UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA CAMPUSDE
BOTUCATU.

KAREN REGINA PERES

PRINCi{PIOS DA CRIOPRESERVAGCAO DE
EMBRIOES DE EQUIDEOS

Monografia apresentada a
disciplina de Seminarios |, do
Programa de Pdés-Graduacdo em
Medicina Veterinaria, area de
concentracdo em Reproducao
Animal, curso de Mestrado.

ORIENTADOR(A): Prof2 Ass. Dr2. Fernanda da Cruz Landim e Alvarenga

PROFESSORES RESPONSAVEIS: Prof2. Adj. Maria Denise Lopes
Prof®. Adj. Sony Dimas Bicudo

Botucatu - S.P.
18/04/2002



SUMARIO

1. INTRODUCAO E OBJETIVOS 3
2. MORFOLOGIA E FISIOLOGIA DOEMBRIAOEQUINO 4
3. ASPECTOS DA CRIOPRESERVACAO 11
3.1. Principios da Criopreservacéo Celular 11
3.2. Crioprotetores 14
3.2.1. Mecanismos de ac&o dos crioprotetores 14
3.2.2. Remocdao do Crioprotetor 16

3.3. Vitrificagéo 17
4. CONSIDERACOESFINAIS 18
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS* 19




INTRODUCAO E OBJETIVOS

A demanda de técnicas viaveis para 0 transporte e comercializacdo de
embrides, bem como a necessidade de se preservar genes desgjaveis dentro de racas
selecionadas tem estimul ado as pesquisas sobre criopreservacdo de embrides eqlinos.

A capacidade de se criopreservar embrides de mamiferos é um poderoso
auxiliar nos métodos de reproducéo assistida. Dezenas de milhares de ratos e centenas
de milhares de bovinos tem sido produzidos a partir de embrides criopreservados. Em
contraste, cerca de 50 gestagdes e um pouco mais de 10 potros sdo frutos de embrides
equinos criopreservados (LEIBO, 2000).

A primeira prenhez de um embrido equino criopreservado foi relatado por
Griffin et al. (1981), sendo que o primeiro potro nascido de um embrido congelado foi
reportado por Yamamoto et a. (1982); e desde entdo, vérias tentativas para se
congelar embrides equinos tem sido relatadas. Contudo, apesar dos estudos usando-se
diferentes estdgios do desenvolvimento embrionério, taxas de resfriamento e
diferentes tipos e concentracbes de crioprotetores, os resultados obtidos ndo sé&o
satisfatorios. Outro fator a ser considerado € a inabilidade em se superovular éguas, 0
que limita o nimero de embrides avaliados nas pesquisas (DOBRINSKY, 2002).

A tecnologia de embrides também  apresenta grande importancia na
conservacdo de equideos, visto que pode ser a salvacdo de espécies que estdo
desaparecendo devido a caca predatdria ou ao cruzamento indiscriminado com outras
racas de cavalos, como o cavalo selvagem de Roraima e 0 jumento nordestino, entre
outros (FARINASSO et al., 1989).

A criopreservacdo de odcitos também tem sido bem sucedida em véias
espécies de mamiferos com a intencédo de se preservar 0 material genético de animais
valiosos que podem morrer inesperavelmente. Nas espécies murina, bovina e humana
os odcitos criopreservados conseguem se desenvolver apds o descongelamento,
entretanto, odcitos eqiinos criopreservados ndo sdo fertilizados com sucesso (HOCHI
et a., 1994 apud HURTT, 1999). Recentemente, Maclellan et al. (2002) relataram o
nascimento dos dois primeiros potros produzidos através da transferéncia de 6ocitos
vitrificados.



Com o objetivo de delimitarmos as possiveis causas do insucesso da
criopreservacdo de embries de eqlideos, em contraposicdo a outras espécies, este
estudo apresenta aspectos morfo-fisiolégicos do embrido eqliino e os principios da

criopreservacao celular.

1. MORFOLOGIA E FISIOLOGIA DO EMBRIAO EQUINO

Quando um foliculo ovariano maduro ovula, 0 odcito é referido como odcito
secundério; o primeiro corpo polar esta formado e o desenvolvimento esta parado na
fase de metéfase da segunda divisdo meidtica (Metafase I1); em 30% dos casos, 0
odcito é ovulado imaturo, em Meté&fase |, completando a segunda divisdo meidtica na
tuba uterina. Apos a ovulacdo, 0 odcito ndo fertilizado, circundado pelas células do
“cumulus oophorus’, uma matriz celular gelatinosa, é captado pelo infundibulo do
oviduto (tuba uterina) e é rapidamente transportado para a juncdo istmo - ampola onde
ocorre a fertilizacdo. A fertilizacdo pode ser reconhecida pela presenca de dois pro-
nucleos (masculino e feminino), pela formacédo do segundo corplsculo polar ou pela
clivagem (VANDERWALL, 1996).

Apébs a fertilizacdo, as células do “culumus oophorus’ sdo perdidas, e o
segundo corpusculo polar encontra-se evidente em 12 horas ap0s a ovulagdo. A
primeira clivagem ocorre aproximadamente 24 horas apds a fecundagdo e as divisdes
subsequentes ocorrem com 12 a 24 horas de intervalo (BEZARD et d., 1989). Apés a
primeira clivagem, cada célula € denominada de blastémero. O estagio de clivagem
do embrido é referido de acordo com o nimero de células presentes, tal como, uma
célula, duas-células, quatro e entdo até o estagio de 16 cédlulas (VANDERWALL,
1996).

Odcitos recém ovulados apresentam um formato esférico, em contraste aos
embrides de duas ou quatro células que normamente sdo elipsoidais. No estagio de 8
células os embrides geralmente voltam a ser esféricos. No estégio de 8 a 16 células
jungdes comunicantes sdo formadas entre os blastdmeros causando a compactagéo.
Entre os estdgios de 16 e 32 células, como os blastbmeros ndo sdo facilmente
identificados, o embrido € referido como moérula pré-compacta ou inicial. A
continuidade das divisdes celulares e a formagéo de jun¢bes comunicantes levam a
formacdo da mérula compacta, que € uma massa compacta de pelo menos 32



blastdmeros. A mérula compacta é o Ultimo estédgio de desenvolvimento do embrido
encontrado no oviduto (BETTERIDGE et al., 1982).

Baseado em lavagens do oviduto, normamente sdo coletados embrides de 4 a
8 células no 2° dia apds a deteccdo da ovulagdo, e embrides de 8 a 16 células no 3°
dia. Geramente os embrides com 6 dias estéo no estagio de mérula compacta ou de
blastocisto inicial. Com 7 dias geralmente sdo blastocistos expandidos (McKINNON
et a., 1993). Assim, cada estagio do desenvolvimento embrionario, normamente é
encontrado dentro de uma faixa de tempo ap6s a ovulacdo, e ndo em um dia fixo;
além disso, também ocorre variaces entre as espécies, demonstrando haver diferenca
no tempo de migracdo do embrido, do oviduto até o Utero (SUGIE et al., 1995).
Freeman et al. (1991) determinaram o tempo exato do transporte do embrido através
do oviduto da égua, que € entre 130 e 142 horas apés a ovulacéo (5 diase 10 hs a5
dias e 22 horas). Eles também determinaram que os embrides ndo aumentam
significativamente de tamanho até 0 momento em que eles entram no |[Umen uterino; o
didmetro do embrido (incluindo a zona pelGcida) imediatamente antes, durante e
imediatamente apds o periodo de transporte no oviduto, relatado por Freeman et al.,
foi de 157, 163 e 168nmm, respectivamente; e, o diametro de um odcito ndo fertilizado
foi de aproximadamente 152nm.

A égua € o Unico animal doméstico que geralmente retém no oviduto os
odcitos ndo fertilizados, que acabam se degenerando ao longo de um periodo de 7-8
meses (NIEKERK & GERNEKE, 1966 apud MCKINNON et a., 1993). O transporte
seletivo parece ser iniciado por uma caracteristica do embrido eqlino, mas, que ndo
estd presente em ovulos ndo fertilizados (VANDERWALL et al., 1993; WEBER &
WOODS, 1993). Weber & Woods (1993) observaram que embribes de 6 dias
incubados in vitro secretaram quantidades minimas de proteinas, esterGides e
prostaglandina F,, entretanto, secretaram quantidades relativamente altas de
prostaglandina E, (PGE,), 42,0 + 11,5 pg (10*%g) de PGE, por embrio. Essa secrecéo
embriondria ndo foi detectada no 3° e 4° dia, mas, no 5° dia, detectou-se uma
guantidade de 5,7 £ 1,0 pg de PGE,, por embri&o. Uma correlacdo positiva entre o
didmetro do embrido e a secrecdo de PGE, foi demonstrada por Vanderwall et a.
(1993).



Portanto, a PGE; parece ser o sinal do embrido eqlino que inicia o transporte
seletivo do oviduto em éguas, provocando um relaxamento da musculatura da juncao
ampola-istmo e do istmo, enquanto os ndo fertilizados sdo retidos na ampola do
oviduto. A secrecdo de PGE, também est4 envolvida na manutencdo inicial do corpo
[Gteo, a partir de uma ligagdo especifica com o oviduto equino (VANDERWALL et
al., 1993).

A administracéo sistémica de PGE, ndo prolonga a funcdo do corpo |iteo em
éguas ndo - gestantes, mas a infusdo local (intraoviduto) de PGE; é efetiva, porque o
transporte do embrid&o no oviduto é acelerado pela administracdo de PGE; por estavia
(VANDERWALL et a., 1993). Weber & Woods (1993) verificaram que o transporte
pelo oviduto é acelerado significativamente em éguas, cujo oviduto, foi infundido
continuamente com PGE, (0,01 mg / 24 hs), em relagdo a éguas cujo oviduto foi
infundido com solugdo salina ou que ndo foram tratadas (6/11 x 0/11 x 0/11,
respectivamente).

O entendimento do mecanismo de transporte no oviduto, tem implicages no
desenvolvimento de técnicas de reproducéo assistida na égua. Por exemplo, a
criopreservacéo de embrides de equinos tem apresentado melhores resultados para
embrides com diametros menores que 250mm (SLADE et al., 1985; SQUIRES €t dl.,
1989; MEIRA et al., 1993); contudo, existem duas limitacfes inerentes para se obter
embrides nesta faixa de tamanho. Primeiro, os embrides devem ser recuperados do
[Gmen uterino no dia 6 pos-ovulagdo, quando alguns autores relatam que as taxas de
recuperacdo sdo menores (SLADE et al., 1985; MEIRA et al., 1993; FERREIRA et
a., 1997), possivelmente porque o embrido ainda estga no oviduto na hora da
recuperacdo do embrido, por exemplo, quando o momento da ovulacdo ndo foi
adequadamente observado (1 palpacdo por dia), ou também, pela dificuldade do
técnico em identificar o embrido. Segundo, alguns embrides ja sGo maiores do que
250mm no dia 6 (Tabela 2). A menor taxa de sobrevivéncia apds o congelamento, de
embribes com didametro maior que 250nm possivelmente deve-se a baixa
permeabilidade ao crioprotetor, decorrente da existéncia da cdpsula, durante a adicédo
e/ou a remocao; e também pela pequena relacdo superficie — volume (YOUNG et al.,
1997).



A tabela 1 apresenta taxas de recuperacdo embrionéria obtidas por alguns
autores do dia 6 ao dia 9, apds a deteccdo da ovulacdo; podemos observar que a
informacdo de que a taxa de recuperacdo embriondria € menor no 6° dia, ndo é
unanime. A tabela 2, por sua vez, apresenta o didmetro embrionario de embribes
coletados do 6° ao 9° dia apds a ovulagéo.

TABELA 1- Taxas de Recuperacdo Embrionaria realizada do 6° ao 9°
dia apos a deteccado da ovulacéo.
Dia apos a Indice de~ Referéncia
ovulacao Recuperacao
61% (63/103) Sladeet al., 1985
55%(70/127) Meiraet al., 1993
5 62 % (86/137) Squires, 1993
55 % (70/127) Landim e Alvarenga, 1995
46% (60/130) Ferreiraet a., 1997
63 % (127/203) Peres et al., 2002
76 % (73/96) Squires, 1993
56% (23/41) Meiraet al., 1993
7 69% (18/26) Ferreiraet a., 1997
49,3 % Fleury, 1998
60 % Peres et a., 2002
74,4 % (218/293) Squires, 1993
8 58% Fleury, 1998
65% (195/301) Peres et al., 2002
81,1 % (43/53) Squires, 1993
9 54,4 % Fleury, 1998
72 % (18/25) Pereset al., 2002

ITABELA 2 — Efeito do dia da coleta sobre o diametro do embrio.

_ Diametro do Embri&io em mm (10°) o
Diada Coleta : - Referéncia
Média Taxa de variacéo
5 201 132-380 Squires, 1993
208 132-756 Vanderwall, 1996
. 488 136-1284 Squires, 1993
406 136-1460 Vanderwall, 1996
8 1368 369-3980 Squires, 1993
1132 120-3980 Vanderwall, 1996
9 2220 730-4520 Vanderwall, 1996




ApGs entrar no Utero, continuando o desenvolvimento, a morula desenvolve a
blastula, que é caracterizada pela formacdo de uma cavidade repleta de fluido
(blastocele) dentro da moérula. Durante os estagios iniciais do desenvolvimento da
blastocele, 0 embrido é referido como blastocisto inicial (VANDERWALL, 1996).
Quando a blastocele encontra-se plenamente formada, ela est4 forrada por uma
camada simples de células de origem da ectoderme denominada de trofoblasto. A
maior parte do trofoblasto ira eventualmente contribuir na formagdo da placenta. Em
adicdo, uma populacdo de células do trofoblasto, de um dos pdlos, se projeta para
dentro da blastocele, formando uma massa celular interna, o embrioblasto ou botéo
embrion&rio, que € o precursor do embrido. Com a formacdo da blastocele, o embri&o
aumenta dramaticamente de tamanho sendo referido como blastocisto expandido
(VANDERWALL, 1996).

Logo apds a entrada do embrido no Utero, também ocorre a formagdo de uma
cdpsula acelular entre a zona pellcida e as células do trofoblasto (Figura 1). Durante
alguns dias a capsula permanece recoberta pela zona pellcida, que ndo eclode durante
a expansao do blastocisto, como no caso de outras espécies, mas, que vai tornando-se
progressivamente mais fina até a ocorréncia da eclosdo do embrido. Como o
blastocisto expande, a cdpsula engrossa pelo menos até o 11° dia. O embrido fica
ainda recoberto pela cdpsula acelular até aproximadamente o 26° dia de gestagcdo
guando, entdo, aparentemente se fragmenta (LANDIM E ALVARENGA, 1995).

A capsula é congtituida por dois componentes principais: uma matriz com
estrutura semelhante ao coldgeno, pois o tratamento com colagenase do tipo I,
embora ndo a destrua totalmente, a torna mais flexivel; e por uma série de
glicoproteinas que se coram com PAS e com &cido fosfotungstico (BETTERIDGE,
1989 apud LANDIM E ALVARENGA, 1995).

A cépsula parece ser impermedvel a virus e bactérias, como sugere sua
estrutura, mas, assim como a zona pellcida, provavelmente é permeavel a
macromoléculas. Flood (1993) relata que ela é permeavel a proteinas com um peso
molecular de 200.000, mas que dificulta a difusdo da ferritina (PM = 450.000).
Mesmo quando sua espessura € fina, a cpsula é bastante resistente e representa uma
estrutura importante para o desenvolvimento do embrido de equiino. Caracteriza-se por
ser um envoltério sujeito a pressdes consideraveis durante a fase de migragéo do
embrido através do Utero, fendmeno fundamental para que ocorra o reconhecimento
materno da gestagdo. Durante a migragdo, a forma esférica da vesicula sofre



distorgdes, contudo a elasticidade e resisténcia da capsula protegem o embrido das
contragOes uterinas. A mobilidade do embrido termina ao redor do 15° ao 17° dia de
gestacdo, antes do desaparecimento da cdpsula (GINTHER, 1992).

Alguns estudos mostram que a capsula pode interferir com a criopreservacao
de embrifes. Legrand et al. (2000) avaliou a relacdo entre a espessura da capsula e o
dano celular em embrides tratados com crioprotetores com ou sem congelamento,
concluindo que embriGes congelados e descongelados com uma cdpsula espessa
sofrem mais danos do que aqueles com uma cdpsula fina ou sem a cdpsula.

Figura 1- Blastocisto expandido de 8 dias (embrido de qualidade Grau 1)

Seta = zona peldcida; C = capsula embrionaria; T = trofoblasto

Fonte: MEIRA & HENRY, 1991.

Oriol et da. (1993) estudaram a cépsula de embrides de cavalo (Equus
caballus) e de jumento (Equus asinus), e observaram que a composicdo de
carboidratos é comum para ambas as espécies, mas ha uma substancial diferenca na
guantidade e proporcéo de acido sidico, sendo menor para o jumento. O tamanho do
embrido também é similar entre as espécies; entretanto, a massa seca (peso) da
cdpsula do embrido de jumento € apenas cerca de 50% da do cavalo, sugerindo que
elasgamaisfina

Com a intengdo de facilitar o entendimento, um esquema (Figura 2)
demonstrando os estagios do desenvolvimento embrionério, pode ser visto a seguir;
entretanto, este esquema foi formulado para embrides de bovinos. Para adaptarmos
este esgquema para a espécie eqiiina, devemos acrescentar a cipsula embrionaria e as
informagdes de Sugie et al. (1988).
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Segundo Sugie et a. (1988), o estégio de 1 célula pode ser encontrado no dia
da ovulacéo e um dia apds; o estégio de 2 células, por sua vez, pode ser encontrado no
dia da ovulacdo e até o 2° dia apds a ovulagdo; o estagio de 4 cdlulas, no dia 1 ou 2
pés-ovulacdo; o embrido no estégio de 8 células, no 2° e 3° dia; a mérula inicial é
encontrada do 2° ao 4° dia; amérula compacta, do 4° a0 5° dia; o blastocisto inicial do
5° ao 6° dia; o blastocisto, do 6° ao 7° dia; o blastocisto expandido, do 7° ao 8° dia; e 0
blastocisto expandido, do 8° ao 9° dia p6s-ovul agéo.

Este esqguema demonstra um blastocisto em eclosdo; para a espécie eqling,
como ja salientado, devemos considerar que ho momento da eclosdo ocorre a perda

da membrana pelcida, mas a cdpsula permanece.

Figura 2- O cédigo para estagio de desenvolvimento é numeérico, o nimero 1
identifica um odcito ndo fecundado ou embrido de uma célula. O numero 2
identifica embrides com 2 a 16 células (periodo de clivagem). O numero 3
identifica uma moérula inicial e os nameros 4 a 9 identificam embrides nos
estagios pés-compactacdo, conforme ilustrado.

1. 1-célula 2. 2-células
W e
(L) %
Cu LY
2. 8-células 2. 16-células

6. Blastocisto

3 8. Blastocisto eclodido

7. Blastocs expandido

Adaptado de STRINGFELLOW & SEIDEL, 1999.



11

Através da andlise ultra-estrutural de embrides equiinos congelados em meio
contendo glicerol (1,35M) e utilizando curva de congelamento convencional, Barry et
al. (1989) concluiram que as células do botdo embriondrio (massa celular interna)
parecem ser mais suscetivels aos danos causados pela criopreservacdo, do que as
células do trofoblasto.

2. ASPECTOS DA CRIOPRESERVACAO

2.1. Principios da Criopreservacgao Celular

Os termos “criopreservagdo” e “congelacdd” ndo sd0 sinGnimos.
Criopreservacdo refere-se a preservacdo de células através do armazenamento a
baixas temperaturas, induzindo a parada quase que total da atividade enzimética
intracelular, da respiragéo celular, do metabolismo, do crescimento, da multiplicagéo,
enfim, através da reducdo dréstica da atividade fisiolégica; enquanto congelacdo
significa a mudanca do estado liquido para solido. Da mesma forma que a agua se
transforma em gelo, os 6leos se transformam em gordura quando a temperatura é
abaixada. Um processo similar deve ocorrer com os lipideos das membranas celulares.
Desta forma, muitos outros eventos acontecem durante o processo de criopreservacéo
celular, além da simples mudanca da agua para gelo (SEIDEL, 1986 e 1989).

Os principios de criopreservacdo sdo similares para todos os tipos celulares
(MUNAR, 1988). A maioria desses principios sdo conseqiéncia de leis da natureza,
como as leis da termodinamica. Baseado nessas leis, Mazur (1963 e 1970) apud
Landim e Alvarenga (1995) desenvolveu os conceitos tedricos que possibilitaram o
sucesso da armazenagem de embrides de mamiferos.

Os embrides podem ser congelados por métodos convencionais ou por
vitrificagdo (SEIDEL, 1996).

Na criopreservacdo convencional, o aspecto mais importante é a necessidade
de se remover amaior parte da agua das células antes que ocorra a congelagdo; seisto
ndo for realizado, formam-se grandes cristais de gelo intracelulares, resultando em
vérios danos e, freqlientemente, em morte celular (MUNAR, 1988).

Por outro lado, a desidratagdo celular extrema, que ocorre quando a

congelacdo € realizada de forma lenta, também € prejudicia, j& que as estruturas
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celulares sdo submetidas aos “efeitos da solucdo” por exposicdo durante periodos
prolongados, antes da congelacdo, a elevada concentracdo de eletrdlitos, alteracéo de
pH e a prépria desidratacdo (MUNAR, 1988).

O gelo € um cristal de &gua pura, desta forma, a formacdo de cristais de gelo
deixa a agua ndo congelada, entre os cristais, com uma alta concentracdo de
substéncias dissolvidas (principalmente NaCl e o meio para embrides com
crioprotetor), e este liquido hiperosmético atrai a agua para fora das células
embrion&rias, tornando a &gua ndo congelada cada vez mais hiperosmética (SEIDEL,
1996). Este processo provoca um aumento da pressdo osmética na célula, uma vez
gue a concentracdo total de solutos dentro e fora deve estar sempre em equilibrio. Em
resposta a esse “stress’, aagua sai da célula e o soluto entra. O processo cessa quando
a concentracdo de soluto se torna grande o bastante para prevenir futuras
transformactes de &gua em gelo (STOREY & STOREY, 1990 apud LANDIM E
ALVARENGA, 1995).

A natureza exata dos danos causados pelo congelamento e descongelamento
aos tecidos ndo esta totalmente esclarecida. Aparentemente o dano causado pelo
congelamento € uma conseqiiéncia da pressdo diferencia de vapor entre o gelo e a
agua, em temperaturas abaixo de 0°C. A teoria diz que uma grande pressao de vapor
de &gua poderia causar sua redistribuicdo, levando ainjuria por desidratacdo durante o
congelamento lento e a ruptura das membranas celulares, durante o congelamento
rapido (PICKETT, 1986 apud LANDIM E ALVARENGA, 1995); ou sga, se 0
resfriamento for lento, mais dgua € puxada das células, aumentando os cristais de gelo
extracelular, e a dgua ndo-congelada restante torna-se cada vez mais hiperosmética;
como o resfriamento € lento, as células sdo expostas a longos periodos a esta condi¢ao
hiperosmética, resultando em danos devido a esta importante desidratacdo; tal dano é
denominado de Efeitos da Solucédo (SEIDEL, 1996). Por outro lado, se a célula for
resfriada rapidamente, ela ndo perde agua com rapidez suficiente para manter o
equilibrio osmatico, provocando um super resfriamento e o congelamento intracelular,
gue leva alise das membranas (SEIDEL, 1996).

Assim, os danos causados aos tecidos durante os processos de congelamento e
descongelamento sdo devido principalmente a@ @) formacdo de cristais de gelo
intracelulares, que afetam a estrutura da célula; b) concentracéo de soluto resultante
do processo de desidratagdo, que ocorre durante 0 congelamento tanto no meio extra
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como intracelular; ) interacdo entre estes dois fatores (LANDIM E ALVARENGA,
1995).

GAO et a. (1993), ao estudarem a tolerancia de espermatozdides humanos a
solucBes hiperosmdticas observaram que, quando uma suspensdo celular é resfriada,
os solutos extracelulares, inclusive o0s agentes crioprotetores, se tornam
progressivamente mais concentrados, enquanto a agua € precipitada sob a forma de
gelo. Tal fato cria um ambiente hiperosmético para as células, o qual pode causar
mudancas de pH, pois os tampdes salinos deixam de ser solUveis; aumento da
desidratacdo celular, resultando em ligacOes cruzadas das estruturas intracelulares e
ainda enfraquecimento dos complexos lipoproteicos nas membranas celulares, com
aumento da perda de fosfolipideos.

Se a reducdo do volume celular atingir um patamar critico, a bicamada de
fosfolipideos da membrana celular fica muito comprimida e sua estrutura se quebra.
Com isso, as funcdes de transporte e protecéo da membrana ndo podem ser mantidas
a0 mesmo tempo que rupturas na membrana promovem uma ponte para a entrada do
gelo extracelular para o interior da célula (STOREY & STOREY, 1990 apud
LANDIM E ALVARENGA, 1995).

Existe um gradiente 6timo de resfriamento para a sobrevivéncia das células
criopreservadas que € suficientemente lento para prevenir a cristalizacdo da agua
intracelular e suficientemente rapido para prevenir a exposicao das células a elevadas
concentracOes de el etrdlitos antes da congelacéo (MUNAR, 1988; SEIDEL, 1996).

O ponto de congelamento de um meio de cultura tipico contendo quantidades
padrdes de crioprotetor € de aproximadamente —3°C. Como tais solucles estdo
resfriadas, o super-resfriamento normalmente ocorre (SEIDEL, 1989). Isto pode ser
prevenido pela “inducdo” ou “seeding”, isto € a formacdo forcada de gelo (pré-
congelamento), a aproximadamente —6°C, que pode ser induzida pela adicdo de um
pegueno cristal de gelo na amostra, ou provocando um contato entre a parte de fora do
recipiente com um metal resfriado com nitrogénio liquido, ou pelo uso de ar frio sobre
a superficie da amostra, ou ainda pelo uso de aparelhos que induzem a cristalizacédo do
gelo automaticamente. Se o0 “seeding” ndo é realizado, a solucdo contendo os
embrides pode ser super-resfriada a temperaturas abaixo de — 20°C sem a formagéo de
gelo. Nestas condicdes a desidratacdo celular ndo ocorre, e quando finalmente ocorre
0 congelamento, grandes cristais de gelo se formam dentro e fora das células
(SEIDEL, 1989 e 1996).
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2.2. Crioprotetores

Para otimizar a sobrevivéncia das células com a criopreservacao convencional,
sdo adicionados crioprotetores a0 meio. Existem duas classes de crioprotetores. (1)
ndo-permeaveis ou extracelulares, como a sacarose, rafinose, proteinas, lipoproteinas
e soro albumina; e (2) permeaveis ou intracelulares, como o dimetilsulfoxido
(DMSO), o gliceral, o propanodiol, o propilenoglicol e o etilenoglicol (SEIDEL,
1989; KASAI, 1996). Em muitos casos sdo utilizados os crioprotetores permeaveis e
nao-permeaveis em conjunto (ROWE, 1966).

2.2.1.Mecanismos de acao dos crioprotetores

O mecanismo de acdo dos crioprotetores ndo é bem conhecido, mas, a
diminuicio do ponto de congelacdo (elevando a osmolaridade intracelular), a
diminuicdo dos efeitos das atas concentragdes de moléculas (estabilizando a
membrana celular) e alteracdo na estrutura fisica do gelo sdo mecanismos relatados
(SEIDEL, 1989 e 1996).

A primeira funcéo do crioprotetor € de baixar o ponto de solidificacdo; isto é
benéfico por varias razbes, mas, principa mente, porque fornece um maior tempo para
a ocorréncia da desidratacéo da célula, diminuindo a formacéo de cristais de gelo
intracelulares. A concentragcdo de crioprotetores, normalmente utilizada, pode causar
uma queda do ponto de congelamento em 2 a 3° C. Contudo, o efeito do abaixamento
pode ser multiplicado vérias vezes na solugdo mais concentrada, que esté entre os
cristais de gelo e o fluido intracelular. Entdo, o congelamento, especialmente o
congelamento intracelular, ocorre a temperaturas mais baixas na presenca de
crioprotetores, o que pode ser benéfico (SEIDEL, 1989).

O segundo mecanismo de crioprotecdo € diminuir os efeitos das atas
concentracBes de moléculas, como a desidratacdo celular. As moléculas tornam-se
dissolvidas nesta mistura de crioprotetor e agua, e isto pode ser menos danoso para
estas células, em contraposi¢ao aguelas que estdo, numa maior concentracdo, ou sgja,
em pouco liquido e sem crioprotetor. Este conceito € chamado de “tampéo” (SEIDEL,
1986 e 1989).
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Uma terceira funcdo pode ser a formagdo de uma espécie de vidro, ao invés do
cristal, que é formado pela mistura intracelular de &gua e crioprotetor (SEIDEL,
1989).

Uma quarta fun¢éo do crioprotetor parece ser sua interacdo com a membrana
celular exercendo uma agdo estabilizadora durante as mudangas de um estado
relativamente liquido, para um estado solido e, talvez até mais importante, na volta
para 0 estado liquido no descongelamento. Por exemplo, o0 crioprotetor parece
diminuir a fragilidade das membranas impedindo que estas se quebrem (SEIDEL,
1986).

A adicdo de crioprotetores permeaveis causa nas células uma retracéo
temporaria devido a concentracdo utilizada, que faz com que a &gua das células saia
rapidamente por osmolaridade para diluir os crioprotetores. Contudo, dentro de
poucos minutos, os crioprotetores permeiam as membranas da célula e entdo as
concentracdes de dentro e de fora da célula igualam-se, levando a agua a entrar dentro
das células, que retornam ao seu tamanho normal. A retracdo inicial das células que
ocorre no momento do contato com os crioprotetores pode ser minimizada pela adi¢éo
gradual do crioprotetor. Entretanto, esta retracdo aparentemente ndo causa grandes
danos aos embrides, por isso, em aguns protocolos os crioprotetores sdo adicionados
em uma Unica etapa (SEIDEL, 1996).

O crioprotetor ndo-permeavel mais comum € a sacarose, que pode exercer um
efeito osmético significativo, e entdo é freqlientemente empregado na diluicdo ou
reidratacdo de odcitos e embrides apos o descongelamento (HURTT, 1999).

Apesar dos efeitos benéficos do crioprotetor, ndo existe uma técnica de
criopreservacao celular que permita 100 % de sobrevivéncia apos 0 congelamento e
descongelamento, mesmo utilizando curvas de resfriamento e aguecimento
consideradas Otimas. Existem duas razbes para justificar as falhas na acdo dos
crioprotetores; primeiro, a toxicidade do crioprotetor limita a concentragdo em que
este pode ser utilizado antes do resfriamento e, portanto, limita a eficacia da acdo
crioprotetora; segundo, 0s agentes crioprotetores podem ter uma acdo direta na
producdo de crio injarias, como por exemplo, aterando a polaridade do meio
extracelular lesando as membranas (LANDIM E ALVARENGA, 1995).

Existem vérios protocolos de congelacdo que utilizam diferentes crioprotetores
com diferentes etapas e temperaturas de adicdo e de remocdo e vérias velocidades de
congelacéo e de descongel acéo.
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No método convencional, normalmente, o resfriamento apés a adicdo do(s)
crioprotetor(es) é realizado até uma temperatura de -6 ou -7°C, numa taxa de 0,3° a
0,5°C / min, quando entdo é induzida a cristalizagdo. Apos o “seeding” e o tempo de
equilibrio, os embrides sfo resfriados para uma temperatura de -25 ou de até -80°C,
numa taxa descrita de -0,1 a 1°C/min, e entdo sdo mergulhados em nitrogénio liquido
(-196°C), onde ficardo armazenados. O descongelamento dos embrides pode ser
realizado no ar, em banho-maria a 37°C, ou numa combinacéo destes.

O dglicerol é o crioprotetor mais comumente utilizado para se criopreservar
embrides de estagios mais precoces, Landim e Alvarenga et a. (1993) obtiveram
40% de prenhez congelando embrides coletados no 6° dia apds a ovulagdo, sendo
utilizada uma solugdo com 11% de glicerol. Poitras et al. (1994) conseguiram que
67,5 % dos embrifes, coletados no dia 6,5 pés- ovulacdo e congelados com 10 % de
glicerol, mantivessem ou aumentassem sua qualidade ap6s 24 horas de cultivo.

A criopreservacao com etileno glicol € um método promissor para blastocistos
equinos expandidos, devido a sua ata permeabilidade (O’ DONOVAN et a., 2000).
Rosas et al. (1997) obtiveram 83,3% de desenvolvimento embrionario in vitro,
congelando embrides de 6 e 7 dias com etileno glicol na concentragéo de 1,5M.; e
Hochi, et al. (1996) alcancaram taxas de 25% de prenhez utilizando o etileno glicol,
mas 0 uso combinado com 0,1M de sacarose elevou essa taxa para 63,6%.

Ja os estudos com 1,2 propanodiol demonstraram que ele tem uma toxicidade
minima para embrides eqliinos, todavia, oferece uma crioprotecéo baixa. Uma taxa de
prenhez de 0% foi obtida por Meira et al. (1993) na tentativa de se criopreservar

morulas e blastocistos iniciais com propanodiol.

2.2.2.Remocéo do Crioprotetor

A remocdo de crioprotetores permeaveis apds o descongelamento € um
problema sério porque as células sdo facilmente danificadas neste processo. Quando
as células com ata concentracdo intracelular de crioprotetor sdo colocadas em um
meio sem crioprotetor, a &gua desloca-se para dentro das células para diluir
osmoticamente o crioprotetor, de forma mais rapida que o crioprotetor leva para
difundir-se para fora da célula, visto que as células sdo muito mais permeaveis a agua
do que aos crioprotetores. A solucdo mais comum para este problema é remover o
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crioprotetor lentamente em séries de trés a dez etapas, a uma taxa de 3 a 10 minutos
por etapa; deste modo as células incham ligeiramente, a cada passo, retornando ao
tamanho normal quando as concentracOes intra e extracelular do crioprotetor tornam-
se iguais. Um segundo método para a remocdo do crioprotetor das células é o de
colocar os embriGes em um meio contendo uma alta concentragdo de uma molécula
(crioprotetor) ndo-penetrante como a sacarose. Nesta situacdo, a tendéncia da agua
entrar na célula para diluir o crioprotetor € balanceada pela tendéncia da &gua sair da
célula devido a ata concentracdo extracelular de sacarose. Entdo as células ndo
incham, mas, encolhem ap6s a difusdo do crioprotetor para fora das células
embriondrias. Isto causa um pequeno dano, entretanto, as células retornam ao
tamanho origina apos a remocao do crioprotetor do meio com o soluto ndo-penetrante
(SEIDEL, 1996).

2.3. Vitrificacao

Uma outra forma de se criopreservar embrides € atraves da vitrificacdo. Neste
caso, 0 componente essencial de uma solucdo de vitrificacdo € o crioprotetor
permeavel, que sdo utilizados em atas concentragdes. Como resultado, os fluidos
intra e extracelular tornam-se mais viscosos com a ocorréncia do resfriamento, antes
da formacdo de cristais de gelo. A falta dos danos causados pelos cristais de gelo € a
maior vantagem deste método (KASAI, 1996; SEIDEL, 1996).

A vitrificacdo também tem desvantagens. A alta concentracdo do crioprotetor
pode ser tOxico para o embrido; que pode ser minimizada pela diminui¢do do tempo
de exposi¢ao ao crioprotetor antes do congelamento, e pela adicdo do crioprotetor a
baixas temperaturas (KASAI, 1996; SEIDEL, 1996).

O processo de vitrificagdo tem chamado a atencdo porque é simples, €
realizado em pouco tempo e ndo requer equipamentos caros (OBERSTEIN et al.,
2001)
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Enguanto um enorme nimero de embrides bovinos e murinos tem sido
criopreservados, um resultado insatisfatorio € obtido com embrides eqliinos. Algumas
particularidades morfo-fisiolégicas do embrido, somadas ao conhecimento dos
mecanismos fundamentais de congelamento, podem gjudar a €lucidar as injurias
sofridas pelo embri&o.

Até 0 momento, algumas explicacbes foram referidas:

Embrides eqlinos menores e nos estagios iniciais sobrevivem melhor a
criopreservacao do que os embrifes grandes ou em estagio avancado; existem varias
hip6teses para a insatisfatéria sobrevivéncia de blastocistos expandidos, incluindo a
desidratacdo insuficiente da blastocele, uma menor permeabilidade ao crioprotetor
devido uma pequena relagdo superficie / volume e a presenca da cépsula, e a
toxicidade dos crioprotetores.

Outra caracteristica dos embrides equinos que é correlacionada com a
mudanca na tolerancia a criopreservacdo € o desenvolvimento da capsula. Postula-se
gue a espessura da capsula dificulta o movimento do crioprotetor; de tal forma, que
ele ndo consiga entrar e sair facilmente das células.

Uma outra possibilidade para o fracasso, € que a massa celular interna pode ter
um parametro para a criopreservacao que difere daguele das células do trofoblasto.

Devido a todas estas particularidades, os protocolos de criopreservacéo néao
podem ser extrapolados de outras espécies, ha a necessidade de pesquisas que tenham
o intuito de promover a sobrevivéncia de embrides eqlinos, principalmente em
estégios mais desenvolvidos (D7 e D8).
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