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RESUMO 

 
CAMARGO, G. S. SEXAGEM E ACONDICIONAMENTO DE EMBRIÕES EQUINOS PRÉ-

IMPLANTACIONAIS PRODUZIDOS IN VIVO. Botucatu – SP. 2022.61p. Defesa (Mestrado) – Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

A sexagem de embriões equinos através do fluido da blastocele (FB), é uma biotecnologia recente, e associada 

ao transporte de embriões têm boas perspectivas no campo. Objetivos:(1) testar a técnica de sexagem por PCR 

do FB de embriões pré-implantacionais produzidos in vivo coletado a partir do colapso embrionário com agulha 

hipodérmica; (2) avaliar a capacidade de re-expansão embrionária após acondicionamento destes embriões 

produzidos in vivo colapsados; (3) avaliar a qualidade e tamanho de embriões produzidos in vivo, colapsados  

e íntegros, após simulação de transporte sob acondicionamentos em temperatura ambiente (25ºC) e refrigeração 

à 5ºC por 24 horas. As condições experimentais visaram mimetizar condições aplicáveis à rotina de campo. 

Métodos:  I -Foram coletados 42 embriões e distribuídos aleatoriamente entre quatro grupos experimentais: 

CTA (n=11 embriões colapsados acondicionados em temperatura ambiente), CTR (n=11 embriões colapsados 

acondicionados sob refrigeração), NCTA (n=10 embriões não colapsados acondicionados em temperatura 

ambiente) e NCTR (n=10 embriões não colapsados acondicionados sob refrigeração), e todos armazenados por 

um período de 24 horas. II -As amostras de FB (n=19) foram coletadas após o colapso dos embriões com agulha 

hipodérmica 26G, dos grupos CTA e CTR, e foram submetidas as duas PCR sequenciadas com os primers 

específicos TSPY e AMEL para a identificação dos sexos. III - Apenas três embriões (n=1 CTA, n=1 CTR, e 

n=1 imediatamente após o colapso) foram submetidos a microscopia por fluorescência com marcador DAPI e 

microscopia de interferência de contraste (DIC) para uma análise descritiva da lesão. Resultados: (I)Todos os 

embriões submetidos ao colapso sofreram redução no tamanho após as 24h, mas os acondicionados em 

temperatura ambiente (25ºC) apresentaram uma melhor qualidade morfológica após as 24h. Dos embriões 

íntegros, apenas o grupo NCTA obtiveram uma taxa de crescimento positiva (+25,95%) e mantiveram sua 

qualidade de grau 1 excelente em M24, enquanto que os refrigerados a 5ºC apresentou uma queda na 

classificação com 20% de embriões degenerados após as 24h. (II) A técnica de sexagem por FB mostrou-se 

eficiente com o diagnóstico de 57,90% de machos, através da amplificação de bandas especificas para TSPY 

com as duas PCR sequenciadas. (III) A lesão embrionária causada pelo colapso manual com a agulha 

hipodérmica 26G foi visualizada por microscopia de fluorescência. É possível realizar a sexagem embriões 

equinos através de amostras do FB por PCR. Conclusões: Os embriões colapsados com a agulha hipodérmica 

26G são capazes de se recuperar parcialmente das lesões, principalmente quando acondicionados em meio de 

manutenção em temperatura ambiente por até 24h. A temperatura ambiente (25ºC) demonstrou ser a melhor 

temperatura de acondicionamento para o transporte de embriões equinos íntegros e colapsados por até 24h, 

dentro das condições apresentadas, por atuar diretamente otimizando a qualidade morfológica durante as 24hrs. 

Estudos complementares são necessários para comprovar a viabilidade das células embrionárias pós-colapso 

como teste in vitro, e a aplicabilidade de inovulação desses embriões para obtenção de suas possíveis taxas de 

prenhez e perdas embrionárias como teste in vivo. 

 

 

Palavras-chave: colapso embrionário, blastocele, armazenamento, transporte, PCR. 

  



 
 

ABSTRACT 

 
CAMARGO, G. S. SEXING AND PACKAGING OF PREIMPLANTATIONAL EQUINE 

EMBRYOS PRODUCED IN VIVO. Botucatu– SP. 2022. 61p. Defesa (Mestrado) – Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

The sexing of equine embryos through the blastocoel fluid (BF) is a recent biotechnology, and associated 

with embryo transport has good prospects in the field. Objectives:(1) to test the technique of PCR sexing 

the FB of pre-implantation embryos produced in vivo collected from embryonic collapse with a hypodermic 

needle; (2) to evaluate the capacity of embryonic re-expansion after packaging these collapsed in vivo 

produced embryos; (3) to evaluate the quality and size of embryos produced in vivo, collapsed and intact, 

after simulation of transport under packaging at room temperature (25ºC) and refrigeration at 5ºC for 24 

hours. The experimental conditions aimed to mimic conditions applicable to the field routine. Methods: I - 

Forty-two embryos were collected and randomly distributed among four experimental groups: CTA (n=11 

collapsed embryos conditioned at room temperature), CTR (n=11 collapsed embryos conditioned under 

refrigeration), NCTA (n=10 non-collapsed embryos conditioned at room temperature) and NCTR (n=10 

non-collapsed embryos stored under refrigeration), and all stored for a period of 24 hours. II - The FB 

samples (n=19) were collected after the embryos collapsed with a 26G hypodermic needle, from the CTA 

and CTR groups, and were submitted to two PCR sequenced with the specific primers TSPY and AMEL 

to identify the sexes. III - Only three embryos (n=1 CTA, n=1 CTR, and n=1 immediately after collapse) 

were submitted to fluorescence microscopy with DAPI marker and contrast interference microscopy (DIC) 

for a descriptive analysis of the lesion. Results: (I) All embryos submitted to collapse suffered a reduction 

in size after 24h, but those conditioned at room temperature (25ºC) showed a better morphological quality 

after 24h. Of the intact embryos, only the NCTA group achieved a positive growth rate (+25.95%) and 

maintained their excellent grade 1 quality in M24, while those refrigerated at 5ºC showed a decrease in 

classification with 20% of embryos degenerated after at 24h. (II) The FB sexing technique proved to be 

efficient with the diagnosis of 57.90% of males, through the amplification of specific bands for TSPY with 

the two sequenced PCRs. (III) The embryonic lesion caused by manual collapse with the 26G hypodermic 

needle was visualized by fluorescence microscopy. It is possible to sex equine embryos using FB samples 

by PCR. Conclusions: Embryos collapsed with the 26G hypodermic needle are able to partially recover 

from the lesions, especially when placed in a maintenance medium at room temperature for up to 24 hours. 

Room temperature (25ºC) proved to be the best packaging temperature for the transport of intact and 

collapsed equine embryos for up to 24 hours, under the conditions presented, by acting directly optimizing 

the morphological quality during the 24 hours. Complementary studies are needed to prove the viability of 

post-collapse embryonic cells as an in vitro test, and the applicability of inovulation of these embryos to 

obtain their possible pregnancy and embryo loss rates as an in vivo test. 

 

 

 

 

Keywords: embryonic collapse, blastocoel, storage, transport, PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

Há anos o Brasil está entre os maiores produtores de embriões equinos no mundo. 

No ano de 2020 houve um aumento na indústria de embriões no mundo, e o Brasil liderou a 

coleta de embriões equinos produzidos in vivo com 87,7% da produção mundial (IETS, 

2021). Esses dados só enfatizam o quanto a transferência de embriões (TE) é uma tecnologia 

comercial amplamente realizada a campo e com um reflexo direto na economia equina, e 

que em associação com outras biotecnologias potencializa o uso dos embriões e a 

comercialização dos animais, por permitir o direcionamento do nascimento de produtos de 

maior valor comercial (SQUIRES et al., 1999; SQUIRES, 2020).  

O transporte e a sexagem de embriões pré-implantacionais são importantes exemplos 

dessas biotécnicas. O primeiro por permitir o uso de doadoras e receptoras que não estão 

localizadas na mesma propriedade, facilitando a comercialização de “ventres” e aluguéis de 

receptoras (CUERVO-ARANGO et al., 2015). O segundo por permitir a identificação do 

sexo do potro que nascerá, adequando assim a produção de embriões à predileção do 

mercado (HERRERA et al., 2014). 

A grande cadeia do mercado equestre que envolve os programas de TE com a 

produção in vivo (MOUSSA et al., 2006; MOYA-ARAUJO et al., 2010) e in vitro 

(HINRICHS; CHOI, 2012), gerou a necessidade de transporte dos embriões por períodos 

curtos, de aproximadamente um dia. O transporte viabiliza a realização da TE 

independentemente do local onde as doadoras e receptoras estejam alojadas (CUERVO-

ARANGO et al., 2015). Porém, apesar de seu grande uso e grande importância dentro dos 

programas de TE, poucos são os trabalhos recentes que avaliam as condições disponíveis a 

campo de temperatura adequada para que os embriões sejam transportados com segurança e 

que comprovadamente garantam o mínimo de lesões celulares possível (CLARK et al., 

1987; COOK et al., 1989; CARNEY et al., 1991; CARNEVALE et al., 2000; MOUSSA et 

al., 2006; CUERVO-ARANGO et al., 2018; SQUIRES, 2020).  

Estudos com a sexagem e com o diagnóstico genético pré-implantacional 

(Preimplantation Genetics Diagnosys - PGD) por meio da biopsia de embriões equinos 

foram iniciados há alguns anos (HUHTINEN et al., 1997a; CHOI et al., 2010; HINRICHS; 

CHOI, 2012; HERRERA et al., 2014; CHOI et al., 2015; RIERA et al., 2019). Em 

circunstância de que, em algumas raças existe a predileção por animais machos ou fêmeas, 

e a identificação do sexo previamente gera produtos mais comercializáveis e de maior valor 
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(HERRERA et al., 2014). Porém, apesar do grande interesse pelo serviço, a técnica não é 

rotineiramente aplicada no campo devido ao alto custo de sua implantação (SCOTT et al., 

2013), além da dificuldade de se obter um grande número de embriões para desenvolvimento 

de pesquisas (HERRERA et al., 2014; HERRERA et al., 2015; HERRERA et al., 2018). 

Entretanto, com a evolução dos estudos sobre PGD em embriões humanos 

produzidos in vitro, em 2013 relatou-se pela primeira vez a presença de DNA genômico livre 

no fluido da blastocele (FB) (PALINI et al., 2013). E nos anos seguintes, também foi 

comprovado a presença de DNA livre no FB de embriões equinos pré-implantacionais, em 

quantidades suficientes para realização da sexagem (HERRERA et al., 2014; HERRERA et 

al., 2015; HERRERA et al., 2018).  

Logo, a associação dessas descobertas à outras pesquisas com o colapso embrionário 

(CHOI et al., 2011; FERRIS et al., 2016), despertou o interesse no desenvolvimento de uma 

técnica mais simples e menos custosa que poderia viabilizar a realização da sexagem de 

embriões pré-implantacionais de maneira rotineira à campo (ANDRADE et al., 2017). 

Em sequência, um estudo apresentou resultados com a técnica de perfuração 

embrionária com agulha hipodérmica 26G para coleta do FB, seguido da sexagem dessa 

amostra, no qual se mostrou possível uma vez que o sexo foi determinado em 55,6% (5/9) 

das amostras de FB (ANDRADE et al., 2017). Entretanto os mesmos autores destacaram as 

dificuldades de amplificação do material genético para realização do PCR convencional e as 

chances de falsos negativos em caso de não detecção do sexo feminino nas amostras, o que 

demonstra que mais estudos devem ser realizados para aumentar a confiabilidade da técnica. 

Em suma, o presente estudo preconiza as condições disponíveis com a realidade da 

rotina, quanto ao transporte de embriões e com a viabilização da aplicação de técnicas de 

sexagem embrionária para adequação dessas biotecnologias aplicáveis no campo. 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Sexagem de embriões pré-implantacionais 

Por um longo período, de 1989 a 2005, a maior dificuldade frequentemente relatada 

na sexagem de embriões pré-implantacionais era a realização da coleta de material genético 

de embriões equinos sem que houvesse lesão da cápsula embrionária, já que era comum a 

afirmação de que a gestação não poderia se estabelecer se houvesse qualquer dano capsular 

(SKIDMORE et al., 1989; STOUT et al., 2005). Logo, um estudo em 2010 realizou a biópsia 
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embrionária usando o Piezo Drill, uma espécie de broca acoplada ao micromanipulador que 

permitiu a obtenção de uma taxa de prenhez de 100% (3/3) (CHOI et al., 2010).  

Apesar da cápsula ter importância fundamental no estabelecimento da gestação e as 

lesões sobre a mesma serem sugestivas de um efeito negativo neste processo, os embriões 

demonstram capacidade de recuperação após uma lesão total ou parcial com o 

micromanipulador (CHOI et al., 2010). A partir de então, os autores puderam demonstrar 

que a lesão capsular não era um impedimento para estabelecer a gestação e a biópsia 

embrionária passou a ser utilizada para o PGD (CHOI et al., 2010; CHOI et al., 2011; 

HERRERA et al., 2014; CHOI et al., 2016; RIERA et al., 2019). 

O PGD por meio da biópsia de blastômeros está na reprodução humana há 30 anos 

(HANDYSIDE et al., 1990; CHEN et al., 2018) para determinar o status genético de 

embriões em risco e a identificação do sexo (OGILVIE et al., 2005). Nos animais 

domésticos, como bovinos (KIRKPATRICK; MONSON, 1993; HASLER et al., 2002), 

equinos (HUHTINEN et al., 1997a) e caprinos (EL-GAYAR; HOLTZ, 2005), a técnica 

também já permitiu a identificação de características genéticas específicas dos embriões com 

uma boa perspectiva de aplicabilidade (HERRERA et al., 2016).  

No primeiro relato de biópsia embrionária em equinos foram biopsados 14 embriões 

para sexagem genética utilizando um micromanipulador e uma microlâmina, mas os autores 

obtiveram uma taxa de concepção de 21,4% (3/14) (HUHTINEN et al.,1997a). As diferentes 

metodologias aplicadas em estudos posteriores resultaram em taxas de prenhezes variadas, 

por exemplo, em um deles as taxas de concepção de embriões precoces (6 e 7 dias de 

desenvolvimento) biopsados se apresentaram boas inicialmente, com 75% no 15º dia de 

gestação, mas com perdas subsequentes reduziram para 38% as taxas de prenhez no 45º dia 

de gestação (TROEDSSON et al., 2010). Em outro, o critério estudado foi a correlação do 

tamanho embrionário com a taxa de prenhez, e a transferência de embriões biopsiados 

apresentaram taxas de 21% à 75%, porém essa taxa foi inferior (29%) em embriões de 

menores diâmetros (SEIDEL et al., 2010). 

Os resultados na identificação do sexo de embriões biopsados através da PCR sofrem 

interferência com o estágio de desenvolvimento, sendo aqueles embriões em estágio de 

blastocisto expandido melhores para o diagnóstico do que os alcançados com blastocisto e 

blastocisto inicial, um resultado aparentemente esperado devido ao maior número de células 

dos embriões maiores (RIERA et al., 2019). Porém, a técnica de biópsia em embriões em 

fase de blastocisto expandido (Bx), pode ser dificultada pela presença da cápsula e de 

conexões celulares que aumentam a resistência à retirada das células (SCOTT et al., 2013). 
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Além disso, há alguns relatos sobre a influência negativa das biópsias embrionárias no 

desenvolvimento neurológico, epigenético e adrenal de embriões humanos (MIDDELBURG 

et al., 2010), levando às funções anormais dos neurônios em embriões de camundongos com 

4,5 e 7,5 dias de desenvolvimento (WU et al., 2014) e anomalias epigenéticas no tecido 

cerebral em murinos (ZHAO et al., 2013).  

Entretanto, o cenário da PGD mudou com os estudos sobre a presença de DNA livre 

no FB de embriões humanos produzidos in vitro em quantidades suficientes para 

amplificação e realização da PCR (PALINI et al., 2013). A hipótese é que o DNA livre seja 

oriundo dos mecanismos de liberação de material genético na cavidade da blástula 

consequentes dos processos apoptóticos e necróticos que ocorrem durante as clivagens e 

desenvolvimento embrionário inicial (HARDY et al., 1989; PALINI et al., 2013). Os 

processos apoptóticos são utilizados como mecanismo de eliminação de fragmentos e células 

com defeitos genéticos (HARDY et al., 1989).  

Previamente no desenvolvimento embrionário inicial, ocorre as diferenciações 

celulares. A primeira delas acontece entre as fases de mórula e blastocisto durante as quais 

são formados o trofoblasto e a massa celular interna (MCI) (VANDERWALL et al.,1996). 

No estágio de mórula, os blastômeros produzem substâncias proteicas que se concentram 

entre eles, este acúmulo proteico promove hiperosmolaridade e carreia água do meio 

extracelular entre os blastômeros em resposta a um equilíbrio eletrolítico, iniciando assim a 

formação do FB (VANDERLEY; SANTANA, 2015).  

Pesquisas com embriões equinos produzidos in vivo e in vitro também detectaram a 

presença de DNA livre no FB em quantidades suficientes para a realização da amplificação 

por PCR e identificação do sexo dos embriões (HERRERA et al.,2015). Interessante 

salientar que os resultados de sexagem obtidos pela PCR de amostras do FB e de amostras 

de células biopsadas foram compatíveis (HERRERA et al., 2014; HERRERA et al., 2015; 

HERRERA et al., 2018). 

Um estudo trouxe novas perspectivas, com a realização do colapso de embriões 

equinos utilizando uma agulha hipodérmica 26 G com o propósito de reduzir o diâmetro e a 

quantidade de líquido para otimizar o processo de vitrificação de blastocistos expandidos 

grandes (>500µm) produzidos in vivo. Mesmo após a lesão na cápsula, o colapso 

embrionário e o processo da criopreservação por vitrificação os embriões ainda apresentaram 

uma taxa de prenhez de 46,7% (7/15) (FERRIS et al., 2016). No mesmo ano de 2016, outros 

autores utilizaram uma micropipeta de vidro para a punção e obtiveram uma taxa de 

sobrevivência de 96% (24/25) dos embriões (GUIGNOT et al., 2016). 
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Ainda sobre a punção manual, outro estudo demonstrou que a técnica de colapso 

manual com agulha hipodérmica de 26G (13x0,45mm) (ANDRADE et al., 2017) seguida de 

acondicionamento à temperatura ambiente não controlada em caixa isotérmica por 24h 

permitiu a re-expansão da blastocele, observada por avaliação morfológica em 

estereomicroscópio (ANDRADE et al., 2018). Os embriões apresentavam inicialmente 

tamanho entre 400 e 2600µm e todos foram classificados como grau 1 (excelente) 

[graduação de 1-5 de qualidade embrionária (MCKINNON e SQUIRES, 1988a)]. Após 

acondicionamento, 17,6% (3/17) foram classificados como grau 2 (bom), 47% (8/17) como 

grau 3 (regular), 29,4% (5/17) como grau 4 (pobre) e 0,06% (1/17) grau 5 (não houve 

recuperação) (ANDRADE et al., 2018).  

Na sequência, estudos demonstratam que a taxa de prenhez de embriões perfurados 

com micromanipulador e manualmente por agulha de acupuntura e micro-agulha de 

tungstênio foi de 75% (15/20), 0% (0/10) e 67% (10/15), respectivamente, sendo que, estes 

embriões não foram submetidos à vitrificação. O teste foi importante para demonstrar a 

capacidade dos embriões de gerarem uma gestação imediatamente após a punção (máximo 

de 30min em meio até a inovulação) (WILSHER et al., 2018).  

Apesar dos resultados promissores em 2018, os mesmos autores vitrificaram os 

embriões imediatamente após a punção manual com micro-agulha e encontraram taxas de 

prenhez de 82% (14/17) para embriões entre 330-560µm, mas de apenas 5% (1/20) para 

embriões acima de 560µm, ou seja, o tamanho dos embriões blastocistos expandidos 

produzidos in vivo foi importante para a determinação das gestações após a punção manual 

seguida da vitrificação/desvitrificação (WILSHER et al., 2020). 

Com isso, a associação dos dois conhecimentos, a presença de DNA livre no FB 

suficiente para a determinação do sexo e a capacidade de embriões equinos de resistirem ao 

colapso com agulha hipodérmica, foi a base para o delineamento experimental de um estudo 

que permitiu a identificação do sexo em 55,6% (5/9) embriões equinos produzidos in vivo 

submetidos ao colapso com agulha hipodérmica seguido da PCR do FB extravasado 

(ANDRADE et al., 2017).  

2.2. Reação em cadeia da polimerase (PCR) na sexagem de embriões 

Estudos sobre identificação de sexo e amplificação de genes de embriões equinos por 

meio da PCR convencional estão presentes na literatura desde os anos 90, e diferentes tipos 

de reações, de oligonucleotídeos indicadores (primers) e de termociclagens já foram 
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estudadas (NAKAHORI et al., 1991; PEIPPO et al., 1995; FUKUSHIMA et al., 1999; 

HASEGAWA et al., 2000). Porém dentre os estudos de referência, para amostras de células 

embrionárias e de FB, os parâmetros de termociclagem utilizados foram: 95º C por 1 minuto, 

35 ciclos de 94º C por 15 segundos, 58,4º C por 30 segundos, 72º C por 30 segundos e 72º 

C por 5 minutos (HERRERA et al.,2014; HERRERA et al., 2015). E os produtos finais 

amplificados são submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2% para identificação das 

bandas especificas (HERRERA et al., 2014). 

Os primers mais comumente utilizados para amplificar os genes do sexo equino em 

amostras de células embrionárias ou de FB são: SRY, um gene determinante para 

cromossomo Y, com 429 pares de bases (pb) (HASEGAWA et al., 2000; HERRERA et al., 

2014);  o TSPY, um gene do cromossomo Y presente na proteína específica do testículo, com 

280 pb (PARIA et al., 2011; HERRERA et al., 2015); e Amelogenina (AMEL) (HERRERA 

et al., 2014; HERRERA et al., 2015), que é uma matriz extracelular envolvida na construção 

do esmalte dentário e está localizada nos cromossomos sexuais X e Y (NAKAHORI et al., 

1991). A região codificadora deste gene no cromossomo Y (AMELY) é mais curta do que 

no cromossomo X (AMELX) com 184 pb em uma banda única para fêmea e 160 a 200 pb 

em uma banda dupla para macho (FUKUSHIMA et al., 1999; HASEGAWA et al., 2000).  

Devido a menor quantidade e a possível fragmentação do DNA presente nas amostras 

de FB, alguns estudos conciliaram à técnica de PCR convencional com outros métodos para 

maior amplificação do DNA, como PCR Duplex (HERRERA et al., 2014; HERRERA et 

al., 2015), Nested PCR (HERRERA et al., 2014) ou PCR em tempo real que é mais utilizados 

em embriões humanos (PALINI et al., 2013).  

2.3. Transporte do embrião 

Rotineiramente utilizado em programas de TE na espécie equina, o transporte de 

embriões viabiliza o uso de bancos de receptoras em centros especializados para onde eles 

podem ser enviados e inovulados em éguas previamente preparadas (SQUIRES, 2020). 

Porém, poucos estudos recentes avaliaram a melhor forma de realização deste procedimento, 

considerando as condições e métodos mais utilizados ultimamente a campo: meio de 

manutenção, temperatura de transporte (refrigerado ou temperatura ambiente) e caixa de 

transporte (CLARK et al., 1987; COOK et al., 1989; CARNEY et al., 1991; CARNEVALE 

et al., 2000; MOUSSA et al., 2006; CUERVO-ARANGO et al., 2018; SQUIRES, 2020).  

Por muito tempo estudos utilizaram o meio de manutenção (ou meio holding) Ham´s 

F-10® para transporte dos embriões (CLARK et al., 1987; CARNEVALE et al., 1987; 

MOUSSA et al., 2002; MOUSSA et al., 2004), no entanto, este meio exige manutenção 
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correta do pH em presença de CO2 (5%), O2 (5%) e N2 (90%) para manter a estabilidade 

tamponante por bicarbonato, o que dificulta sua aplicabilidade no campo (GOOD et al., 

1966; MOUSSA et al., 2003).  

Uma alternativa foi o uso de meios com um sistema de tamponamento não 

dependente de CO2 e com a pK adequada entre 6 e 8. Esses tampões pertencem ao mesmo 

grupo, são os tamponantes o hepes e os zwitteriônicos (GOOD et al., 1966; MOUSSA et al., 

2003). Estes são a base de uma molécula neutra e um íon tampão metabolicamente inerte 

que não atravessa as membranas celulares, proporcionando assim um microambiente estável 

na zona pelúcida (zp) que não inibe o desenvolvimento embrionário como acontece com o 

tampão de fosfato (GOOD et al., 1966; SESHAGIRI; BAVISTER, 1991). 

Seguindo a linha dos meios tamponantes zwitteriônicos e suas taxas de prenhezes, 

um estudo obteve uma taxa de 80% de prenhez com embriões equinos mantidos em meio 

Embriocare® por 70 minutos em temperatura ambiente (23ºC a 35ºC) até a inovulação 

(CAIADO et al., 2009). Outras soluções “holding” de embriões, como o Emcare® (EHS) e 

o ViGro® holding plus (VHP), também demonstraram ser uma boa alternativa para o meio 

Ham’s F-10® no transporte de embriões equinos (MOUSSA et al., 2002). E as últimas taxas 

a serem relatadas com tampões que não dependem de atmosfera controlada, foram com o 

meio BotuEmbryo® e o meio TQC Holding Plus®, que alcançaram taxas de prenhez de 83% 

(30/36) e 75% (33/44), respectivamente, e foram eficientes em manter os embriões em 

temperatura ambiente pelos 120 minutos avaliados (GOMES et al., 2014). 

A temperatura é um importante fator a ser avaliado, pois reflete na qualidade do 

embrião e posteriormente na prenhez (CLARK et al., 1987; CARNEVALE et al., 1987). 

Nos anos 80, os estudos iniciais utilizaram metodologias similares, cultivaram embriões em 

meio PBS (“Phosphate Buffered Saline”) acrescido de soro fetal bovino à 37oC por 3h e até 

24h (IMEL et al., 1981; SQUIRES et al., 1982). Em ambos os estudos, os embriões foram 

transferidos pelo método cirúrgico, e as taxas de prenhezes foram de 21,3% (3/14) quando 

mantidos por até 3h e 6,6% (1/15) quando mantidos por 24h (IMEL et al., 1981), enquanto 

que no estudo subsequente, as taxas obtidas foram de 47,1% (8/17) e 20% (3/15), 

respectivamente (SQUIRES et al., 1982). Como consequência desses primeiros resultados, 

o transporte de embriões passou a ser realizado por períodos curtos, de até 3h após a colheita, 

e em temperatura ambiente (IMEL et al., 1981; SQUIRES et al., 1982). 

Entretanto, alguns anos depois, um estudo apresentou taxas de prenhez similares 

entre os embriões armazenados por 12h à 24ºC (8/16) e os inovulados 1h após a coleta (7/16), 

na avaliação do transporte de embriões em meio Ham´s F-10® por até 12h à 24oC, 
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demonstrou que a viabilidade embrionária se manteve nestas condições (CLARK et al., 

1987).  

Ainda considerando a avaliação morfológica,  embriões acondicionados por 12 ou 

24h à 5ºC ou 24ºC em meio Ham’s F-10® ou meio MEM (meio essencial mínimo com Sais 

de Hank) (EARLE®), demonstraram que aqueles mantidos em meio Ham´s F-10® à 24oC 

apresentaram uma qualidade melhor do que os embriões mantidos no meio MEM à 5oC por 

24h,e que houve degradação da qualidade embrionária de 12 para 24h de acondicionamento 

quando os embriões foram mantidos em meio MEM independente da temperatura (CLARK 

et al.,1985). 

Contudo, a refrigeração se fez presente nas pesquisas, principalmente por atuar na 

desaceleração do metabolismo embrionário e consequentemente à latência dos estágios de 

desenvolvimento e à manutenção do tamanho durante o armazenamento (MCCUE et al., 

2011; RIERA et al., 2019). Com isso, os estudos foram sendo direcionados para avaliação 

da refrigeração dos embriões nos transportes mais longos de até 24h (CARNEVALE et al., 

1987; MOUSSA et al., 2002; MOUSSA et al., 2003; MOUSSA et al., 2004).  

Inicialmente, as taxas de prenhezes desse tipo de transporte não diferiram entre os 

embriões transferidos após refrigeração à 5ºC e transferidos a fresco. Estudos demonstram 

taxas de prenhez similares entre embriões frescos transferidos até 1h após colheita (90%) e 

embriões refrigerados à 5oC (70%) por 24h em meio Ham’s-F10 e atmosfera controlada 

(CARNEVALE et al., 1987). Já em um estudo seguinte, resultados opostos foram 

observados, sendo que as taxas de prenhez foram menores para os embriões refrigerados que 

para os embriões frescos (COOK et al., 1989). 

Em um outro estudo, utilizando o mesmo meio e condições de armazenagem, 

observaram que, embora a taxa de prenhez não tenha diferido entre embriões frescos (1h da 

colheita) e embriões refrigerados, houve maior perda das gestações entre 12 e 35 dias dos 

embriões refrigerados por 12h (CARNEY et al., 1991). Em outro relato, alguns embriões 

deterioram sob a refrigeração (CLARK et al., 1987), o que parece ter um efeito negativo 

sobre a qualidade morfológica danificando principalmente a massa celular interna (MCI), 

mas também as células do trofoblasto (CARNEVALE et al.,1987). 

Quando o tamanho dos embriões é considerado, embriões pequenos (<175 µm) 

armazenados sob refrigeração se mostraram mais suscetíveis a sofrerem danos do que 

embriões grandes (CLARK et al., 1987; MOUSSA et al., 2004). Além disso, existem relatos 

de que embriões refrigerados resultam em uma menor vesícula embrionária (CARNEVALE 
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et al., 2000) como consequência do retardo no metabolismo e desenvolvimento (MCCUE et 

al., 2011). 

Por fim, é interessante salientar que, a partir do desenvolvimento da técnica de 

transferência de embriões equinos não cirúrgica (MEIRA e HENRY, 1991), as taxas de 

prenhez pós TE se consolidaram e, entre os fatores que afetam a taxa de prenhez e perda 

embrionária precoce, a refrigeração dos embriões por mais de 12h é citada como responsável 

pela perda de 25% das gestações ente 15 e 50 dias de gestação (CARNEVALE et al., 2000).  

2.4. Avaliação da morfologia embrionária 

A avaliação morfológica foi implantada há anos nos programas de TE com o objetivo 

de avaliar a qualidade embrionária antes da transferência, validar diferentes tipos de 

transportes, meios de cultivo e manipulações embrionárias (CLARK et al., 1985; CLARK 

et al., 1987; CARNEVALE et al., 2000; MOUSSA et al., 2003; MOUSSA et al., 2004). 

Mesmo sendo uma avaliação subjetiva, a utilização de um método consistente, como o 

descrito em 1988 (MCKINNON, SQUIRES, 1988a), tem um valor preditivo sobre a taxa de 

prenhez e sobre a perda de embriões pré-transferência (VANDERWALL et al.,1996; 

CARNEVALE et al., 2000; MCCUE et al., 2009).  

Assim, é um critério de que tem grande aplicação comercial, por fornecer 

informações sobre a probabilidade de efetivar prenhezes após a transferência, e nas 

pesquisas, por fornecer informações sobre os efeitos das novas técnicas ou produtos sobre a 

viabilidade do embrião, pois para ambos é desejável que se tenha um método de avaliação 

da qualidade antes e depois de um procedimento (VANDERWALL et al.,1996). 

O sistema de classificação morfológica para embriões equinos atribuiu aos embriões 

uma pontuação de qualidade em graus de 1 a 5, sendo 1- excelente, 2- bom, 3- razoável, 4- 

pobre, 5- não fecundado ou morto. As características morfológicas analisadas para essa 

classificação são: compactação de blastômeros, blastômeros extrusados e/ou envelhecidos, 

coloração das células, formato do embrião, espaço perivitelino, dano a zp e cápsula, e a 

relação entre estágio de desenvolvimento e a idade do embrião (MCKINNON, 

SQUIRES, 1988a). As principais anormalidades morfológicas encontradas em embriões 

produzidos in vivo foram o encolhimento do trofoblasto e da zp, blastocistos (Bl) escuros e 

irregulares, blastômeros extrusados e MCI escura (MCKINNON; SQUIRES, 1988b).  

2.5. Avaliação da viabilidade embrionária 

Nas pesquisas com embriões, principalmente os com as biotecnologias avançadas 

dos embriões humanos produzidos in vitro, existem diversos métodos de avaliações de 
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viabilidade e do desenvolvimento embrionário, porém nenhum considerado padrão ouro 

(RUBESSA; WHELLER, 2020). A aplicabilidade de cada técnica varia com a pesquisa e a 

experiência de cada embriologista (STORR et al., 2017). 

Dentre as avaliações feitas por microscopia, a microscopia de contraste de 

interferência (DIC), conhecida principalmente por avaliações de células espermáticas 

(WHITESELL et al., 2020), é uma técnica utilizada para o estudo de células vivas e pode 

ser aplicada para embriões (ZIV; SCHILLER, 2007). A microscopia por fluorescência 

associada ao microscópio confocal (ZUCKER, ROGER, 2019) é um método que apresenta 

vantagens para análise da viabilidade (VANDORMAEL-POURNIN et al., 2021).  

Os marcadores de fluorescência tornam possíveis as análises de características 

celulares (RUBESSA; WHELLER, 2020), exemplos desses marcadores são: o 4’,6’diamino-

phenylindole (DAPI) para contagens de núcleos apoptóticos (SCHILLING et al., 1979; 

SANDALL et al., 2018), o TUNEL para avaliação da taxa apoptótica (CANESIN et al., 

2020) permitindo também a análise de fragmentação do DNA nuclear (BRISON; SCHLTZ, 

1997;BRISON; SCHLTZ,  1998), a anexina V também como marcador de apoptose em 

vários tipos celulares (MUKHOPADHYAY et al., 2007), o iodeto de propídeo para avaliar 

a porcentagem de células vivas (OBERSTEIN et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2020) e 

entre outros descritos na literatura.  

Um teste de viabilidade aplicável ao campo é interessante para complementar a 

avaliação morfológica na rotina dos programas de TE e o marcador DAPI já foi utilizado 

com essa proposta (HUHTINEN et al., 1997b; TREMOLEDA et al., 2003; MOUSSA et al., 

2004; THARASANIT et al., 2005; PEREZ-MARIN et al., 2018). Por ser uma substância 

que não penetra as membranas celulares, cora apenas a cromatina de células danificadas e 

por isso tem sido usado para avaliação de viabilidade de membrana de embriões 

criopreservados (HUHTINEN et al., 1997b; THARASANIT et al., 2005; PEREZ-MARIN 

et al., 2018).  

Em alguns estudos, após aplicação do corante DAPI nos embriões produzidos in vivo 

(HUHTINEN et al., 1995; HUHTINEN et al., 1997b; MOUSSA et al., 2006;) e in vitro 

(CANESIN et al., 2020), e não influenciou na sobrevivência do embrião pós-transferência 

(HUHTINEN et al., 1995; HUHTINEN et al., 1997b; MOUSSA et al., 2006; CANESIN et 

al., 2020).  

3. HIPÓTESE E OBJETIVOS 

3.1. Hipótese(s) 
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- A coleta do FB pelo extravasamento após colapso com agulha hipodérmica 26G de 

embriões em uma microgota permite a recuperação de uma amostra contendo quantidades 

suficientes de DNA livre para a realização do diagnóstico do sexo do embrião pela técnica 

de PCR. 

- A manutenção do embrião em meio apropriado disponível para uso a campo em 

temperatura ambiente e acondicionado em caixa isotérmica (evitar oscilações) para o 

transporte do embrião por até 24h são mais adequadas que em condições de refrigeração a 

5ºC por pelo mesmo período por manter a atividade do embrião e qualidade. 

- Embriões em estágio de Bx produzidos in vivo são capazes de se recuperar em 

condições de simulação de transporte após a lesão causada pelo colapso com agulha 

hipodérmica e a recuperação é melhor quando em temperatura ambiente. 

3.2. Objetivo(s) 

3.2.1 Objetivos Gerais 

O presente estudo tem como objetivo avaliar as condições compatíveis com a 

realidade do campo quanto ao transporte de embriões se com a viabilização da aplicação de 

técnicas de sexagem embrionária para o campo. 

3.2.2 Objetivos Específicos  

Testar a técnica de sexagem por PCR do FB de embriões pré-implantacionais 

produzidos in vivo coletado a partir do colapso embrionário com agulha hipodérmica; 

Avaliar a capacidade de re-expansão embrionária após acondicionamento destes embriões 

produzidos in vivo colapsados; Avaliar a qualidade e tamanho de embriões produzidos in 

vivo, colapsados e íntegros, após simulação de transporte sob acondicionamentos em 

temperatura ambiente e refrigeração à 5ºC por 24 horas. 
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Resumo 

O presente estudo teve como objetivo (1) testar a técnica de sexagem por PCR do FB de embriões pré-

implantacionais produzidos in vivo coletado a partir do colapso embrionário com agulha hipodérmica; (2) 

avaliar a capacidade de re-expansão embrionária após acondicionamento destes embriões colapsados; (3) 

avaliar a qualidade e tamanho dos embriões colapsados e íntegros, após simulação de transporte sob 

acondicionamentos em temperatura ambiente (25ºC) e refrigeração à 5ºC por 24 horas. I- Foram coletados 42 

embriões e distribuídos aleatoriamente entre quatro grupos experimentais: CTA (colapsados acondicionados 

em temperatura ambiente n=11), CTR (colapsados acondicionados sob refrigeração n=11), NCTA (não 

colapsados acondicionados em temperatura ambiente n=10) e NCTR (embriões não colapsados acondicionados 

sob refrigeração n=10), todos armazenados por um período de 24 horas. II- As amostras de FB (n=19) foram 

coletadas após o colapso dos embriões com agulha hipodérmica 26G, dos grupos CTA e CTR, e foram 

submetidas à PCR e Nested PCR com os primers específicos TSPY e AMEL para a identificação dos sexos. 

III- Apenas três embriões (n=1 CTA, n=1 CTR, e n=1 imediatamente após o colapso) foram submetidos a 

microscopia por fluorescência com marcador DAPI e microscopia de interferência de contraste para uma 

análise descritiva. I-Todos embriões colapsados reduziram o tamanho após as 24h, mas os acondicionados em 

temperatura ambiente demonstraram uma melhor qualidade morfológica após 24h. Apenas o grupo NCTA 

obtiveram uma taxa de crescimento positiva (+25,95%) e mantiveram sua qualidade excelente em M24, 

enquanto que os refrigerados a 5ºC apresentou uma queda com 20% de degenerados após as 24h. II- A técnica 

de sexagem por FB diagnosticou 57,90% de machos, com gene TSPY através da PCR.  III- A lesão embrionária 

causada pelo colapso manual foi visualizada por microscopia de fluorescência. É possível realizar a sexagem 

embrionária por meio do FB através da PCR, e os embriões colapsados são capazes de se recuperar 

parcialmente das lesões, principalmente quando acondicionados em meio de manutenção por até 24h. E a 

temperatura ambiente (25ºC) demonstrou ser o melhor tipo de acondicionamento para o transporte de embriões 

equinos íntegros e colapsados por até 24h, por atuar diretamente otimizando a qualidade morfológica durante 

as 24hrs. Estudos complementares são necessários para comprovar a viabilidade embrionária pós-colapso com 

testes in vitro e in vivo. 

 

Palavras-chave: colapso embrionário, blastocele, armazenamento, temperatura, transporte. 
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1. INTRODUÇÃO 

A transferência de embriões (TE) é uma tecnologia amplamente aplicada a campo e 

com reflexo direto sobre o mercado equestre que, em associação com outras biotecnologias 

como o transporte dos embriões [1] e a sexagem embrionária [2,3,4], potencializa a produção 

de animais de maior valor comercial [5,6]. O primeiro por possibilitar e por otimizar a 

comercialização de receptoras e desempenho da doadora [6] e o segundo por direcionar o 

nascimento de potros de um determinado sexo de maior interesse comercial [2,3,4].  

O diagnóstico genético pré-implantacional (Preimplantation Genetics Diagnosys-

PGD) é frequentemente utilizado em programas de reprodução assistida em humanos [7,8] e 

trazem grandes perspectivas para aplicação na espécie equina, tanto para diagnóstico de 

doenças genéticas como para a sexagem de embriões equinos [2,4, 9,10, 11,12].  

Os testes genéticos convencionalmente são realizados a partir da biópsia de células 

embrionárias [7,8,10,13,14], mas a identificação de DNA livre no fluido da blastocele (FB) 

em quantidade suficiente para amplificação e identificação do sexo genético de embriões 

humanos produzidos in vitro [15] abriu outras perspectivas.  

Com isso, novas pesquisas envolvendo a sexagem de embriões equinos foram 

realizadas e, com a justificativa de ser uma técnica menos invasiva ao embrião [3,4], a 

sexagem pela aspiração do FB com uso de uma micropipeta e micromanipulador também 

foi testada nessa espécie e se mostrou possível [3]. Porém, o alto custo dos equipamentos 

necessários para a realização tanto da biopsia quanto da aspiração do FB limitam a realização 

comercial da sexagem, ficando restrita à realização em centros de reprodução de alta 

biotecnologia [9,12].  

A vitrificação de embriões equinos grandes, blastocistos expandidos produzidos in 

vivo, também passa por essas mesmas questões. A aspiração do FB e perfuração da cápsula 

são necessárias para que o procedimento seja viabilizado nesta categoria de embriões e para 

isso o micromanipulador é utilizado [16,17,18]. Dentro deste contexto, um estudo realizou o 

colapso embrionário por perfuração com uma agulha hipodérmica 26G previamente à 

vitrificação e os estes embriões alcançaram uma taxa de prenhez satisfatória, de 46% (7/15) 

[19], o que demonstra uma certa resistência dos embriões ao procedimento.  

Foi a partir da associação destes dois achados, a possibilidade da sexagem pelo FB e 

de viabilidade dos embriões após perfuração com agulha hipodérmica, que em 2017 foi 

aplicada pela primeira vez em pesquisa a técnica de perfuração embrionária com agulha 

hipodérmica 26G para obtenção do FB para sexagem por meio da PCR, e com isso os autores 
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conseguiram sexar 55,6% (5/9) dos embriões produzidos in vivo com o uso dessa técnica 

prática e de menor custo para implementação [20]. 

Outra biotécnica de grande impacto nos programas de TE é o transporte de embriões 

[21,22,29]. Entretanto, os estudos que embasam as técnicas de transporte e acondicionamento 

dos embriões equinos são antigos [23,24,25,26,27] sendo poucos os estudos atuais que testam 

as condições disponíveis atualmente [21,26,28,29,]. Sendo assim, a avaliação do transporte 

ou acondicionamento de embriões pós-colapso destinados à sexagem torna-se importante 

para garantir a qualidade destes no momento da transferência. 

Sendo assim, o presente estudo tem como objetivos: (1) testar a técnica de sexagem 

por PCR do FB de embriões pré-implantacionais produzidos in vivo a partir da perfuração 

embrionária com agulha hipodérmica 26G; (2) avaliar a capacidade de re-expansão 

embrionária após acondicionamento destes embriões produzidos in vivo colapsados; (3) 

avaliar a qualidade e tamanho de embriões produzidos in vivo, colapsados e íntegros, após 

simulação de transporte sob acondicionamentos em temperatura ambiente e refrigeração a 

5ºC por 24 horas. 

2. METODOLOGIA 

2.1. Aspectos éticos 

Os aspectos éticos recomendados pelo Conselho Nacional de Experimento Animal 

(CONCEA) foram considerados em cada etapa desse estudo, tendo sido aprovado pela 

Comissão Institucional de Ética no Uso de Animais (CEUA), sob protocolo nº 185/2020. 

2.2. Animais e grupos experimentais 

A pesquisa foi realizada na Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita 

Filho (UNESP), na estação de monta de 2020/2021 e 2021/2022, utilizando 20 éguas, sem 

raça definida com idade entre 5 e 15 anos, da Área de Reprodução Animal e Posto de Monta 

– FMVZ, localizado no Campus de Botucatu-SP, situado à latitude de 22º53'09” sul e 

longitude de 48º26'42" oeste, estando a uma altitude de 804 metros. 

Os 42 embriões obtidos das éguas doadoras foram divididos aleatoriamente em 

quatro grupos experimentais: Grupo CTA (n = 11; embriões colapsados submetidos à 

sexagem e ao armazenamento em temperatura ambiente no período de 24 horas), Grupo CTR 

(n = 11; embriões colapsados submetidos à sexagem e ao armazenamento em refrigeração  a 

5oC no período de 24 horas), Grupo NCTA (n = 10; embriões não colapsados submetidos ao 

armazenamento em temperatura ambiente no período de 24 horas) e Grupo NCTR (n = 10; 
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embriões não colapsados submetidos ao armazenamento em refrigeração a 5oC no período 

de 24 horas).  

2.3. Preparação das doadoras 

Foi realizado o acompanhamento do crescimento folicular das éguas doadoras por 

palpação e ultrassonografia transretal uma vez ao dia, com ultrassom Mindray DP-10®. 

Aquelas que apresentaram folículos maiores ou igual a 35 mm e edema uterino grau 2 a 3 

[30] tiveram a ovulação induzida com 1mg de deslorelina (Sincrorrelin®, Ourofino Saúde 

Animal) por via intramuscular seguida da inseminação artificial após 24 horas da indução, 

com sêmen fresco e/ou resfriado diluído na dose de 1x109 células espermáticas móveis, 

obtidos de 4 garanhões com qualidade espermática e fertilidade comprovadas. A partir da 

determinação do dia da ovulação (D0), os embriões de 8 dias foram coletados por lavagem 

uterina [31].  

2.4. Manipulação e colapso 

Imediatamente após o lavado uterino, o filtro foi levado ao laboratório onde o 

conteúdo foi transferido para uma placa de petri (90X15mm). Após a identificação do 

embrião em estereomicroscópio, este foi lavado em 10 gotas de meio comercial de 

manutenção embrionária (TQC Holding Embryo life Vitrocell®, Campinas-SP, Brasil). O 

mesmo processo de manipulação e lavagem foi repetido para todos os embriões nos quatro 

grupos experimentais (CTA, CTR, NCTA e NCTR). 

Para realização do colapso, os embriões foram colocados em uma gota de 50 µL de 

meio de manutenção (TQC Holding Embryo life Vitrocell®), em uma placa de petri 

(55X15mm), estabilizado entre simples ranhuras feitas manualmente no fundo da placa com 

uma agulha 30 X 0,8 mm estéril (Fig. 1). A perfuração do embrião foi realizada com agulha 

hipodérmica 13 x 0,45mm (26G) mediante visualização do colapso por estereomicroscópio 

Nikon SMZ800N® (Fig. 1). O FB extravasado após o colapso, juntamente com os 50 µL do 

meio foram aspirados com uso de uma micropipeta e armazenados em tubos Eppendorfs® 

estéril de 2mL para imediata congelação em freezer a -20ºC até a realização da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) para sexagem. 

Para que não houvesse ressecamento, mais meio de manutenção foi adicionado aos 

embriões imediatamente após a remoção do volume do meio + FB para sexagem. Os 

embriões foram então transferidos para criotubos estéreis. A partir daí, os embriões foram 
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destinados à simulação de transporte e acondicionamento específico para cada grupo 

experimental. 

 
Figura 1. Em M0, imagem de embrião Grau 1 (excelente) imediatamente após a recuperação por lavado 

uterino e, em M1, momento após realização do colapso embrionário por perfuração com agulha hipodérmica 

26G. (*) Ranhuras realizadas no fundo da placa com o uso de agulha hipodérmica estéril para estabilização 

do embrião na hora da perfuração.  

 

2.5. Avaliação morfológica dos embriões 

Todos os embriões, dos quatro grupos, passaram por avaliações em três momentos. 

No primeiro momento (M0), as avaliações foram realizadas logo após a recuperação e 

lavagem do embrião; no segundo momento (M1) foram realizadas imediatamente após o 

colapso; e no terceiro momento (M24), após a simulação de transporte por 24h. Em M0 e 

M24 foram avaliados: a fase de desenvolvimento embrionário (blastocisto inicial (Bi), 

blastocisto (Bl) ou blastocisto expandido (Bx)), a mensuração do diâmetro pelo uso de régua 

micrométrica e o grau de qualidade morfológica (1 – 5) [32]. Em M1 foram feitas imagens e 

uma avaliação descritiva da detecção do colapso (Fig. 1). A avaliação morfológica subjetiva 

da qualidade dos embriões foi realizada por dois avaliadores de maneira independente. 

Devido as grandes diferenças entre embriões classificados dentro de um mesmo grau 

de qualidade em decorrência da re-expansão pós colapso, a classificação de 1 a 5 [32] foi 

adaptada e os graus 2 e 3 foram subdivididos em grau 2+, 2-, 3+ e 3-. Esta classificação foi 

adaptada para todos os embriões. Isso permitiu uma avaliação mais criteriosa dos embriões 

conforme demonstrado na Tabela 1. 
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Tabela 1. Classificação morfológica descritiva adaptada de McKinnon e Squires (1988b). 

GRAU(1-5) CLASSIFICAÇÃO  DESCRIÇÃO 

1 
Excelente 

 

 

Sem anormalidades observadas, esférico, 

células uniformes em tamanho, cor e textura, 

tamanho e estágio de desenvolvimento 

compatíveis com a idade pós-ovulação. 

2 + 

Bom + 

 

 

 

Pequenas imperfeições, com poucos 

blastômeros extrusados e debris, poucas 

irregularidades em forma, tamanho, cor ou 

textura; pequenas separações entre trofoblasto e 

zona pelúcida ou cápsula. 

2 - Bom - 

 

Mesmas características descritas para o grau 

2+, porém com as alterações morfológicas 

visualmente mais evidenciadas. 

3 + 

Pobre + 

 

 

 

Imperfeições de níves moderados, como grande 

porcentagem de blastômeros degenerados ou 

debris, colapso parcial da blastocele ou 

contrações moderadas do trofoblasto da 

cápsula 

3 - Pobre - 

 

Mesmas características descritas para grau 3+, 

porém com as alterações morfológicas 

visualmente mais evidenciadas 

4 
Degenerado 

 

 

Problemas graves e facilmente identificados, 

como alta % de blastômeros extrusados, e 

colapso completo da blastocele, ruptura da 

cápsula, ou completa degeneração e morte 

embrionária 

5 UFO  
Oócito não fecundado (chatos, não rolam, tipo 

prato) 

 

2.6. Simulação de transporte e Acondicionamento do embrião 

Todos os embriões foram transferidos individualmente para criotubos estéreis de 

2mL que foram preenchidos com meio de manutenção e acondicionados em caixas 

isotérmicas (BotuFlex®, Botupharma, Botucatu-SP) para simulação de transporte por 24h 

conforme temperatura definida para cada grupo.  
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Para os grupos nos quais os embriões foram acondicionados à temperatura ambiente 

(CTA e NCTA), o criotubo contendo o meio com o embrião foi protegido por uma camada 

externa de algodão envolvendo o criotubo e encaixado no centro da caixa isotérmica sem 

gelo. A temperatura dos dias de realização do experimento foi acompanhada pelo site 

AccuWeather e apresentou temperatura média de 25oC (variação de 24,5ºC a 25,5ºC). 

Para os grupos nos quais os embriões foram refrigerados a 5ºC (CTR e NCTR) em 

caixa isotérmica própria para transporte de sêmen equino, o criotubo foi protegido com 

algodão e, adjacente a ele, dois frascos com água completando o volume de 150mL foram 

colocados. No mesmo momento, dois gelos recicláveis também foram colocados de acordo 

com as recomendações do fabricante da caixa para curva de refrigeração até 5oC. 

Após o período de 24 horas as avaliações dos embriões em M24h foram realizadas 

conforme descrito no item 2.5. 

2.7. Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

As análises da PCR foram realizadas no Laboratório de Biologia Molecular de 

Clínicas Veterinária (LBMCV) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ 

– UNESP Botucatu). Todas as etapas foram realizadas com vestimentas apropriadas sob 

fluxo laminar e estufa, com materiais esterilizados e descartáveis para minimizar o risco de 

contaminação do material genético. 

Um total de 22 amostras de FB de diferentes embriões foram submetidos à duas PCR 

sequenciadas para identificação do sexo, porém 3 amostras foram utilizadas para os testes 

inicias e por falta de volume, apenas 19 amostras foram analisadas. Para o controle positivo 

das reações de PCR foram utilizadas amostras de sangue de equídeos (macho e fêmea). 

Utilizando para a extração de DNA do sangue o kit comercial (Relia Prep™ Blood gDNA 

Miniprepp System, Promega®, EUA) seguindo as recomendações do fabricante. Para as 

amostras de células embrionárias, o material foi submetido à extração de DNA por meio da 

utilização de um kit comercial (PureLink™ genomic DNA kit) da marca Invitrogen™ 

(Thermo Fischer Science®, Waltham, Massachusetts, EUA), também seguindo as 

recomendações do fabricante.  

A extração do DNA não foi realizada das amostras do FB uma vez que encontra-se 

livre na blastocele [2,20] e o material genético foi submetido diretamente à reação da PCR. 

Os primers (oligonucleotídeos indiadores) utilizados foram: AMEL-F (5’-

CCAACCCAACACCACCAGCCAAACCTCCCT-3’), AMEL-R (5’-

AGCTAGGGGGCAAGGGCTGCAAGGGGAAT-3’), TSPY-F (5’-
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GAAGTCAGGCACACCAGTGA-3’) e TSPY-R (5’-TAAGGCTGCAGTTGTCATGC-

3’), conforme previamente descritos [33,34, 20], especificamente da marca Invitrogen™ 

(Thermo Fischer Science®, Waltham, Massachusetts, EUA). O gene indicador do 

cromossomo Y (Macho) é o primer TSPY que contém 280 pares de bases (bp) e deve formar 

uma banda na visualização da eletroforese. O primer AMEL pode indicar o sexo masculino 

ou feminino dependendo do número de bases de pares, o gene indicador do cromossomo X 

(Fêmea) contém 184 bp e deve formar apenas uma banda, já o gene indicadador do 

cromossomo Y (Macho) contém 160 a 240 bp e deve formar uma banda dupla.  

O volume total de reação para amplificação foi de 25 μL, [12,5μL de Go Taq® Green 

Master Mix (Promega™), 6,5μL de H2O ultrapura estéril, 0,5μL de primer forward e 0,5μL 

de primer reverset] e 5μL de amostra de DNA. As reações foram feitas separadas 

individualmente para cada primer (TSPY e AMEL) e como controle negativo foi utilizado a 

H2O ultra pura estéril. Todas as etapas de preparação do mix e pipetagem de amostras foram 

feitas sob fluxo laminar, previamente com higienizados com álcool 70% e esterilização por 

luz UV.  

As reações foram destinadas ao termociclador Eppendorf® (Hambrug, Germany), e 

a amplificação foi realizada de acordo com as seguintes etapas de termociclagem: 95ºC por 

10 minutos, 45 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 58ºC por 1 minuto, 72ºC por 1 minuto e 

72ºC por 7 minutos.  

Os produtos finais da amplificação da PCR foram submetidos à eletroforese em gel 

agarose 1,5%, sob uma corrente elétrica de 80 voltz e 100 amperes por 40 minutos à 1 hora. 

Posteriormente, a leitura e visualização das bandas foram feitas sob luz UV em um 

transiluminador e foto-documentadas no ImageQuant®imager 300 (GE Healthcare). 

Os produtos finais amplificados na 1ª reação da PCR, citados acima, que não 

apresentaram resultados foram submetidos à uma segunda etapa de amplificação, foram 

colocados em uma diluição com H2O ultra pura estéril na proporção 1:0, 1 μL amostra: 9 μL 

H2O (10%) e 1:99μL (100%). Em seguida, 5μL desse produto amplificado diluído foi 

destinado para uma 2º reação da PCR sob as mesmas etapas de termociclagem e 

posteriormente eletroforese. Para reduzir o potencial de contaminação do material genético 

amplificado, as etapas dessa segunda amplificação foram realizadas em fluxo laminares 

diferentes e em salas separadas. 

2.8. Microscopia de fluorescência e microscopia de contraste de interferência (DIC) 
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As análises dos embriões por microscopia de fluorescência e microscopia de 

contraste de interferência (DIC) foram realizadas no Laboratório de Microscopia de 

Confocal localizado na Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) pertencente à 

Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/ UNESP). 

Para análise descritiva da lesão embrionária causada através da perfuração manual 

com a agulha hipodérmica 26G, três embriões colapsados foram fixados em solução de 

formoldeído a 10% em diferentes momentos e/ou condições para serem avaliados. O 

primeiro imediatamente após o colapso, o segundo 24h após colapso e acondicionamento 

em temperatura ambiente (grupo CTA) e o terceiro 24h após colapso e refrigeração a 5oC 

(grupo CTR). 

 Foi utilizado marcador fluorescente 4’,6’diamino-phenylindole (DAPI) 

especificamente com uma solução comercial de pré montagem (Slowfade™ Dimond 

Antifade Mountant with DAPI) Invitrogen™ (Thermo Fischer Science®) conforme 

metodologia previamente descrita [35,36,37]. O protocolo seguiu as seguintes etapas: 

individualmente os embriões foram lavados em 5 gotas de solução PBS, em seguida foram 

incubados em uma gota de DAPI por 30 minutos, após esse período foram transferidos para 

uma gota de glicerol 85% sob uma lâmina escavada e estabilizados por uma lamínula.  

Em seguida, a lâmina escavada foi destinada ao microscópio confocal 

computadorizado Leica TCS SP8, com software LAS (Leica Microsystems®), para 

realização da varredura a laser em objetiva 10X, zoom 1.64, resolução 2048/speed 600, e 

step size entorno de 2,00 a 2,40 µm. Após a varredura completa do laser, imagens de alta 

definição dos embriões foram computadorizadas em dois formatos, um por fluorescência 

com o marcador DAPI e outro por interferência de contraste através do DIC, podendo assim 

realizar as observações da lesão embrionária.  

2.9. Análise estatística 

Foi realizado o Teste não paramétrico de Kruskal-Wallis para comparação dos grupos 

em cada momento independente (P<0,05), e quando significativo foi realizado o teste de 

Dunn para comparação das medianas. 

Para comparação dos dois momentos foi realizado o Teste Wilcoxon dentro de cada 

grupo separadamente (P<0,05). O programa usado foi o sigma stat 3.5. 

O Teste Qui-quadrado foi realizado para comparar as taxas de embriões classificados 

em cada grau de qualidade entre os grupos. 
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Para comparar as taxas de crescimento de M0 para M24 entre os grupos foi realizada 

análise de variância seguido pelo teste de Tukey (P<0,05). A taxa de crescimento foi 

calculada da seguinte forma: [(tamanho do embrião em M24 – tamanho do embrião em M0) 

/ tamanho do embrião em M0] x 100. 

3. RESULTADOS 

3.1. Simulação de transporte e acondicionamento dos embriões. 

Um total de 42 embriões blastocistos expandidos foram avaliados e submetidos ao 

transporte, sendo 22 colapsados (Grupo CTA e CTR) e 20 íntegros (Grupo NCTA e NCTR). 

Não foi detectada diferença de tamanho [variação de 700 µm a 987,5µm (P=0,057); Fig. 2] 

e qualidade dos embriões entre os grupos imediatamente após a coleta em M0 (Fig. 3).  No 

entanto, as condições de acondicionamento do embrião e o procedimento de colapso 

interferiram no tamanho (P=0,002, Fig. 2) e qualidade do embrião após 24h (P<0,001; Fig. 

3) em M24. 

Considerando a variável tamanho, o procedimento de colapso seguido do 

acondicionamento promoveu a redução do diâmetro dos embriões de M0 para M24 tanto 

para os acondicionados em temperatura ambiente (P=0,007) quanto para os sob refrigeração 

a 5ºC (P<0,001). Para os grupos NCTA e NCTR, houve aumento do tamanho dos embriões 

em 24h quando mantido em temperatura ambiente (P=0,004) mas não quando sob 

refrigeração a 5ºC (P=0,313). Em M24, o diâmetro foi diferente entre os grupos (P=0,002) 

conforme demonstrado na Figura 2. 

Como os diâmetros dos embriões foram variáveis, as taxas de crescimento dos 

embriões de M0 a M24 foram avaliadas para uma melhor análise do efeito dos 

procedimentos, colapso e acondicionamento. O grupo NCTA teve taxa de crescimento 

positivo e maior que os demais grupos. Já o grupo NCTR apresentou taxa de crescimento 

maior que os dois grupos submetidos ao colapso (CTA e CTR), como demonstrado na Figura 

3. Com exceção do grupo NCTA, os grupos NCTR, CTA e CTR apresentaram taxa de 

crescimento negativa. Todos os embriões submetidos ao colapso sofreram redução no 

tamanho em 24h. Dos 10 embriões íntegros submetidos à refrigeração (NCTR), dois 

apresentaram taxa de crescimento positivo (+20% e +12,5%), dois não alteraram o tamanho 

(0% e 0%) e seis apresentaram taxa de crescimento negativa. 
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Figura 2. Mediana (percentis 25 e 75%) do tamanho (µm) dos embriões nos dois momentos e média (±SEM) 

da taxa de crescimento embrionário de M0 para M24 dos grupos CTA, CTR, NCTA e NCTR. Letras 

minúsculas (a,b) diferentes indicam diferença estatística entre momentos (M0 e M24) dentro de cada grupo 

pelo teste de Dunn (P<0,005). Letras maiúsculas (A,B) diferentes indicam diferença estatística entre grupos no 

mesmo momento pelo teste de Dunn (P<0,005). Letras minúsculas (x,y,z) diferentes indicam diferença 

estatística das taxas de crescimento de M0 para M24 entre os grupos realizada pelar análise de variância seguida 

do teste de Tukey (P<0,05). 

 

 
Figura 3.  Porcentagem de embriões classificados de grau 1 a 5 segundo classificação descritiva adaptada [32] 

em M0 e M24 para cada grupo.   
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A Fig. 3 demonstra a porcentagem de embriões classificados de grau 1 a 5 [32]. A 

frequência em porcentagem de embriões para cada classificação foi comparada entre os 

grupos em um mesmo momento.  Em M0, avaliação logo após recuperação embrionária, não 

houve diferença (P=0,2603) de frequência dos embriões classificados como grau 1 

(excelente), mas os grupos CTR e NCTA apresentaram embriões classificados como grau 

2+ e grau 2-, como é possível observar na Figura 3.  

Em M24 os embriões do grupo NCTA apresentaram mais (P<0,001) embriões 

classificados em grau 1 (90%) do que o grupo NCTR (40%), enquanto que os grupos 

colapsados (CTA e CTR), não apresentaram embriões em grau 1 (0%). O grupo NCTR 

apresentou mais embriões (P<0,001) classificados para grau 2+ (40%), do que os grupos 

CTA e NCTA no qual apresentaram respectivamente 18% e 10% de embriões classificados 

para o grau 2+, enquanto que o grupo CTR não apresentou embriões com esta classificação 

(0%). Apenas o grupo CTA apresentou embriões classificados em grau 2- (36%) e grau 3+ 

(18%). O grupo CTR apresentou mais (P<0,001) embriões classificados como grau 3- (73%) 

do que o grupo CTA (18%), enquanto que os grupos NCTA e NCTR não apresentaram 

embriões para essa classificação (0%). O grupo CTR apresentou mais (P<0,001) embriões 

classificados em grau 4 (36%) do que o grupo NCTR (20%) e CTA (10%), enquanto que o 

grupo NCTA não apresentou nenhum embrião com essa classificação (0%).   

Nenhum embrião íntegro mantido em temperatura ambiente (NCTA) apresentou 

redução da qualidade morfológica e um dos embriões classificado como grau 2- em M0 

melhorou sua classificação para grau 1 em M24 (embrião 5 da Fig. 4). Em contrapartida, no 

grupo NCTR, cinco embriões íntegros refrigerados à 5ºC tiveram sua qualidade reduzida de 

M0 para M24 (embriões 4, 5, 6, 8 e 9 da Fig. 5). 

O momento pós colapso imediato (M1) permitiu a observação das mudanças 

imediatas ocorridas no embrião pela perfuração com agulha hipodérmica. Foi possível 

observar o colapso do embrião, perda do formato esférico com o extravasamento do FB, 

destacamento da cápsula embrionária, dobramento dos folhetos e cápsula embrionária e, em 

algumas ocasiões, a extrusão de blastômeros através da lesão (Fig. 6 e 7).   

A análise descritiva da morfologia dos embriões colapsados e sua re-expansão após 

24h de acondicionamento resultou nas observações que serão descritas a seguir. Dos 

embriões colapsados do grupo CTA, 91% (10/11) dos embriões apresentavam-se esféricos, 

porém apresentaram diferentes graus de re-expansão alcançando de 55% a até 167% do 

tamanho inicial (M0). Apenas um embrião não voltou a forma esférica em 24h, mantendo-
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se colapsado, com dobras dos folhetos embrionários. Detalhes das imagens dos embriões 

podem ser observados na Figura 6. 

Dos embriões colapsados do grupo CTR, 72,7% (8/11) não re-expandiram em 24h 

de refrigeração mantendo-se achatados, com dobras de folhetos embrionários.  Apenas 27% 

(3/11) dos embriões re-expandiram parcialmente e atingiram de 50% a 87% do tamanho 

inicial (M0). Os embriões com características que não re-expandiram foram classificados 

como pobre +, pobre – ou degenerados e não apresentarem grandes diferenças micrométricas 

de tamanho quando comparados aos demais embriões uma vez que o maior diâmetro foi 

avaliado. Detalhes das imagens dos embriões podem ser observados na Figura 7.
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Figura 4. Embriões correspondente ao grupo não colapsado acondicionado em temperatura ambiente 25ºC (NCTA) nos dois momentos: pré-colapso (M0) e 24 horas após 

acondicionamento (M24), em suas respectivas classificações adaptada [32] e diâmetro (µm). 
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Figura 5. Embriões correspondente ao grupo não colapsado acondicionado sob refrigeração a 5ºC (NCTR) nos dois momentos: pré-colapso (M0) e 24 horas após 

acondicionamento(M24), em suas respectivas classificações adaptada [32] e diâmetro (µm). 
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Figura 6. Embriões correspondente ao grupo colapsado acondicionado em temperatura ambiente 25ºC (CTA) nos três momentos: pré-colapso (M0), pós-colapso 

imediato(M1) e 24 horas após acondicionamento(M24), em suas respectivas classificações adaptada [32] e diâmetro (µm).
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Figura 7. Embriões correspondente ao grupo colapsado acondicionado sob refrigeração a 5ºC (CTR) nos três momentos: pré-colapso (M0), pós-colapso imediato (M1) e 24 

horas após acondicionamento(M24), em suas respectivas classificações adaptada [32] e diâmetro (µm). 
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3.2. Sexagem embrionária 

Um total de 11 das 19 amostras (57,90%) amplificadas foram diagnosticadas como 

machos, através da identificação da banda para TSPY, sendo sete resultados por PCR 

convencional e quatro por contraprova com uma segunda reação em sequência. 

Entre as outras 8 amostras restantes, 2 (10,52%) apresentaram uma interpretação 

inconclusiva devido à amplificação de bandas inespecíficas. As 6 (31,57%) amostras 

restantes não apresentaram nenhum produto de amplificação para o TSPY, sendo 

consideradas sugestivas para amostras de fêmeas.  

Vários testes com diferentes reações, termociclagem e gradiente de temperatura de 

anelamento foram feitos como tentativas de solucionar essa dificuldade encontrada na 

amplificação do material genético através da AMEL, mas não houve sucesso. Todos os testes 

de sexagens com amostras de FB para AMEL foram negativos, tanto na identificação de 

bandas para machos quanto para fêmeas. 

3.3. Análises descritivas por microscopia de fluorescência e microscopia de contraste de 

interferência (DIC) 

A avaliação por fluorescência e DIC de três embriões colapsados (Fig. 8) permitiu a 

observação da lesão causada pela agulha hipodérmica 26G no embrião, a cápsula 

embrionária e extrusão de blastômeros nos momentos imediatamente após o colapso (M1) e 

24h após (M24) acondicionamento em temperatura ambiente (grupo CTA) e sob refrigeração 

a 5oC (grupo CTR).  

A avaliação do embrião imediatamente após o colapso na imagem de fluorescência 

permitiu a visualização de lesões perfurantes causadas pela agulha que não foram possíveis 

ser vistas nas imagens do CTA e CTR no DIC.  

O embrião acondicionado por 24h em temperatura ambiente apresentou pequena 

região de lesão perfurante na microscopia por fluorescência, mas não visível em DIC, e 

pequena extrusão de blastômeros é visível pelos dois métodos. O embrião submetido à 

refrigeração de 5oC por 24h apresentou também uma área de lesão perfurante visível e maior 

que a observada para o embrião mantido em temperatura ambiente. Além disso, o embrião 

acondicionado em temperatura ambiente por 24h após o colapso visualmente apresenta uma 

aparência melhor, com formato mais esférico e menores áreas alteradas. 
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Figura 8. Imagens dos três embriões colapsados, colapsado e fixado imediatamente sem acondicionamento 

(a,b), colapsado e acondicionado em temperatura ambiente por 24h (c,d), e  colapsado e acondicionado sob 

refrigeração a 5ºC (e,f), em análises de fluorescência azul por marcador DAPI (a,c,e) e em microscopia de 

interferência de contraste (DIC) (b,d,f). (←) indica lesões perfurantes e (*) indica extrusão de blastômeros. 

 

4. DISCUSSÃO 

No presente estudo foi possível realizar a sexagem de embriões produzidos in vivo 

através do FB, o que corrobora com estudos prévios [3,4,20]. É importante salientar que o 

FB não apenas contém DNA livre no FB de embriões equinos em quantidades suficientes 

para determinação do sexo por PCR, como também demonstrado por outros autores [3,4,20]. 

Dos embriões submetidos à PCR, 57,90% (11/19) foram diagnosticados com o sexo 

masculino através do gene TSPY, enquanto pelo gene amelogenina (AMEL), que distingue 

o sexo feminino do masculino, não foi possível a determinação do sexo de nenhuma amostra. 

Isso demonstra a maior facilidade de identificação do sexo masculino por meio da PCR 

convencional. Por isso, nos estudos de sexagem embrionária animal por PCR, o método de 

determinação por exclusão de resultados é utilizado principalmente para direcionamento de 

possíveis fêmeas [3], por ser o sexo mais difícil de ser diagnosticado [3,20].  

A maior porcentagem de diagnóstico do sexo masculino pode ser explicada pelo uso 

da escolha do primer específico e pelo avanço no desenvolvimento embrionário. Em um 

primeiro estudo [3], três amostras que não resultaram em um produto de amplificação eram 

embriões fêmeas, no qual foram confirmados com um fragmento celular do embrião. Isso 

demonstra que os resultados para o primer específico do gene TSPY, localizado no 
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cromossomo Y, são mais facilmente detectados pois este é um gene presente em múltiplas 

cópias no genoma equino. Já a AMEL, localizada nos cromossomos X e Y, é um gene de 

cópia única e não é detectado de forma eficiente em amostras com pequenas quantidades de 

DNA, como o FB [3].  

Por outro lado, relatou-se que em humanos a taxa de desenvolvimento do embrião 

tem correlação positiva com o sexo genético embrionário. Relataram que 72% (41/57) dos 

blastocistos com desenvolvimento mais avançados eram do sexo masculino e apenas 28% 

(16/57) eram do sexo feminino. Ainda, 60% dos embriões classificados com o 

desenvolvimento mais lento foram diagnosticados como sendo do sexo feminino e 40% para 

o sexo masculino [38].  

Esses estudos nos fazem interpretar que os embriões em estágio de desenvolvimento 

avançado apresentem precocemente uma quantidade de DNA suficiente nas células, até 

mesmo no FB, facilitando a capacidade de amplificação para sexagem, e impactando na 

identificação do sexo masculino. Enquanto os embriões com o desenvolvimento mais lento, 

apresentem mais tardiamente o uma quantidade de DNA suficiente para amplificação. E 

associando à informação de que a AMEL é um gene de cópia única de difícil detecção em 

amostras com menor material genético [3], essa pode ser uma explicação da dificuldade de 

amplificação do DNA presente no FB para identificação de fêmeas através do primer AMEL.  

Em relação aos dois resultados inconclusivos (10,52%), eles são denominados em 

outros estudos como falsos positivos nos diagnósticos por PCR, devido à amplificação 

inespecífica ou por contaminação de amostra [2,3,20,39]. Entretanto, a realização da segunda 

reação de PCR para contraprova auxiliou na obtenção de resultados mais fidedignos, pois é 

uma técnica molecular mais sensível e especifica à amplificação do material genético 

[40,41,42]. Mesmo que só com a identificação de machos, essa contraprova trouxe uma maior 

clareza para diferirmos aquelas amostras que não apresentaram produto de amplificação, e 

que por método de exclusão foram sugestivas para fêmeas.   

O único resultado positivo para AMEL obtido foi de uma amostra de células 

embrionárias com a identificação da dupla banda (160 a 240 bp) correspondente para macho, 

pode ser justificado pela maior quantidade e integridade do DNA presente nas células 

embrionárias que no FB [15]. Por isso também é comum os estudos realizarem uma 

contraprova dos resultados inconclusivos de sexagens com um fragmento celular do embrião 

[3], contraprova esta que no presente trabalho foi realizada por uma segunda reação de PCR 

em sequência.  
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O cultivo da amostra por 10 minutos a 95ºC em banho seco e centrifugação antes da 

amplificação com o intuito de condensar o material genético permitiu uma melhor taxa de 

diagnóstico, 78,5% de amostras incubadas versus 45,5% de amostras não incubadas [2]. 

Apesar de a centrifugação feita estritamente sozinha não ter sido eficaz para condensar o 

DNA das amostras do presente trabalho, é válido que os futuros estudos com sexagem testem 

a incubação e centrifugação das amostras de FB, como descrito no estudo anterior [2], como 

tentativa de melhorar a amplificação para AMEL. 

Além da sexagem pela origem e forma de coleta de amostras utilizadas neste estudo, 

a avaliação da capacidade de re-expansão e qualidade do embrião após incubação por 24h é 

outro ponto crucial para definir a viabilidade do uso da técnica. Ao compararmos alguns 

métodos de perfuração embrionária, diferentes tamanhos de lesão causadas pela perfuração 

são obtidas dependendo da técnica. A broca piezo drill promove perfuração de 15µm de 

diâmetro [16], a micropipeta de 25µm [2] e a agulha hipodérmica de 26G utilizada no 

presente projeto estima-se que a perfuração seja de 450µm de acordo com estudo de 

perfuração com agulhas hipodérmicas [43], ou seja, 18 vezes maior do que os diâmetros de 

lesão citados anteriormente.  

É notável que a agulha hipodérmica causa uma lesão mais agressiva ao embrião do 

que os outros instrumentos de manipulação citados, e a força manual aplicada no momento 

da perfuração não é controlável como em um micromanipulador. Porém, a técnica aqui 

proposta é simples e menos custosa, o que permite sua realização na propriedade, sendo a 

avaliação de custo-benefício muito dependente então da resistência do embrião ao 

procedimento. E a implantação da técnica a campo desse método de sexagem pelo FB por 

colapso com agulha hipodérmica [20] pode ainda ser associada à vitrificação de embriões 

blastocistos (Bl) expandidos grandes produzidos in vivo [19], ao invés da redução do 

diâmetro de Bl com uso de micromanipulador [9,17,19]. 

A resistência dos embriões ao colapso foi avaliada pela qualidade morfológica após 

acondicionamento por 24h e pela análise descritiva da lesão por microscopia confocal de 

fluorescência e DIC. Devido às discrepâncias nos estudos sobre a melhor forma de 

acondicionamento para transporte de embriões [9,12,44], duas condições de temperatura 

foram avaliadas: temperatura ambiente e sob refrigeração a 5oC. Assim, grupos controles 

usando embriões íntegros também foram submetidos às mesmas condições para que fosse 

possível determinar o que é efeito da temperatura e o que é efeito do procedimento de 

colapso. 
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A capacidade de re-expansão e recuperação do embrião após as lesões causadas pela 

agulha na cápsula, nas células e quanto a perda de FB, são importantes fatores que denotam 

a qualidade embrionária após acondicionamento deles.  Mas fatores externos podem 

interferir nesse processo, como o meio de manutenção [45], a temperatura [23,26] e o tempo 

de cultivo [3,17]. No presente trabalho foi observado que os embriões colapsados mantidos 

em temperatura ambiente ou sob refrigeração e em meio de manutenção por 24h 

apresentaram uma taxa de crescimento negativa, ou seja, apresentaram re-expansão parcial 

em sua maioria. A re-expansão dos embriões colapsados variou de 50% a 167% o que 

demonstra uma incrível capacidade de recuperação embrionária, principalmente quando 

acondicionado em temperatura ambiente. Não só pela sua capacidade de produção do FB 

mas também pelas melhores caraterísticas morfológicas alcançadas pelos embriões 

colapsados e mantidos nas condições de temperatura ambiente. 

Primeiramente, é fato que a cápsula embrionária tem grande importância no 

reconhecimento materno da gestação em equinos [46,47] por isso as preocupações com a 

mesma. Estudos já evidenciaram que os danos na cápsula em estágio de Bi podem ser 

reparados pelo útero [16,48], mas há uma hipótese de que uma cápsula mais madura de Bx, 

não tenha essa capacidade de recuperação e a perda de sua integridade possa ser fatal para o 

embrião [9].  

Estudos mais atuais demonstram que após lesões capsulares com micromanipulador 

para aspiração do FB [3] ou até mesmo com a perfuração com agulha hipodérmica 26G para 

a vitrificação [19], uma porcentagem considerável desses embriões foi capaz de estabelecer 

gestação após esses danos, o que demonstra capacidade de se recuperarem de eventos 

nocivos à capsula embrionária já citada anteriormente [3,16,19,48]. 

As pesquisas demonstram que os Bl produzidos in vivo colapsados por 

micromanipulador podem retornar ao formato esférico parcialmente ou totalmente após 

algumas horas de cultivo in vitro [3,16,17]. Em um desses estudos, os embriões re-

expandiram e mantiveram sua qualidade em um cultivo in vitro a 38ºC e por 24h e com 72h 

eles já estavam em estágio de blastocisto eclodindo [17]. Em outro, o processo de re-

expansão persistiu por 24h, 48h até 72 horas de cultivo a 38ºC e sua viabilidade se manteve, 

aumentando em até 73,7% do seu tamanho inicial [3]. 

Além da importância de um meio adequado [45] para a capacidade de re-expansão, a 

temperatura ambiente tem uma influência direta na qualidade morfológica de embriões 

colapsados [49] Mesmo sofrendo uma lesão estimada 18 vezes maior do que em outros 

procedimentos já descritos [2,16], as análises descritivas feitas através da microscopia de 
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fluorescência demonstraram que o embrião colapsado acondicionado em temperatura 

ambiente apresentou uma boa capacidade de regeneração quando colocado em condições 

que permitam a manutenção do seu metabolismo, como meio de manutenção e temperatura 

ambiente.  

Já a refrigeração é utilizada para reduzir o metabolismo celular e manter sua 

viabilidade [1,12], porém causa lesões [23,26] que podem ser cruciais para a qualidade 

embrionária. A refrigeração a 5oC é muito utilizada para o transporte do sêmen equino [50] 

que, mesmo com as lesões causadas pelo frio, foca no número de células móveis e íntegras 

para avaliar a capacidade de uma amostra de suportar o processo de refrigeração ou não, os 

chamados “good coolers” e “bad coolers” [51,52].  

Porém, o mesmo pensamento não deve ser totalmente considerado para o embrião, 

porque por exemplo, se em uma amostra de sêmen houver 50% de células com lesões pela 

criopreservação, ainda assim há 50% de células viáveis com capacidade fertilizante 

semelhante à de espermatozoides frescos. Por outro lado, se um embrião apresentar as 

mesmas 50% de células lesionadas pela criopreservação tem-se o único embrião com metade 

da capacidade de desencadear uma gestação. E a avaliação morfológica do embrião é uma 

importante forma de prever a capacidade de estabelecimento de gestação [20,53,54].  

Analisando o critério de qualidade, 54% dos embriões colapsados e submetidos ao 

acondicionamento em temperatura ambiente foram classificados como bons (36% G2+ e 

18% G2-) após 24h, enquanto que 73% dos embriões acondicionados sob refrigeração a 5ºC 

foram classificados em pobres. Assim, e levando em consideração os relatos sobre a 

sobrevivência e viabilidade de embriões após terem a blastocele aspirada por 

micromipulador e micropipeta e serem capazes de re-expandirem [3], e ainda com 

possibilidade de estabelecer uma gestação após a perfuração com agulha hipodérmica [19], 

somado às avaliações pós 24h de acondicionamento em temperatura ambiente, são boas as 

perspectivas de que esses embriões sejam capazes de desenvolverem uma gestação mesmo 

após a lesão embrionária causada pela perfuração com agulha hipodérmica 26G. 

Portanto, comparando os dois tipos de transporte para os embriões colapsados, 

podemos considerar que mesmo com a redução de tamanho, o transporte em temperatura 

ambiente (25ºC) teve um melhor efeito na capacidade de recuperação da qualidade 

morfológica dos embriões após as 24h da lesão causada pela agulha.  

 É necessário que novos estudos com um meio de manutenção mais nutritivo e um 

cultivo in vitro de maior período, quando possível em relação ao tempo de transporte, ou um 

cultivo em meio aquecido, principalmente em transportes mais curtos, assim como já foi 
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observado positivamente em literaturas de injeção intracitoplasmática de espermatozoides 

(ICSI) com embriões humanos [49] e equinos [36]. 

Nas análises descritivas feitas através da microscopia de fluorescência e DIC pelo 

microscópio confocal, as imagens de florescência, mesmo que ainda não tenha sido realizada 

a contagem de células totais e avaliação da viabilidade, o marcador de fluorescência DAPI 

foi essencial para a visualizar a lesão causada pela perfuração manual com agulha, além 

desse marcador já ter demonstrado viabilidade de uso para embriões da espécie equina 

[21,55,56,57]. 

Já as imagens do DIC não foram tão eficientes para visualização da lesão 

embrionária, mas foram úteis para observar o destacamento da cápsula, a delimitação das 

células da parede do trofoblasto com a massa celular interna (MCI) e extrusão de 

blastômeros, assim como já observado em outra literatura através de análises descritiva por 

fotomicrografia [16]. 

Existem ainda incertezas sobre qual técnica é menos invasiva em relação ao 

desenvolvimento embrionário e pós nascimento, se é a biopsia ou aspiração do FB. Contando 

que a aspiração do FB é uma linha de pesquisa mais recente, ainda nenhum estudo relatou 

efeitos negativos no desenvolvimento em bebês ou animais nascidos de uma produção in 

vitro após PGD por aspiração de FB. Contudo esse efeito negativo já foi relato com a biopsia 

de embriões humanos [58] e em experimentos com camundongos [14].  

Ainda assim, mais pesquisas sobre o colapso embrionário com agulha hipodérmica 

devem ser feitas e os ajustes na técnica também, como por exemplo, utilização uma agulha 

de menor diâmetro, e também desenvolver um método de melhor estabilização do embrião 

na gota, podendo assim ter mais cautela na força manual exercida sob a agulha e embrião.  

Sugere-se que para cessar algumas dessas incertezas sobre a sexagem através do FB 

coletado por colapso com agulha hipodérmica, o teste in vivo com a transferência desses 

embriões para primeiramente certificar a capacidade de implantação do embrião após essa 

lesão de 450µm, comprovar efetivamente a sexagem genética com a ultrassonografia e o 

nascimento do potro, e também avaliar em conjunto se o método por exclusão é eficaz para 

ser empregado quando se encontrar dificuldades para sexar fêmeas. 

O transporte de embriões produzidos in vivo é muito utilizado nos programas de TE, 

porém os estudos que testaram as melhores condições disponíveis à campo são antigos 

[21,25,26,28,59,60,61], isso faz com que os médicos veterinários tomem decisões de como 

acondicionar os embriões por tempo ou temperatura de maneira empírica ou baseados em 

estudos muito antigos que não representam mais a realidade das condições disponíveis 
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atualmente no campo. Para esclarecer muitas dessas questões, embriões íntegros foram 

acondicionados sob temperatura ambiente e refrigeração a 5ºC, assim como feito com os 

embriões colapsados, e simulando condições de transporte a campo. 

Em relação ao crescimento embrionário, há uma hipótese na literatura de que a 

temperatura ambiente mantém o metabolismo do embrião até um certo momento, após este 

pode acontecer alterações metabólicas [12], porém esta hipótese não foi confirmada. Contudo 

no presente estudo, a taxa de crescimento dos embriões íntegros foi positiva (+ 25,95%) 

apenas para os embriões acondicionados em temperatura ambiente (NCTA), além destes 

embriões permanecerem em seu estágio de desenvolvimento, eles mantiveram e até mesmo 

melhoraram (10%) sua qualidade morfológica para grau 1 (excelente) após 24h. Esses são 

achados que indicam atividade metabólica do embrião e importantes para avaliar as 

condições de transporte [36]. 

Esses achados condizem com as literaturas sobre qualidade e tamanho de embriões 

íntegros, no qual um demonstrou que o armazenamento de embriões a 24ºC mantém uma 

melhor qualidade embrionária do que os refrigerados a 5ºC após 24h de armazenamento [23], 

e o outro demonstrou que as taxas de prenhez não diferem entre embriões com diâmetros de 

300, 300 a 1000 ou >1000 mm quando biopsiados ou íntegros, e qualquer tamanho pode ser 

incluído em um programa de PGD sem afetar sua viabilidade e taxa de prenhez. 

Sendo assim, podemos levantar em questão que a temperatura ambiente mantém o 

metabolismo do embrião íntegro por até 24h, sem apresentar efeitos prejudiciais 

morfologicamente visíveis ao embrião em relação ao seu crescimento durante o 

acondicionamento, como proposto por outros autores [12]. 

Embriões íntegros sob as mesmas condições de temperatura (32ºC) e tempo (7-10h 

e 1-2 h) que os embriões biopsados transferidos a fresco, resultaram em taxas de prenhez 

similares, de 50% e 63%, respectivamente [2]. Considerando esses dados, é possível ter uma 

boa expectativa de resultados com a inovulação dos embriões íntegros acondicionados em 

temperatura ambiente avaliados no presente trabalho, uma vez que 90% dos foram 

classificados com grau 1 (excelente) após as 24h. 

Por outro lado, a taxa de crescimento dos embriões íntegros refrigerados a 5ºC foi 

negativa (-4,27%), e essa interrupção do crescimento embrionário nesse tipo de 

acondicionamento já foi descrita anteriormente [1,12,28]. Esta resposta à refrigeração está 

relacionada com a redução do metabolismo celular dos embriões que tem como objetivo a 

preservação da integridade até o momento da transferência [1,12], mas as chances de que a 
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qualidade desses embriões seja inferior nessas condições refrigeradas é muito maior do que 

os possíveis efeitos positivos de latência temporária [26]. 

Com o propósito de realizar uma avaliação mais criteriosa dos embriões colapsados, 

adaptamos a classificação morfológica de 1 a 5 de referência [32], e subdividimos os graus 

2 e 3 em grau 2+, 2-, 3+ e 3-, devido à grande variação dentro de cada grau de classificação 

por consequência do colapso, mas aplicamos essa classificação para todos os embriões. 

Sendo assim, com essa adaptação se espera apurar os futuros dados quando avaliado as taxas 

de prenhez e perdas embrionárias relacionadas com o grau de qualidade morfológica do 

embrião.  

O presente estudo evidenciou redução da qualidade morfológica dos embriões 

íntegros refrigerados a 5ºC, com uma queda de 20% de embriões grau 1 para classificação 

de grau 4 (degenerados) após as 24h de acondicionamento. Concordando com outros autores, 

que também relataram que a refrigeração a 5ºC por até 24h leva a alterações morfológicas e 

até à redução da sobrevida de embriões menores [23,26,35,60].  

Apesar dos efeitos negativos, um dos poucos estudos recentes apresentaram uma boa 

taxa de prenhez com a refrigeração dos embriões antecedendo a vitrificação [44] e após a 

biopsia embrionária para PGD [12]. Foi obtido as seguintes taxas de prenhez, 55,5% e 75% 

a 12ªC por 12h e 24h, respectivamente [44], e 72,4% entre 15 a 18ºC por 30 minutos [12]. No 

entanto, mas vale salientar que foi um curto período de acondicionamento nesse último 

transporte em que os embriões foram submetidos à refrigeração. 

Sabe-se que apenas a avaliação da qualidade morfológica [32] não traz todas as 

informações suficientes para confirmar a viabilidade embrionária. Apesar disso, essa 

avaliação ainda é a única forma mais aplicável na rotina do campo. Por isso, vários estudos 

demonstram a relação do grau de classificação da qualidade morfológica com suas 

respectivas taxas de prenhez [25,27,31,60]. O achado mais relatado, são que os embriões 

classificados em grau 3 (pobre) e grau 4 (degenerado) apresentam taxas de prenhez inferiores 

a aqueles classificados como grau 1 (excelente) e grau 2 (bom) [25,27,31] seguindo a 

classificação de 1 a 5 de referência [32]. 

Um desses estudos, apresentou a taxa de prenhez relacionada com o grau de 

qualidade embrionária em dois momentos da gestação, 12 dias e 50 dias, ou seja, avaliando 

também as chances de perda embrionária em relação a classificação morfológica. 

Respectivamente, encontraram as seguintes taxas aos 12º e 50º dias, para embriões grau 1 

(excelente) de 68,5% e 60,1%, grau 2 (bom) de 65,1% e 48,4%; e grau 3/4 (razoável/pobre) 
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de 40,4% e 29, 8% [27]. As chances de perdas embrionárias aumentam decrescentemente a 

partir do 50º dia de gestação.  

 

5. CONCLUSÃO 

O presente trabalho demonstra que é possível realizar a sexagem embriões equinos 

através de amostras do FB por PCR, coletadas a partir da perfuração manual do embrião com 

agulha hipodérmica 26G.  Os embriões colapsados com agulha hipodérmica 26G apresentam 

capacidade de re-expansão parcial das lesões causadas em 24h de acondicionamento, sendo 

a incubação em meio de manutenção à temperatura ambiente melhor que à temperatura de 

5ºC. E consideramos também, que a temperatura ambiente (25ºC) demonstrou ser o melhor 

tipo de acondicionamento para o transporte de embriões equinos íntegros e colapsados, por 

atuar mantendo ou melhorando a qualidade morfológica dos embriões durante as 24 horas. 

Estudos complementares são necessários para comprovar a viabilidade das células 

embrionárias pós-colapso com testes in vitro, e a aplicabilidade de inovulação desses 

embriões para obtenção de suas possíveis taxas de prenhez e perdas embrionárias como teste 

in vivo.  
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