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RESUMO

A necessidade do aprimoramento de técnicas para o transporte e comercializacdo de embriées tem
estimulado diversas pesquisas sobre criopreservacdo de embrides nas espécies domésticas. A
criopreservacdo visa manter o metabolismo celular em estado latente, tornando possivel a
conservacdo de células e tecidos por tempo indeterminado em nitrogénio liquido. As técnicas
utilizadas para o armazenamento dos embrides sdo a congelagéo tradicional e a vitrificacdo. O
método de vitrificagcdo de embrides tem despertado o interesse em varias espécies por requerer
equipamentos de baixo custo e permitir sua execugao de modo mais rapido. O principio fundamental
da vitrificacdo reside na necessidade da adicdo de altas concentracdes de crioprotetores,
promovendo a solidificacdo das células sem que haja a formacdo de cristais de gelo intra e
extracelular, pelo aumento de viscosidade. O objetivo dessa revisdo é descrever os métodos ja
existentes para a vitrificagdo de embrides equinos, e discutir o procedimento ideal para estabelecer
gestacdes de equinos apos a vitrificagcdo e o aquecimento de embrides.
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ABSTRACT

The need for improvement of techniques for the transportation and selling of embryos has stimulated
many researches on cryopreservation of embryos in domestic species. Cryopreservation aims to
maintain cellular metabolism in perfect condition, making possible the preservation of cells and tissues
indefinitely. The techniques used for the storage of embryos are traditional freezing and vitrification.
The method of cryopreservation of embryos has raised interest in several species because requires
inexpensive equipment and allow it perform more quickly. The fundamental principle of vitrification is
the need to increase the osmolarity as possible from the cells by the addition of high concentrations of
cryoprotectants, promoting solidification of cells without the formation of ice crystals intracellular and
extracellular in a ultra-rapid freeze curve. The objective of this review is to discusse the method of
existing development for vitrification of embryos horses, and the ideal procedure to establish equine
pregnancies after vitrification and warming of embryos.
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INTRODUCAO
O Brasil possui o terceiro maior rebanho equino do mundo (CNA, 2003). Essa
atividade forma hoje uma das mais importantes interacées dos setores ligados ao
lazer, cultura e turismo, sendo uma das cadeias produtivas zootécnicas que oferece
mais oportunidades de trabalho, conquistando posicdo de destague na economia
nacional. (CURCIO, 2005).



A producdo animal vem sendo fortemente incrementada pelo emprego do
melhoramento e pela utilizacdo de técnicas reprodutivas como a inseminacao
artificial, a transferéncia de embribes, a fecundacdo in vitro, a clonagem e a
transgenia animal. (NICACIO et al., 2006).

A fecundacdo in vitro de embrides € uma das biotécnicas reprodutivas
utilizadas em animais da espécie equina e, apesar dos custos ainda elevados, a
Ameérica do Sul, responde por uma boa porcentagem das transferéncias de embrides
produzidos in vitro no mundo. (VIANA, 2006).

Embrides para vitrificagdo devem ser coletados de Uteros de éguas doadoras,
entre 6 a 6,5 dias apds a ovulacdo, sendo a variagdo do tamanho dos embrides
colhidos dentro deste periodo uma caracteristica individual de cada égua. A
vitrificacdo de embrides serd bem-sucedida quando o procedimento for feito com
embrides pequenos, com menos de 300um, pois assim neste estagio o embrido
ainda nao desenvolveu por completo uma estrutura acelular proteica, chamada
capsula embrionaria, que circunda externamente os embrides mais velhos,
propiciando, se respeitados os detalhes técnicos, um método mais rapido e eficaz
para a criopreservacdo de embrides equinos. (CARNEVALE, 2006).

A presente revisdo tem por objetivo descrever os métodos desenvolvidos
existentes para a vitrificacdo de embrides equinos, e discutir qual procedimento ideal
para estabelecer gestacdes de equinos apos a vitrificagcdo e o aquecimento de

embrides.

REVISAO DE LITERATURA

A técnica de vitrificacdo pode ser considerada um método de criopreservacao
em que a formacao de cristais de gelo é totalmente eliminada. Nela a solidificacdo é
atingida pelo aumento extremo da viscosidade do meio e nao pela cristalizacéo,
chegando diretamente a um estado vitreo. (MASSIP, 2001; YAVIN; ARAV, 2007).

A vitrificacdo permite a passagem pela zona critica de temperatura de
maneira rapida, sem que ocorra o estresse térmico do embrido, sendo este, um dos
principais causadores da nao eficacia do procedimento. (MASSIP, 2001).

Na espécie equina a puberdade da fémea tem inicio entre o0 12° e 18° més de

vida. Sendo considerada poliéstrica estacional, isto €, seu ciclo estral, de 21 dias,



permanece em atividade durante periodos de alta luminosidade e temperatura, e
cessa no outono e inverno. E uma espécie monovulatoéria, tendo apenas um filhote
por gestacao. (GINTHER, 2002).

Logo apds o0 nascimento, 0os ovarios de uma fémea equina contém milhares
de foliculos, entretanto, muito poucos desenvolvem, maturam e ovulam durante sua
vida reprodutiva. Por um mecanismo independente de gonadotrofinas, sao
recrutados em grupos para iniciar o desenvolvimento. Do grupo de foliculos
recrutados que iniciam a emergéncia da onda, um deles é selecionado, torna-se
dominante e continua se desenvolvendo, enquanto os outros entram em atresia. Os
horménios atuantes neste periodo sdo o FSH (horménio foliculo estimulante) e o LH
(hormonio luteinizante), produzidos pela adenohipéfise, estimulados pelo GnRH, que
por sua vez € produzido no hipotalamo. (McKINNON, 2002).

No final da fase de dominancia, o foliculo mais desenvolvido esta pronto para
a ovulacdo, sendo denominado de foliculo pré-ovulatério com tamanho > 35mm.
Neste periodo € realizada a monta natural (MN) ou a biotécnica de inseminacao
artificial (1A). O estro da égua dura de 4 a 8 dias, sendo que a ovulagéo ocorre entre
0 6° e 7° dia do cio. (CARNEVALE, 2004).

A IA equina é uma biotécnica que, consiste em coletar o sémen de um
garanhdo, fracionar as doses inseminantes (400 a 800 milhdes de espermatozoides
viaveis no minimo) e em seguida depositar a dose no interior do Utero das éguas em
estro proximo a ovulacédo. (BOCHIO, 2011).

Ao constatar o término do processo ejaculatério na colheita de sémen, deve-
se retirar a vagina artificial, mantendo-a na posi¢cao vertical e levando-a para o
laboratorio para processamento, onde o sémen sera devidamente preparado e
analisado para a IA. (BOCHIO, 2011).

Apés a correta higienizagdo da genitalia externa da égua, com uma luva de
palpacédo estéril lubrificada, deve-se introduzir a mao na vagina até a localizacdo da
cérvix. Encontrando a abertura desta, introduz-se a pipeta no Utero. Feito isso,
pressiona-se o émbolo da seringa, depositando-se o sémen no interior do corpo do
atero. (BOCHIO, 2011).

Os espermatozdides ao serem depositados no atero apés a IA sdo
transportados até o terco superior dos cornos uterinos, adentrando a tuba uterina,
onde vai ocorrer a fecundacdo do odcito liberado pelo foliculo ovariano.
(GONSALVES et al., 2002).



Para a colheita do embrido sdo necessarios alguns materiais, como 0
estereomicroscopio (lupa); micropipeta de 200 ul (microlitro); palhetas; filtros para
embrido; Ringer Lactato (RL); nitrogénio liquido; recipiente isolado; sondas.
(HUDSON et al., 2006).

O método utilizado para esse procedimento consiste em uma lavagem
uterina, usando uma solugéo de Lactato de Ringer (RL), aguecido em banho maria
com temperatura equivalente a 37°C, que devera ser introduzido com o auxilio da
sonda. Assim o embrido é retirado do utero. (CARNEVALE, 2004).

Apos a lavagem o embrido é recuperado do Utero junto com uma parte do RL,
passando pela sonda e indo até o filtro, onde ocorre a separacdo do embrido com a
solucédo, usando uma peneira. Feito isso, 0 embrido é levado até um laboratoério
onde é colocado no estereomicroscopio para localizacdo e lavagem, para retirar
algumas células uterinas (debris) que possam estar aderidas a ele. A Ultima etapa é
o0 envasamento do embrido em uma palheta de 0,25mL, sendo que a coluna
contendo o embrido e o meio de vitrificacdo deve ser separada por duas colunas de
ar e duas colunas de galactose a 0,5M para, em seguida, ele ser vitrificado.
(CARNEVALE, 2004).

O processo de vitrificagdo é definido como a solidificacdo de uma solugéo
sem a cristalizagdo, por meio da elevacdo da viscosidade durante o rapido
resfriamento. (FAHY et al., 1984; VAJTA et al., 1998).

Quando comparada com a congelacdo convencional, a vitrificacdo reduz o
tempo do procedimento, bem como a economia em gastos com equipamentos para
a execucao da técnica. (CARNEVALE et al.,, 2004; ELDRIDGE-PANUSKA et al.,
2005; CARNEVALE, 2006).

Segundo Rall e Fahy (1985), Carnevale et al. (2004) e também Moussa et al.
(2005), durante esse procedimento o embrido é exposto a altas concentracdes de
crioprotetores por curto periodo de tempo e resfriado a uma velocidade de
2500°C/minuto, para que ocorra a formacdo de um estado vitreo ao invés de cristais
de gelo.

A vitrificacdo proposta para embrides eqlinos é realizada em trés passos. O
meio 1 contém 1,4M de glicerol, onde o embrido permanece por 5 minutos; o meio 2
contém 1,4M de glicerol e 3,6M de etilenoglicol, onde o embrido permanece por 5
minutos e o meio 3 contém 3,4M de glicerol e 4,6M de etilenoglicol, neste o embrido

deve permanece por <1 minuto. O envase é realizado em palheta de 0,25mL, sendo
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gue as gotas das extremidades possuem 0,5M de galactose. (CARNEVALE et al.
2004; CARNEVALE, 2006).

As primeiras duas gestacdes de embribes equinos vitrificados foi descrita por
Hochi et al. (1994) utilizando solucao de vitrificacdo contendo 20% etilenoglicol em
PBS por 10 a 20 minutos. A congelacao ultra-rapida foi utilizada com sucesso para
criopreservar embrides equinos por Oberstein et al. (2001), que compararam a
eficiéncia de dois métodos ultra-rapidos de congelacdo (OPS e Cryoloop) com a
congelacdo convencional de embrides <300um grau 1 e 2. (VANDERWALL, 2000).

O meio de congelacdo teve como base 1,8M de etilenoglicol e 0,1M de
sacarose e 0 meio de vitrificagédo utilizado neste experimento teve como base 16,5%
de etilenoglicol, 16,5% de dimetilsulfoxido (DMSO) e 0,5M de sacarose. Apos a
descongelacdo, os embrides foram cultivados por 20 horas e em seguida corados
com iodeto de propidio e Hoechst 33342 para determinar a porcentagem de células
vivas. A porcentagem destas foi de 74% para os embrides congelados e de 51%
para os vitrificados. Esse estudo demonstrou que a vitrificacdo de embribes
pequenos (<300um) apresentou resultados semelhantes a congelagdo convencional.

Carnelave et al. (2004) realizaram experimento vitrificando embrides colhidos
no dia 6 apos a ovulagédo (D6), D7 e D8 para comparar a eficiéncia da técnica em
criopreservar embribes pequenos e grandes, além de avaliar o método de
transferéncia direta em relacdo a remocao dos crioprotetores apds 0 aquecimento
seguida de transferéncia. A taxa de desenvolvimento embrionario no D16 foi de 62%
e 45% para os embrides pequenos (D6) vitrificados e transferidos diretamente e para
os embrides pequenos que foi feita a remogao do crioprotetor, respectivamente. Os
embrides grandes (D7 e D8) nao resultaram em gestacéo apos a vitrificacdo. A taxa
de recuperacao embrionaria nesse experimento foi de 78% (28/36) para o D6 e 63%
(30/48) para os D7 e D8, indicando que a taxa de recuperacdo de embrides no D6 é
similar ao D7 e D8, contrariando Boyle et al. (1989), Vanderwall (2000), Castanheira
et al. (2004) Stout et al. (2005) e Scherzer et al. (2008) que mostram menores taxas
de recuperacdo para embrides menores coletados D6 ou D6,5. Carnevale et al.
(2004) relataram taxas de 75% de gestacdo quando vitrificaram embrides <300um. A
recuperagcdo embrionaria no lavado das doadoras, 8 dias apds o tratamento com
hCG ou com outro indutor de ovulacdo nesse estudo foi de 80%, tornando essa

técnica uma promessa comercial na industria de cavalos de esporte.



No momento da vitrificagdo, o principal cuidado deve ser com a mudanca
repentina de temperatura. (MASSIP, 2011).

CONSIDERACOES FINAIS

O procedimento ideal de vitrificacdo gera a possibilidade de utilizar um
protocolo de criopreservacdo pratico, rapido e eficaz, como a vitrificacdo,
estimulando a aplicacdo técnica associada a transferéncia de embrides por um
maior numero de equipes em nivel de campo. Nos tempos atuais, a técnica
tradicional de congelamento continua sendo a mais largamente utilizada para a
criopreservacao de embrides in vivo e in vitro. Entretanto, na ultima década a técnica
de vitrificacdo vem sendo testada e aprimorada em diferentes espécies, buscando
um elevado grau de aproveitamento dos embrides criopreservados e aquecidos. Os
efeitos benéficos da vitrificagcao sdo amplamente conhecidos, como a redugdo das
crioinjurias causadas pela ndo formacdo de cristais extra e intracelulares.
Recentemente, a vitrificacdo vem sendo estudada e utilizada na criopreservacao de
embrides produzidos in vitro (FIV ou clonados) e embrides biopsados, gerando a
obtencdo de melhores resultados com embrides >300um. Essa metodologia ideal
com consisténcia de resultado para todo tipo de embrido equino ainda nao foi
desenvolvida, sendo necessario o incentivo a estudos aplicando diferentes meios de
vitrificacdo (crioproteores/concentracdes), dispositivos para envasamento, curvas
ultrarrapidas, micromanipulacdo, na tentativa de se obter uma melhor taxa de

sobrevivéncia embrionaria a criopreservacao pela vitrificagéo.
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