelular. Também
Reduzem a concentracdo de sais dissolvidos em solucdo, evitando choque osmotico
(AGUIAR et al., 2012; DALCIN; LUCCI, 2010).

Dalcin e Lucci (2010) sugerem quatro fungdes: Primeira - baixar o ponto de
solidificacdo fornecendo maior tempo para ocorréncia de desidratacao celular, diminuido a
formacdo de gelo intracelular. Normalmente hd uma queda de 2 a 3°C do ponto de
solidificacdo, isto faz com que o congelamento ocorra a temperaturas mais baixas;
Segunda — amenizar efeitos das altas concentracdes moleculares evitando desidratacdo
(moléculas tornam-se dissolvidas na mistura de agua e crioprotetor “efeito tampao”);
Terceira — formar vidro ao invés de cristal; Quarta — estabilizar a membrana celular durante
mudanca de estado fisico (fortalecer membranas para que elas ndo se quebrem).

Em muitos casos s@o utilizados os dois tipos de crioprotetores associados. Os nao
permedveis permanecem no meio extracelular, retirando a dgua livre, desidratando o
espaco intracelular por efeito osmético. Estes crioprotetores podem ser usados em
combinacdo com os permedveis para aumentar a concentracdo destes no interior das
células, prevenindo cristais de gelo, diminuindo a concentragdo necesséria do crioprotetor
permedvel e, sua toxicidade (AGUIAR et al., 2012; CASTRO et al., 2011; DALCIN;
LUCCI, 2010). Buscando minimizar danos osmoéticos e toxicos, diferentes estratégias estao
sendo utilizadas através da aplicacdo dos menos téxicos, bem como a combinacgdo de dois
ou trés crioprotetores (FIDELIS, 2013).

Para uso, crioprotetores precisam ser diluidos em solug@o. Nicacio (2008); Peres
(2002); Sudano (2010) descrevem para diluicdo: solucdo salina tamponada (Phosphate
Buffered Saline - PBS) acrescida de 0,4% de albumina sérica bovina (BSA) ou 10% de
soro fetal bovino (SFB). Também relatam diluicdo em meios como TCM-199 e também
recomendam o meio H-CZB. Fidelis (2013); Maciel et al. (2013) aconselham TCM-199
acrescido de diferentes concentracdes de SFB e antibidticos, ou ainda TCM-199 acrescido

de 20% de SFB.

2.3.1 Intracelulares

Também conhecidos por Permedveis — atuam diminuindo a temperatura,
interferindo na formagdo de cristais de gelo, pois criam pontes de hidrogénio com

moléculas da dgua intracelular, retirando-a (CASTRO et al., 2011). Dalcin e Lucci (2010);
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Green (2005) os ACPs intracelulares substituem parcialmente a dgua do interior da célula
ligando-se a moléculas de hidrogénio, aumentando a viscosidade, reduzindo
consequentemente o ponto de congelacdo. Previne o material contra altas concentragdes de
eletrolitos, ligando-se a eles. Para Barbosa et al. (2009); Carrilho (2013); Fidelis (2013)
eles interagem com a membrana celular estabilizando-a para que ndo rompa no momento
da congelacdo. Atuam como tampao hiperosmético reduzindo o efeito da alta concentragdo
molecular no interior das células desidratadas.

A escolha do crioprotetor mais adequado depende de vérios fatores e um dos mais
importantes € a toxicidade a célula envolvida. Um eficiente permedvel deve possuir baixo
peso molecular, habilidade para atravessar a membrana das células vivas, alta solubilidade
e nao ser toxico (CARVALHO, 2011).

Aguiar et al. (2012); Barbosa et al. (2009); Castro et al. (2011) citam como
exemplos: o dimetilsulféxido - DMSO, metanol, etanol, glicerol, etilenoglicol — EG, e 1,2
propanodiol. A eficiéncia de cada varia de acordo com o tempo de exposi¢do, tipo-
concentracdo, e diferencas estruturais entre espécies.

Aguiar et al. (2012); Neves (2008) consideram como os melhores desta classe: o
etilenoglicol, o dimetilsulf6xido e o propanodiol, por apresentarem uma capacidade
penetrante maior do que o glicerol e serem pouco téxicos. O etilenoglicol, por exemplo,
apesar de ser um fraco formador de estado vitreo, tem sido largamente utilizado em virtude
de menor toxicidade e por conseguir penetrar no embrido em menor tempo do que o
glicerol e o 1,2-propanodiol.

O desempenho dos intracelulares pode ser otimizado associando-os aos
extracelulares. A adicdo de agucares permite o uso de agentes permedveis nas menores
concentragdes possiveis na solucdo de vitrificacdo, minimizando lesdes toxicas (AGUIAR

et al., 2012; DALCIN; LUCCI, 2012; FIDELIS, 2013; OLIVEIRA et al., 2003).

2.3.2 Extracelulares

Aguiar et al. (2012) os descrevem como macromoléculas e agucares, com alto peso
molecular, com func¢des de evitar ou minimizar a formacdo de gelo, desidratar células e
proteger membranas, tudo sem permear a célula. Também classificados como
Impermeadveis - estabilizam a membrana recobrindo a superficie celular, minimizando e

reparando possiveis danos no processo congelamento-descongelamento. Ao invés de
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entrarem na célula, recobrem a superficie celular, estabilizando a membrana, ajudando no
reparo de possiveis danos.

Aguiar et al. (2012); Arrumada et al. (2006); Barbosa (2009) citam como exemplos:
lactose, glicose, sacarose, polivinilpirrolidona (PVP), rafinose, manitol, sorbitol, trealose, e
proteinas como gema de ovo e leite em po, também usadas como diluidores. Os mais
usados sdo a sacarose, glicose, lactose, trealose, polivinilpirrolidona (PVP) e manitol. O
mais comum ¢é a sacarose que exerce efeito osmotico significativo, frequentemente
empregada na diluicdo ou reidratacdo de embrides apds descongelamento (FIDELIS,
2013).

Meira et al. (2008); Neves (2008) dividem esta categoria em dois grupos: 1-
Extracelulares de baixo peso molecular (galactose, glicose, sacarose, e trealose); 2-
Extracelulares de elevado peso molecular (polivinilpirrolidona, polivinil alcool,
hialuronato de sédio, e albumina sérica bovina).

Em condi¢des normais, solucdo extracelular apresenta maior volume que a
intracelular, por isso o congelamento extracelular ocorre primeiro. Solutos do meio externo
se concentram em pequena fragdo de dgua em estado liquido, passa a exibir maior pressao
osmotica e promover fluxo de dgua para fora da célula, desidratando-a, prevenindo-a de
gelo. Este efeito destaca a importincia da combinacdo de um crioprotetor intra e
extracelular; para combater a desidratacdo, o agente permedvel € adicionado (AGUIAR et

al., 2012; OLIVEIRA et al., 2003; PERES, 2002).

2.4 Vitrificacao

Sola et al. (2012) insere que dentre diversas técnicas de manutencdo de
microrganismos, o principio congelamento-descongelamento se manteve destacado entre
0s mais vidveis a preservacgao celular.

A criopreservacdo consiste em técnicas de preservacdo de células através do frio
(MOYA-ARAUIJO et al., 2010). Santin et al. (2009) complementa que através das baixas
temperaturas ocorre parada da atividade celular, desde respiracdo, metabolismo,
crescimento e multiplicagdo. A parte liquida do pequeno organismo torna-se sélida,
enquanto que os lipidios se transformam em gordura. Apds o descongelamento, com todas
as caracteristicas conservadas, a célula retoma seu ritmo metabdlico. Peres (2002); Pyles

(2003) enfatizam: ao aproximar-se de 0 °C, a atividade metabolica celular é reduzida e a
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viabilidade das células se eleva. A criopreservaciao interrompe a atividade celular que
retoma sua fungdo apds o descongelamento.

Meira et al. (2008) alertam para fatores como: velocidade do resfriamento, tamanho
e estdgio embriondrio, crioprotetor utilizado, entre outros. Estes sdo determinantes para o
sucesso do congelamento. Green (2005); Moya-Araujo et al. (2010) sao mais detalhistas ao
explicarem a efetividade da criopreservacdo. Para eles tudo depende de fatores como:
espécie do agente, tamanho e estrutura celular, fase e taxa de desenvolvimento,
temperatura de incubagdo, composicdo do meio de cultivo, pH, osmoralidade e aeracio,
teor de dgua da célula, teor lipidico, composi¢cdo do meio de congelamento, taxa de
resfriamento, temperatura e tempo de estocagem, taxa de aquecimento, e por dltimo, o
meio de recuperacao.

Costa e Martins (2008); Moya-Araujo et al. (2010) exaltam a importancia do tempo
para o congelamento. Assim como o crioprotetor, o tempo € crucial para evitar formacao e
crescimento de cristais de gelo. Pode ser expresso como lento, moderado, rdpido e
ultrarrdpido. Um congelamento € dito ultrarrdpido quando a queda de temperatura € de
200°C/minuto, ou acima de 20.000 — 100.000 °C/minuto.

A criopreservacdo principalmente de embrides e odcitos tem sido motivo de
interesse da criobiologia nas ultimas trés décadas. Curvas de resfriamento e
descongelamento que permitam a sobrevivéncia embriondria tém sido alvos de
experimentos, Aguiar et al. (2012); Carvalho (2011); Costa e Martins (2008) frisam na formacao
de bancos genéticos de espécies ou ragas em extingdo, mantendo a biodiversidade animal e
avancos no melhoramento genético a partir da técnica mencionada. A necessidade de se
preservar genes dentro de ragas, a facilidade para o transporte e comercializacdo de
embrides e o uso deles para transferéncia, t€ém estimulado pesquisas.

Moya-Araujo et al. (2010) ressalta vantagens desta técnica, dentre elas, na
importacdo e exportacdo de embrides congelados; permite reduzir consideravelmente
custos para introducdo de nova genética no pais, com possibilidade de preservar material
genético e reduzir o nimero de receptoras em um programa de transferéncia. Dalcin e
Lucci (2010); Peres (2002) falam da praticidade no transporte de embrides vitrificados
entre propriedades ou para centrais de receptoras. O envio de embrides facilita o processo
de reproducdo em propriedades que ndao dispdem de receptoras aptas no momento da
coleta, ou a proprietirios que relutam em manter um plantel de éguas receptoras. E mais

seguro transportar embrides que éguas doadoras, minimiza custos e possiveis acidentes.
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Assim sendo, a criopreservacdo tornou-se importante para desenvolver o comércio
internacional de embrides, pois essa condi¢do facilita muito esta atividade (DALCIN;
LUCCI, 2010).

As reais necessidades metabdlicas ainda sdo desconhecidas, consequentemente,
erra-se nos meios de cultivos, culminando em alteragdes nas caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas do embrido. Faz-se necessario frisar que protocolos de criopreservacao
necessitam de adequacdo metodoldgica para cada tipo de microrganismo (GREEN, 2005).

Em experimento, Okada et al. (2006) compararam em humanos taxas de gestacdo e
sobrevivéncia entre embrides e odcitos congelados. Embrides descongelados e transferidos
as receptoras conseguiram uma taxa de gestacdo equivalente a 27,3% e 76,8% de taxa de
sobrevivéncia, enquanto que os oodcitos obtiveram taxa de gestacdo superior (38,7%),
porém, com menor sobrevivéncia (58,5%). Concluiram que comparados a o0dcitos,
embrides apresentam maiores indices de sobrevivéncia ap0s a vitrificagao.

De acordo com Dalcin e Lucci (2010) congelar embrides da espécie equina ainda
nao € um procedimento rotineiro.

O aparecimento de injurias nas células € influenciado pelo método aplicado
(MEDINA, 2008). Atualmente apenas dois s@o considerados criopreservadores:

Congelacdo lenta - faz-se uso de baixas concentracdes de crioprotetores, tendo a

temperatura gradualmente reduzida. Possui custo alto por necessitar de aparelhagem
especifica; Vitrificacio — em contato direto com o nitrogénio liquido, a velocidade de
congelamento se acentuava. Através desta constatacdo surgiu a metodologia da
vitrificacdo, com altas concentracdes de agentes crioprotetores tendo a temperatura
rapidamente reduzida. De baixo custo, ndo necessita de equipamentos sofisticados. A alta
concentracdo do agente crioprotetor aumenta a viscosidade do meio e as células
apresentam algumas caracteristicas semelhantes ao estado liquido e outras préprias de um
sOlido cristalino. Rdpidas taxas de resfriamento somadas a grande viscosidade do
crioprotetor vitrificam com sucesso o contetido (CARRILHO, 2013; CARVALHO, 2013;
COSTA; MERTINS, 2008). Carrilho (2013); Carvalho (2010) alertam para a congelacdo
lenta, onde cristais de gelo intracelulares se formam, causando danos irreversiveis a célula.
Insere que a baixa concentragdo de crioprotetores nao € eficiente para impedir a formagao
de cristais; outro inconveniente € a necessidade de um freezer programavel de alto custo
para realizacdo da técnica. Green (2005) defende a vitrificacdo onde estes problemas nio

ocorrem. Nela, a cristalizacdo € prevenida, resultando em efetiva preservacao; hd producao
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de um estado vitreo onde os sistemas bioldgicos podem sobreviver. Meira et al. (2008);
Moya-Araujo et al. (2010) consideram a vitrificacdo uma opcdo competitiva quando
comparada ao congelamento lento, ja que € rdpida, ndo necessita de equipamentos caros e
obtém maiores taxas de sobrevivéncia. Informam que para vitrificar ndo ha necessidade de
equipamentos especificos, entretanto, precisa-se de ferramentas especiais que permitam a
velocidade de resfriamento elevada.

Luyet foi pioneiro neste método vitrificando s€émen de sapo na década de 40.
Através de Whittingham no ano de 1971, embrides de mamiferos (camundongos)
sobreviveram ao congelamento pela primeira vez. Em 1981, Luyet relatou o primeiro potro
nascido de um embrido congelado (DALCIN; LUCCI, 2010). Meira e Alvarenga (1993)
registraram o primeiro potro nascido no Brasil a partir de embrido vitrificado.

A vitrificacdo consiste em uma técnica de criopreservagdo rdpida, facil e barata,
sendo usada com sucesso para a preservacdo de embrides. Tem chamado aten¢do porque €
simples, requer pouco tempo e dispensa aparelhos caros (CARVALHO et al., 2011). A
fisica a define como solidificacdo de uma solucdo a temperatura muito baixa, ndo por
cristalizacdo do gelo, mas por uma elevacdo extrema da viscosidade durante o esfriamento.
Compreende a adi¢cdo de crioprotetores em elevadas concentragdes para reducdo da dgua e
posterior congelamento em altas taxas de resfriacio (AHUMADA et al., 2006). Oliveira et
al.,, 2003) definem como manutencdo de tecidos em temperatura criogénica a -196°C,
interrompendo todas as reagdes quimicas, processos bioldgicos e fisicos intra e
extracelulares, mantendo por tempo indeterminado o tecido criopreservado. Spricigo
(2011) ensina que a velocidade de reducdo da temperatura deve ser superior a taxa de
resfriamento critico da solu¢do para permitir a formacdo do estado vitreo antes da
organizacao dos cristais de gelo.

Quando as células sdo submersas em nitrogénio, este se aquece e ebule
intensamente, formando vapor em volta; o vapor isola e diminui a taxa de resfriamento.
Para alcancar altas taxas de resfriamento o liquido é mais eficaz que o vapor, sua
condutibilidade € superior. Para que a amostra esteja rodeada por liquido e ndo por vapor,
o tamanho da amostra deve ser minimizado, reduzindo o abrigo de vapor, aumentando por
consequéncia o resfriamento (GREEN, 2005).

A criopreservagdo pela vitrificacdo parece ser mais adequada aos embrides in vitro
(PIV). Coleta-se o odcito que € maturado e fertilizado em laboratério com o sémen do

reprodutor desejado (FIV); por dltimo o embrido € cultivado até o estdgio propicio a ser
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vitrificado. Este tipo de producdo expde embrides a uma grande variedade de estresse que
ndo ocorrem na forma natural. Independente do tempo que o embrido permaneca
criopreservado, o desenvolvimento in vitro dele ndo € afetado. Os Efeitos deletérios da
situacdo de cultivo sdo refletidos na expressdo génica. Estes embrides podem ser
percebidos pela dificuldade em criopreserva-los, dificuldade em estabelecer gestacdo, ou
pelo desenvolvimento anormais de fetos. Para contornar o problema uma grande variedade
de sistemas de cultivo vem sendo testada com métodos apropriados para producdo em
laboratdrio, tanto com propédsito experimental quanto comercial (OLIVEIRA et al., 2003).
Vajta et al. (1996) estudaram vitrificacdo de embrides produzidos em laboratério em
diferentes estddios, concluindo que os indices de re-expansao de blastocistos iniciais (Bi),
blastocistos (BI) e blastocistos expandidos (Bx) ndo diferiram, entretanto, os indices de
eclosdo foram superiores nos estadios adiantados. Bézard (1992) Alerta para resultados
insatisfatorios da fertilizacdo in vitro (FIV) na espécie equina. Relata-se o nascimento de
apenas dois potros com a aplicacdo desta técnica e em ambos 0s odcitos foram maturados
in vivo. Devido o baixo sucesso da FIV em equinos, técnicas como a fertilizacdo in vitro
pela injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) tém proporcionado melhores
resultados. Galli et al. (2007) relataram o nascimento de cinco potros através da ICSI.
Neste procedimento odcitos sdo obtidos, maturados, desnudos e em seguida os primeiros
que apresentarem corpusculo polar aparente sdo utilizados. Amostra de sémen fresco ou
descongelado € lavada e colocada em meio com polivinilpirrolidona. O espermatozoide
tem sua cauda seccionada e a cabeca injetada no odcito.

Para ndo haver danos a célula o processo de vitrificacdo precisa ser acompanhado
de um crioprotetor permedvel, utilizado em altas concentracdoes. Com isso, os fluidos intra
e extracelulares tornam-se mais viscosos com o resfriamento, antes da formacdo dos
cristais de gelo, evitando danos. A probabilidade de formacdo de cristais de gelo pode ser
diminuida (até determinado ponto) pelo aumento da viscosidade e redu¢do do volume da
solucdo (SANTIN et al., 2009).

Protocolos e crioprotetores usados em outras espécies foram adaptados a equina.
Ulrich e Nowshari (2002) testaram o glicerol, o dimetil sulféxido (DMSO), etilenoglicol e
o 1,2-propanodiol. Uma consequéncia negativa disso € que as vezes o crioprotetor ¢ muito
toxico. Para reduzir a toxicidade e ndo sua efetividade, as células sdo postas primeiro em

uma solucdo crioprotetora de menor concentracdo e posteriormente na mais concentrada
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(NEVES, 2008). Taxas aceitdveis de gestacao foram conseguidas apenas com o glicerol e o
etilenoglicol (ULRICH; NOWSHARI, 2002).

Antes de ser submetido a criopreservacdo, o material bioldgico deve ser
primeiramente resfriado a 20 °C. Nesta etapa ndo ocorre danos desde que o material esteja
diluido em meio adequado (COSTA; MARTINS, 2008; OLIVEIRA et al., 2003). De -6°C
a -15°C ocorre cristalizacdo da dgua e a fragdo descongelada do soluto aumenta, enquanto
a formacdo de cristais intracelulares € impedida pela membrana plasmatica. Dentro da
célula a dgua permanece descongelada e quando se atinge -60 °C o microrganismo fica
relativamente inerte e o material pode ser imerso em nitrogénio para armazenamento a -
196°C. Temperatura abaixo de -150°C corresponde a fase de menor injiria (WATSON,
2000). O desafio das células durante todo processo ndo € sua habilidade em resistir a
temperatura de armazenamento de -196°C, mas suportar possiveis alteragdes que ocorrem
durante a dupla passagem pelas faixas intermedidrias de temperatura (+ 19°C a + 8°C e -
15°C a - 60°C), durante o congelamento e o descongelamento (COSTA; MARTINS, 2008;
OLIVEIRA et al., 2003).

Diferente do meio convencional de congelacdo, Dobrinsky (2002) nos lembra da
mistura de crioprotetores na vitrificacdo de embrides. Misturas como glicerol e EG,
glicerol e propanodiol ou propanodiol e EG em combinacdo com sacarose, trealose ou
galactose, mostram resultados satisfatérios. Mesmo com altas concentracdes de
crioprotetores, a estatistica comprova que na vitrificagdo os efeitos cumulativos toxicos e
osmoticos ndo sao maiores do que aqueles causados pela congelagdo lenta (KUWAYAMA
et al., 2005).

Peres (2002); Fidelis (2013) ensinam para sucesso da vitrificacdo, trés fatores sao
primordiais: viscosidade da amostra, taxas de refrigeracdo-aquecimento e volume da
amostra. Sao fatores independentes, sendo que os dois primeiros estdo relacionados a
probabilidade de vitrificagdo, ou seja, quanto maior a viscosidade e a taxa de refrigeracdo,
maior a chance de vitrificacdo. O volume da amostra tem relacdo inversa, sua diminui¢ao
aumenta a probabilidade de sucesso. Ressaltam a taxa de resfriamento ultrarrdpida
(centenas para dezenas de milhares de graus Celsius por minuto), obtida pelo uso do
nitrogénio liquido (N2); a viscosidade do meio a qual € definida pela concentracdo dos
crioprotetores em uso; o volume: pequenos volumes permitem melhor transferéncia de

calor, aumentando a taxa de resfriamento.
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2.4.1 Técnicas para vitrificar

Meétodos de vitrificacdo t€ém como estratégia aumentar a velocidade de conducgdo
térmica e diminuir a concentra¢do de crioprotetores. Ha duas formas de vitrificar a 4gua
dentro das células: aumentando a diferenca de temperatura entre as amostras € o meio de
vitrificacdo; a segunda € encontrar materiais com uma rdapida conducdo de calor.
Dependendo do dispositivo utilizado, da proficiéncia técnica e do movimento especifico de
imersao, a taxa de procedimentos de vitrificagdo pode variar (AHUMADA et al., 2006).

Nao existe um “protocolo de vitrificagdo universal”, cada célula tem sua prépria
taxa de resfriamento, por exemplo, odcitos sdo mais sensiveis ao frio quando comparados a
embrides. Relatos de gestacdes bem sucedidas obtidas apds vitrificacdo estimulam mais
investigacdo, mas faz-se necessario melhorar as taxas de sobrevida (LIEBERMANN et al.,
2002).

Eldridge-Panuska et al. (2005) e Carnevale (2006) adaptaram para a espécie equina
trés passos no processo: embrido permanece 5 minutos em 1,4 M de glicerol, em seguida é
transferido para meio contendo 1,4 M de glicerol + 3,6 M de etilenoglicol, permanecendo
por mais 5 minutos, sendo transferido para solucgdo crioprotetora de 3,4 M glicerol + 4,6 M
etilenoglicol, permanecendo menos de 1 minuto (Figura 6). Na ultima etapa, o embrido é
envasado em palheta 0,25 ml, onde a coluna contendo o embrido deve ser separada por
duas colunas de ar e duas de galactose a 0,5 M, onde posteriormente € vitrificado em
nitrogénio liquido (N2L). Assim, altas taxas de prenhez foram conseguidas por estes
autores. Pos vitrificados, embrides sdo armazenados em botijoes contendo N2L para

manutencdo da baixa temperatura (Figura 7).

Figura 6 - Pocos de solucdes para vitrificacao.
Fonte: http://xray0.princeton.edu.
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Figura 7 - Botijao de N2L para
armazenamento dos embrides. Fonte:
http://gl.globo.com/ciencia-e-saude.

Vitrificagdo convencional — Green (2005) ensina: palhetas francesas de 0,25ml sdo
preenchidas com uma coluna de 200uL de solu¢do de vitrificagdo + 20ul de meio
contendo embrido + 25ul de solugdo de vitrificacao (Figura 8). As colunas de meio sao
separadas por colunas de ar com aproximadamente 8mm de comprimento. Apds o
preenchimento as palhetas sdo imediatamente seladas e imersas em N2. De acordo com
Carrilho (2013) a utilizacdo de palhetas francesas de inseminag@o para abrigar os embrides

acaba limitando o padrao de congelacdo e aquecimento a 2000°C/minuto.

Figura 8 — Palhetas francesas para vitrificacdo
convencional. Fonte: http://www.cpt.com.br/.
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Vanderzwalmen et al. (2003) propuseram um modelo como forma de reduzir a
quantidade de solucdo crioprotetora, onde corta-se ao meio (sentido longitudinal) em forma
de bisel a palheta francesa de 0,25 ml (método conhecido como “hemi-palhetas’). Na
superficie interna, insere-se uma gota da solucdo de vitrificacdo com o material a ser
vitrificado. Depois desse procedimento, mergulha-se a hemi-palheta em N2L, inserindo-a
em palheta francesa de 0,5 ml para estocagem (LIEBERMANN, 2002). Com esta
metodologia ndo ha problemas com a identificacdo, por se trabalhar com uma palheta, a
rotulagdo € facilitada (VANDERZWALMEN et al.,, 2003). Com a mesma fungdo das
palhetas, criotubos e macrotubos de 2 ml suportam maior quantidade de solu¢do e maior
material criopreservado (CARVALHO et al., 2011).

Para evitar rachaduras, pode-se mergulhar a palheta no nitrogénio alternadamente,
colocando primeiro uma extremidade, depois sua totalidade. Essa manobra pode ser feita
em até 30 segundos. Expor o material a ser vitrificado por 2 minutos ao vapor de
nitrogénio antes de imergi-lo abruptamente em N2L, previne fraturas no embrido
(CARRILHO, 2013; GREEN, 2005).

Segundo Vajta e Nagy (2006), as palhetas de 0,25 ml inicialmente utilizadas na
vitrificacdo foram rapidamente substituidas pela OPS (Open Pulled Straw), que possui
metade do didmetro em sua porcdo final, possibilitando o uso de menor volume e envase
do embrido por capilaridade.

Palhetas fechadas ou CPS (Closed Pulled Straw) — A partir de uma palheta
francesa, aquecendo-a e alongando-a, fabrica-se artesanalmente outra palheta. Esse
procedimento tem a finalidade de facilitar a perda de calor através da reducao do didmetro.
Apbs o posicionamento das amostras a serem vitrificadas, as extremidades da palheta s@o
fechadas impedindo o contato com o N2L (CARRILHO, 2013; GREEN, 2005).

Palhetas abertas ou OPS (Open Pulled Straw) — Desenvolvida originalmente para
embrides bovinos e suinos, é usada quando se deseja uma taxa de resfriamento ainda mais
rdpida. A velocidade do resfriamento chega a 20.000°C/minuto. Vajta et al. (1996)
afirmam ter provocado uma verdadeira revolug¢do no uso da vitrificacdo, sendo o método
bastante utilizado para embrides e ovdcitos de mamiferos. Ha relatos positivos com esta
técnica em embrides, com boas taxas de re-expansao e eclosao.

Carrilho (2013); Green (2005); Vajta et al. (1996): Palhetas sdo aquecidas,
consequentemente amolecidas em sua regido central, esticadas manualmente até diminuir

pela metade a espessura € o didmetro interno, subsequentemente sdo resfriadas em ar e
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cortadas em duas na extremidade estreita. Morato et al. (2008) descreve: uma extremidade
¢ aquecida e alongada, tendo o didmetro interno reduzido (mais ou menos = 0,8mm),
proporcionando menor retencdo de crioprotetor. A reduc¢do de espessura da palheta
(0.07mm) proporciona menor resisténcia ao calor. As palhetas sdo fabricadas do mesmo

modo das CPS, porém, permitem o contato direto da amostra com o N2L (Figura 9).

Figura 9 — Padrao de palheta aberto puxado (OPS — 8,5
cm); OPS pequeno para armazenamento em criotubos
(LOPS — 6.,5); OPS super fino para maior taxa de
resfriamento/aquecimento (SOPS — 8,5 cm). Fonte:
http://www.gaborvajta.com.

Na OPS o envasamento dos embrides € realizado utilizando o efeito capilar
simples, igualmente na CPS. Cerca de 1 a 2uL do meio de vitrificagdo contendo o embrido
¢ introduzido na extremidade estreita da palheta, sendo posteriormente submersa no N2L,
solidificando o material do interior rapidamente. A coluna liquida solidifica-se
imediatamente sem que haja a dispersdo da solugdo, o que € comum quando sdo utilizadas
palhetas de tamanho original (GREEN, 2005; VAJTA et al., 1996).

A desvantagem do OPS € o risco de contaminacdo, o meio possuindo os embrides
fica diretamente em contato com o nitrogénio liquido. Esse risco também estd presente
usando-se palhetas originais, pois a superficie externa submersa no meio de diluicdo é
considerada contaminada e pode conter patdgenos para a parte interna da palheta. O risco
de contaminagdo pode ser diminuido filtrando o nitrogénio liquido em um filtro de 0,2pL e
acondicionando o material vitrificado em palhetas de 0,5mL pré-resfriadas, fechando-se as
pontas (CARRILHO, 2013; GREEN, 2005; VAJTA et al., 1996).

Micropipetas de Vidro (GMP) — Inicialmente foram produzidas com auxilio de
equipamento especifico a partir de capilares de vidro distendidos (Figura 10). Os capilares

foram aquecidos e estirados até diminuir o didmetro central de 1,0 para 0,3 mm,
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posteriormente resfriados ao ar e cortados na extremidade mais estreita com um

instrumento de diamante (CARRILHO, 2013; GREEN, 2005).

Figura () — Micropipetas de vidro
utilizadas para o processo de vitrificagdo.
Fonte: http://www.consuitec.com.br.

Esta técnica tem o objetivo de substituir palheta de OPS. A vantagem da GMP ¢é
que ela ndo flutua em N2L e tem didmetros externo e interno menores, melhorando a
condutividade de temperatura durante o resfriamento. Com a micropipeta de vidro é
possivel armazenar um volume 19 vezes menor (aproximadamente 0,14 mm3) que o
armazenado em OPS. (GREEN, 2005).

Pipetas de desnudamento flexipet (PDF) — Método semelhante a OPS. Sao
utilizadas na manipulacdo de embrides (Figura 11). Comparadas a OPS, essas palhetas
possuem vantagem de serem padronizadas no tamanho e didmetro, ja que sdo fabricadas
industrialmente (LIEBERMANN et al., 2002; MORATO et al., 2008; SANTIN et al.,
2009). Os embrides sao previamente tratados com a primeira solugdo de vitrificagao (ISV -
menos concentrada), depois de pré-esfriados s@o postos na segunda solucdo (IISV - mais
concentrada), depois sdo transferidos em minima quantidade de IISV em gotas de 20 pl. A
PDF com 1 ou 2 pl de crioprotetor é colocada em um angulo de 30°, permitindo que o
embrido suba por capilaridade. Submerge-se entdo a ponta da pipeta dentro do nitrogé€nio
liquido em angulo de 10° colocando dentro de uma palheta de 0,25 ml previamente

identificada (VAJTA et al., 1996).
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Figura 11 — Pipetas de desnudamento flexipet
usadas na manipulacdo de embrides a vitrificacdo.
Fonte: http://www.origio.com.

Grades de microscopia eletronica — Permite contato direto da amostra com o
nitrogénio liquido (Figura 12). O embrido a ser vitrificado € posto sobre grades de
microscopia eletronica, logo apds € transferido para o topo da grade e com uma pipeta
retira-se grande parte do meio, utiliza-se papel filtro no lado inferior da grade para retirar
excesso na parte superior, deixando o embrido embebido em um pequeno volume (1uL).
Na sequéncia a grade € manuseada com uma pinga de disseca¢do, sendo imersa
diretamente no N2L. Tudo é realizado em 30 segundos e a velocidade do congelamento é
superior a 20000°C/min. (MARTINO et al., 1996). Para obter altos padroes de
congelamento, sdo usadas grades de microscopia eletronica feitas de cobre com 3,05mm de
diametro. Apds vitrificagdo, o conteido € armazenado dentro de criotubos em N2L

(CARRILHO, 2013; GREEN, 2005).

Figura 12 - Tela de material metélico usada
na microscopia eletrOnica para vitrificagdo.
Fonte: http://www.reproduction-online.org.
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Cobertura direta ou DVC (Direct Cover Vitrification) — Também permite contato
com o N2L (Figura 13). Uma vez que o material no criotubos é coberto por nitrogénio,
obtém-se uma reducio brusca de temperatura. A imersdo direta no N2L. maximiza a taxa
de resfriamento, consumando rapidamente o estado vitreo. Possibilita menor quantidade de

crioprotetor na solu¢do (GREEN, 2005; SANTIN et al., 2009).

. - "
Figura 13 - Amostra sendo diretamente

coberta por nitrogénio liquido na DVC (Direct
Cover Vitrification). Fonte: Carvalho et al.
(2011).

Cryoloop — Desenvolvida por Lane et al. (1999), consiste na utilizagdo de um
instrumento constituido por uma al¢a de metal presa com um laco de nylon (Figura 14).
Uma espécie de lacada de nylon com 20um de largura, com fio de 0,5 a 0.7mm de
diametro (CARVALHO et al., 2011). O laco é preenchido por solucdo de vitrificacdo
bastante viscosa devido a quantidade de ACP utilizada. O embridao € exposto por 10
minutos a temperatura ambiente e em seguida transferido a ISV, logo apos € colocado na
IISV. Durante esse tempo o cryoloop € imerso em IISV para formar um “filme”, desse
modo, o liquido presente no lago confere uma tensao superficial que mantém o material a
ser vitrificado fixo nele. Mergulha-se o material em N2L. Vitrificada, grades padronizadas
sdo usadas para armazenar o criotubo da amostra. Esta técnica obteve sucesso em embrides
e odcitos de camundongos, humanos e ovinos (AHUMADA et al., 2012; GREEN, 2005;
SANTIN et al., 2009).
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Figura 14 — Alca de metal com um laco de nylon na
extremidade (Cryoloop). Fontes: A) http://www.cleveland.com;
B/C) http://xray0.princeton.edu; D) http://www.reproduction-
online.org E) http://www.ufpi.br.

Oberstein et al. (2001) avaliaram blastocistos equinos vitrificados em cryoloop com
associacdo de etilenoglicol e DMSO. Comparando-os com a congelacdo lenta (74%),
obtiveram 48% de células vivas. Este resultado evidencia diferenca significativa na
viabilidade celular pds vitrificacdo ou congelacao de embrides equinos produzidos in vivo.

Vitrificagcdo em espdtula — Tsang e Chow desenvolveram este método em 2009.

Ocorre por uma espdtula preparada artesanalmente, onde uma extremidade tem forma

plana para receber uma pequena gota com o material a ser vitrificado, seguidamente é
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colocada em contato direto com N2L, solidificando-a (Figura 15) (CARRILHO, 2013;
GREEN, 2005).

Figura 15 — Espétula com extremidade plana para aconicionar o material a ser vitrificado.
Fonte: A) Carvalho et al. (2011); B) http://www.reproduction-online.org.

Meétodo das Microgotas — Este método desenvolvido por Papis et al. (1999) permite
vitrificar odcitos e embrides utilizando apenas uma gota de solucdo de vitrificacao (Figura
16). Papis colocou odcitos em uma pipeta de Pasteur que se encontrava a 15 cm do N2L, o
conteddo deslizou em forma de gota caindo diretamente no nitrogénio, vitrificando-se
instantaneamente. Depois de vitrificada a gota foi retirada com o auxilio de uma pinga e

colocada em criotubo de 0,75 ml, previamente resfriado para armazenamento.

Figura 16 — Embrido em solucdo de
microgota para vitrificacdo. Fonte:
http://old2014.procriar.com.br.
Superficie solida — A amostra € sobreposta em um cubo de metal posicionado
acima do N2L (Figura 17). Por ser um bom condutor, proporciona rdpido resfriamento da
amostra, condi¢do necessdria para uma vitrificacio eficiente. Embrides junto a solugdo de

crioprotetores sao colocados sobre superficie metdlica pré-resfriada a -150°C, sendo
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posteriormente mergulhado em N2L. A finalidade do método é diminuir o efeito do
isolamento térmico causado pelos materiais plédsticos, visto que o metal € melhor condutor
de calor. Posteriormente, a amostra é armazenada em criotubos e mantida em N2 liquido

(CARRILHO, 20013; GREEN, 2005; SANTIN et. al., 2009; SANTOS et al., 2010).

Figura 17 — Superficie s6lida. Fonte: Carvalho et al. (2011).

Cryotop — Teve seu potencial demonstrado na espécie Bos taurus por Morato et al.
(2008) e na Equus caballus por Tharasanit et al. (2006). Esses estudos acabaram
proporcionando informacdes sobre sobrevivéncia, capacidade de desenvolvimento, assim
como alteracOes estruturais sofridas durante o congelamento. Kuwayama et al. (2005) a
descrevem como a mais recente abordagem para uso de volume minimo. Coloca-se
minimo volume de solucdo com o material bioldgico a se vitrificar em uma haste de
polipropileno (Figura 18). Testado em ovdcitos humanos teve bons resultados e atualmente
¢ a técnica mais executada nessa espécie, porém com resultados inconstantes (AHUMADA
et al., 2006; KUWAYAMA et al., 2005; MORATO et al., 2008). Utiliza-se 1 pL de
solugdo, quantidade menor do que a recomendada na OPS (4 pL). Embrides de no maximo
24 estruturas sdo retirados do cultivo e submetidos a dois banhos sequenciais em gotas de
150 um da ISV por 9 ou 15 minutos. Posteriormente é transferido para IISV onde passa por
trés banhos de 20 pL cada, perfazendo 45 a 60 segundos. E entdo colocado nas hastes com
0 auxilio de uma micro pipeta de vidro com 150 um de didmetro. Apos deposicdo na haste,
retira-se o excesso de solucdo deixando uma fina camada sobre o embrido. A haste é

submergida por 30 minutos no N2L (KUWAYAMA et al., 2005).
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Figura 18 - Modelos de Cryotop. Fontes: http://www.reproduction-online.org/;
http://www.stanumamoi.ru/

2.5 Descongelamento

No momento de desvitrificagdo/devitrificacdo (processo de aquecimento de
embrides vitrificados) precisa-se controlar a reidratacdo. Pode-se utilizar crioprotetores
extracelulares de baixo ou elevado peso molecular + crioprotetor intracelular. Os
extracelulares s@o importantes por promoverem a reten¢do de dgua no exterior da célula,
diminuindo o risco de lise.. Ao desvitrificar pode haver formacdo de cristais de gelo
intracelular. Isso ocorre quando a concentra¢do do crioprotetor permedvel € insuficiente.
Ela precisa ser superior a 20%, porém limitada, para diminuir danos decorrentes do efeito
téxico (JIN et al., 2008).

Existem vdrios métodos para desvitrificar, a eleicio do método depende
diretamente dos crioprotetores usados. O ideal € realizar o descongelamento sem prejuizos
a célula (sem desidratacdo, sem lise...) e para isso utiliza-se novamente solucdes
crioprotetoras. A célula precisa estar mais proxima possivel de sua forma natural, tanto em
formato, cor e consisténcia.

Carrilho (2013) cita dois métodos: O primeiro - criotubo contendo o material
vitrificado € exposto a temperatura ambiente por 10 segundos (s), posteriormente colocado
em banho-maria a 37 °C. Ao mesmo tempo adiciona-se 1,5 ml de solugdo sacarose a 0,4%
em Meio Essencial Minimo (MEM+) aquecida a 37 °C. O material ¢ mantido nesta
condicdo por 5 minutos. Para remover a solucdo crioprotetora o material é transferido para
uma solucdo MEM+ com 0,2% de sacarose, permanecendo mais cinco minutos. Apds, é
mantido pelo mesmo tempo em MEM+; O segundo — expde-se o criotubo com material

vitrificado a temperatura ambiente por 10s, adiciona-se 1,5 ml de meio TCM 199
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suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 10,3 % de sacarose a 37 °C por
cinco minutos. Em seguida, lava-se trés vezes durante 15 minutos (1)-5 + (2)-5 + (3)-5 =
15 em meio TCM 199 + 20% de SFB suplementado com %2, % e 0 de concentragdo inicial
de sacarose.

Fidelis (2013) descreve outro: Retira-se a haste do N2L com o auxilio de uma
pin¢a, mergulha-se a extremidade contendo o embrido na Solu¢do de Desvitrificacdo I
(SDVI = SM + 1 M de sacarose). Todas as gotas com volume de 150 pl. Movimentos
rdpidos ajudam o embrido a se desprender da haste onde permanece na solucdo por um
minuto. Depois € transferido para uma Solu¢@o de Desvitrificagdo II (SDVII =SM + 0,5 M
de sacarose) por trés minutos. Finalmente é submetido a duas lavagens em gotas de
Solucdo de Manutencdo (SM = TCM 199 + 20% SFB), permanecendo cinco minutos em

cada.

2.6 Desvantagens da vitrificacao

Embora seja solucdo para preservar ragas, espécies, € uma alternativa ao
melhoramento genético, a reproducdo assistida, ao comércio de equinos, a vitrificacdo de
embrides também apresenta muitas desvantagens.

Se o congelamento for realizado de maneira inadequada, ocorre o “choque térmico”
que induz prejuizos a membrana, aumento de permeabilidade, perda de fons e moléculas e
reducdo metabolica. Nao existe uma técnica de criopreservagdo celular que permita 100%
de sobrevivéncia pds-congelamento e descongelamento, mesmo usando curvas de
resfriamento e aquecimento consideradas 6timas (LANDIM-ALVARENGA, 1995). Parte
das pesquisas em criobiologia esta direcionada a entender mecanismos de danos celulares.
Existem dois tipos de danos: quimico (ex.: desidratacdo) e fisico (ex.; formacao de cristais
de gelo). Pode-se verificar outros danos que vitrificacdo causa ao embrido, como mudancas
ultraestruturais, degradacdo de microvilos da membrana plasmadtica, encolhimento das
mitocOndrias, acimulo de debris e diminui¢do das jungdes celulares (WATSON, 2000).
Também pode ocorrer estresse osmotico e oxidativo (GEORGE et al., 2006).

O estresse oxidativo danifica a molécula de DNA tanto nas bases e agicares como
na fita simples ou fita dupla. Dano como quebra de fita dupla pode acontecer a partir de

replicagdo de uma quebra da fita simples (BILSLAND; DOWNS, 2005). A quebra de fita
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dupla € a lesdo mais deletéria ao DNA e compromete a integridade do genoma e a
sobrevivéncia celular (JACKSON, 2002).

Pés década de 80, estudos demonstraram que crioprotetores apresentam efeito
téxico, surgindo mais um obstidculo para o sucesso da criobiologia. No processo de
vitrificacdo, células ficam com instabilidade osmética devido alteragdes das concentragdes
de sais pela adicdo de solucdes. Desde entdo, busca-se substancias capazes de proteger
células dos efeitos deletérios das baixas temperaturas e que ndo sejam prejudiciais as
mesmas. A concentracdo do crioprotetor necessaria, em torno de 40% da solucdo, traz este
efeito, aumentando o risco de injurias. Alta concentracdo intracelular desidrata e eleva a
concentracdo de ions, podendo danificar a célula (VAJTA; NAGY, 2006).). Para Landim-
Alvarenga (1995), existem falhas na acdo dos crioprotetores: a toxicidade limita a
concentracdo em que este pode ser utilizado antes do resfriamento, limitando a eficicia da
acdo; agentes crioprotetores podem atuar na producdo de crioinjdrias alterando a
polaridade do meio extracelular, lesionando membranas. Dobrinsky (2002) alerta para
ruptura no citoesqueleto. Em grandes concentracdes promovem intoxicacdo do material
durante manipulagcdo em temperaturas acima de zero, podendo interferir na viabilidade pds
devitrificagdo. Exposicdo, temperatura e tipo de crioprotetor, podem causar danos. Além
da técnica e do material a ser criopreservado, deve-se considerar o efeito téxico e a
associacao entre crioprotetores.

Independentemente da origem e espécie, embrides que ndo estejam no estadio de
blastocisto (estdgios iniciais de clivagem e moérulas) sdo mais frageis a criopreservacgao.
Isto € observado tanto na congelacdo lenta quanto na vitrificacdo. J4 no estigio de
blastocisto hd um fator que ird interferir negativamente a criopreservagao, ocorre formacgao
da capsula embriondria entre a zona pelucida e as células do trofoblasto. Esta capsula €
uma camada acelular de mucina glicoproteica resistente a solubilizagdo quimica,
enzimatica e a remo¢ao mecanica. Portanto, a presenca da cdpsula embriondria associada a
grande blastocele, dificulta a difusdo dos crioprotetores e a criopreservacao dos embrides
equinos (GARCIA-GARCIA et al., 2005).

Khurana e Niemann (2000) afirmam que as taxas de gestacdo de embrides
produzidos in vitro congelados e aquecidos, sdo inconsistentes e menores do que aquelas
reportadas para embrides produzidos in vivo. Isto pode estar relacionado com algumas
diferencas na morfologia, ultraestrutura e metabolismo entre embrides provenientes das

z

duas técnicas. A qualidade dos embrides produzidos em laboratério € inferior a de
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embrides naturais e que, juntamente com outros fatores, poderia ser responsavel pela pobre
sobrevivéncia destes apds criopreservacdo. Vajta et al. (1996) correlaciona a sensibilidade
destes embrides a estrutura da zona pelicida, menor compactagdo das morulas,
sensibilidade ao resfriamento, aparéncia escura e aumento da densidade. Provavelmente
estas diferencas podem ser causadas pela alta proporcao lipideos : proteinas.

No inicio havia possibilidade de transmissdo de doencas pelo contato direto com
nitrogénio liquido e a impossibilidade da transferéncia direta de embrides vitrificados.
Com avango nos experimentos, solugdes praticas foram encontradas para resolugao dos
problemas (VAJTA; NAGY, 2006), por exemplo: o acondicionamento das OPS em
palhetas de 0,5mL lacradas ou o uso de nitrogénio liquido filtrado e esterilizado, que
eliminam a possibilidade do contato entre o espécime e possiveis contaminantes. Transferir
diretamente embrides vitrificados € possivel por meio da deposi¢do direta em palhetas de
0,25 mL contendo solugdo de sacarose (KUWAYAMA, 2007; VAJTA et al., 1996).

Acarretam injurias irreversiveis da refrigeracdo, temperaturas situadas na “zona de
perigo”, abaixo da temperatura fisioldgica e acima de 0 °C. Temperaturas entre 15 e -5°C
causam danos de gotas lipidicas citoplasmaticas (consequéncia = morte do embrido) e
microtibulos (dano reversivel); temperaturas entre -5 e -80°C formam cristais de gelo;
entre -50 e -150°C podem ocorrer fraturas da zona pelicida ou danos no citoplasma
(VAJTA; NAGY, 2006).

No tocante conservagdo, células vitrificadas ndo podem ser armazenadas em
frezzers; frezzers permitem variacdo de temperatura. A estocagem a ultra baixa
temperaturas € possivel com sistemas de nitrogénio liquido, pois garantem temperatura
constante por longos periodos. Mesmo em sistemas de criopreservacdo a temperatura ultra
baixa, uma variagdo de -196 °C a -130 °C, ou a -100 °C implica na morte dos
microrganismos armazenados. Este fato deve ser levado em consideragdo durante a
movimentacao e transporte de exemplares criopreservados (VYSEKANTSEYV et al., 2005).

Durante o aquecimento destes embrides (desvitrificagdo) pode haver formacdo de
cristais de gelo intracelulares. Tudo ocorre em situagdes em que a concentracdo do
crioprotetor permeavel € insuficiente. Essa concentragdo deve ser superior a 20%, porém
limitada, para diminuir os danos decorrentes. Crioinjdrias durante o descongelamento sio
resultantes, em parte, da devitrificacdo da solucdo intracelular, implicando na formacao de
cristais de gelo ou crescimento dos que ja existiam (JIN et al., 2008). Carneiro e Cal-Vidal

(2000) estudaram a estruturacdo dos cristais de gelo e classificaram dois mecanismos
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N N

danosos a estrutura celular. O primeiro relacionado a possibilidade de perfuracio da
membrana celular pelo cristal de gelo intracelular. O segundo relacionado a quebra da

parede celular por cristais extracelulares.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Diferente de embrides bovinos e murinos, embrides Equus caballus ainda possuem
resultados insatisfatérios relacionados a vitrificacdo. A morfofisiologia somada aos
mecanismos para vitrificar dificultam o sucesso nesta espécie. O embrido equino possui
uma espessa cdpsula que dificulta a entrada e saida do crioprotetor, influenciando na
tolerancia ao frio. A massa celular interna possui taxa de resfriamento diferente das células
do trofoblasto.

O sucesso depende de vdrios fatores: técnica, estdgio embriondrio, crioprotetores e
armazenamento. Entre as autoridades no assunto, ainda ndo ha consenso na escolha do
estdgio embriondrio ideal para aplicacdo da vitrificacao.

Independente da espécie em questdo, vitrificar/aquecer provoca injurias celulares,
diminuindo consequentemente taxas de sobrevivéncia e prenhez, ainda inferiores as
obtidas com embrides frescos. Ressalta-se que embrides produzidos in vitro sobrevivem
menos que oS in vivo.

A vitrificagdo de embrides equinos avancou discretamente; hd necessidade de
estudos para desenvolver protocolos especificos a espécie em questdo, vislumbrando

beneficios que o aperfeicoamento desta tecnologia poderd proporcionar.
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