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Resumo 
 

A criopreservação de embriões tornou-se prática essencial na rotina de programas de transferência de 
embriões, sendo uma ferramenta valiosa para a pecuária, pois evita perdas de germoplasma e proporciona 
segurança sanitária, além de auxiliar na preservação de espécies ameaçadas de extinção. O efeito da 
criopreservação em embriões mamíferos reduz as taxas de sobrevivência, principalmente quando são utilizados 
embriões em estádios iniciais de desenvolvimento, levando a consideráveis danos morfológicos e funcionais. 
Contudo, a extensão da crioinjúria é altamente variável e dependente da espécie, estádio de desenvolvimento e 
origem do embrião (produzido in vivo ou in vitro) no momento da criopreservação.  
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Abstract 
 

Embryo cryopreservation has become an essential practice in the routine of embryo transfer programs 
and is considered a valuable tool to the livestock production, it also avoids germplasm losses, improves sanitary 
security and preserves species at risk of extinction. The effect of cryopreservation in mammalian embryos leads 
to a decrease in the survival rate especially during early stages of development causing important structural and 
morphological damages. However the extension of the cryoinjury is highly variable and depends on the species, 
origin of the embryo (in vivo or in vitro production) and its developmental stage at the moment of 
cryopreservation. 
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Introdução 
 

O objetivo da congelação de embriões é a preservação do metabolismo celular em estado de 
quiescência, para que este possa ser restabelecido após um período de estocagem, continuando seu 
desenvolvimento normal. Isso é obtido por meio do armazenamento em baixas temperaturas, que induz à parada 
da atividade enzimática, do metabolismo e da respiração celular, possibilitando a conservação de células por 
tempo indeterminado (Gordon, 1994). 

O primeiro relato da sobrevivência de embriões mamíferos criopreservados foi obtido por Whittingham, 
em 1971, após a congelação de embriões de camundongos. Posteriormente, sucessivas pesquisas foram 
realizadas com sucesso em diferentes espécies, como bovina (Wilmut e Rowson, 1973), ovina (Willadsen et al., 
1974), caprina (Bilton e Moore, 1976), equina (Yamamoto et al., 1982), humana (Trounson e Mohr, 1983) e 
suína (Kashiwazaki et al., 1991). 

Na exploração pecuária, a eficiência da aquisição de embriões com alto valor genético também depende 
do sucesso de técnicas de estocagem em baixas temperaturas. Sendo assim, a criopreservação tornou-se 
particularmente importante no desenvolvimento do comércio internacional de embriões, uma vez que somente 
estruturas congeladas sob determinadas condições podem ser comercializadas (Mapletoft e Stookey, 1998). 

A maioria dos embriões mamíferos é congelada pelos métodos convencionais, utilizando-se baixas 
concentrações de crioprotetores com lenta permeabilidade e refrigeração controlada por equipamento de 
congelação programável (Vajta e Nagy, 2006). Outro método de criopreservação é a vitrificação, que dispensa a 
utilização de equipamentos programáveis (Ali e Shelton, 1993), proporciona rapidez e menor tempo de 
exposição ao crioprotetor, além de prevenir a formação de cristais de gelo pelo uso de elevadas concentrações do 
crioprotetor e taxas de refrigeração (Papadopoulos et al., 2002).  

Estudos com criopreservação de embriões mostram que sua susceptibilidade a crioinjúrias varia de 
acordo com o estádio de desenvolvimento, espécie e origem do embrião (Ali e Shelton, 1993; Dobrinsky, 1996; 
Baril et al., 2001). Outros trabalhos relatam também a interferência do tipo e da concentração do crioprotetor, 
relacionando-os à embriotoxicidade e permeabilidade celular (Széll e Shelton, 1986; Ali e Shelton, 1993; 
McGinnes et al., 1993). 
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Esta revisão tem por objetivo descrever mecanismos e consequências dos principais métodos de 
criopreservação (congelação lenta e vitrificação) sobre a viabilidade embrionária, além de relatar possibilidades 
e perspectivas de seu uso em diferentes espécies de animais de produção. 
 

Princípios criobiológicos e crioprotetores 
 

O princípio fundamental do processo de criopreservação é baseado na necessidade de remoção máxima 
da água intracelular antes da criopreservação, para que não ocorra a formação de grandes cristais de gelo e danos 
celulares, possibilitando a retomada do metabolismo celular após seu armazenamento em baixas temperaturas 
(Vajta e Kuwayama, 2006). 

Durante a congelação, a temperatura declina e a água do meio se cristaliza, o que leva ao aumento da 
concentração de solutos extracelulares. Assim, quando a velocidade de congelação é lenta, a célula sofre 
desidratação. Porém, quando essa velocidade é rápida, a célula não perde água o suficiente, ocorrendo formação 
de gelo intracelular, que promove danos mecânicos e pode determinar a morte celular (England, 1993; 
Reichenbach et al., 2002). À medida que a velocidade de congelação aumenta, a taxa de sobrevivência celular 
também aumenta, até que seja alcançada uma relação ideal em que a taxa de sobrevivência será máxima. 
Posteriormente, esta taxa declina, formando uma parábola (Mazur, 1984). 

Alterações celulares referentes à formação de cristais de gelo foram primeiramente relatadas por Mazur 
em 1963, quando mostrou que a velocidade de saída da água intracelular está relacionada ao aumento da 
concentração do soluto extracelular, determinando o equilíbrio osmótico. Assim, a velocidade de congelação 
determinará o grau de retração celular e a presença ou ausência de cristais (Mazur, 1984).  

A variação do tempo de congelação é um fator importante para a formação e o crescimento dos cristais 
de gelo durante a congelação celular, podendo esse tempo ser expresso como lento, moderado, rápido e 
ultrarrápido (Leibo, 2008). De lenta a moderada, a congelação possui taxas de resfriamento altamente 
controladas até atingir temperaturas de -35 a -80°C/min, seguida pelo mergulho em nitrogênio líquido. Já uma 
queda de temperatura rápida ou ultrarrápida ocorre ao redor de 200°C/min ou acima de 20.000-100.000°C/min, 
respectivamente (Vajta e Nagy, 2006). 

Segundo Karow (2001), o processo de congelação ocorre da seguinte maneira: quando a 0°C em 
pressão atmosférica, a água pura encontra-se parcialmente congelada, sendo este seu ponto de equilíbrio de 
congelação, em que cristais de gelo e água coexistem em equilíbrio e de forma homogênea (nucleação 
homogênea). Uma vez iniciada a cristalização, ocorre liberação de energia em forma de calor (calor latente de 
fusão), o que aumenta a temperatura necessária para atingir o ponto de equilíbrio de congelação (0°C), e quase 
toda a água líquida é convertida em gelo. A adição de solutos à água faz com que sua temperatura de congelação 
se torne mais baixa, retardando o aparecimento dos cristais e diminuindo a temperatura em que se dá o equilíbrio 
de congelação para uma temperatura inferior a 0°C. Tendo em vista que materiais biológicos possuem diversos 
solutos e sais intra e extracelulares, seu ponto de fusão é menor do que o da água pura, e à medida que o solvente 
progride para congelação, há aumento da concentração dos solutos na porção líquida remanescente, alterando a 
osmolaridade intra e extracelular. 

Crioprotetores são adicionados visando ao aumento da viscosidade da solução e maior equilíbrio 
osmótico entre solução e material biológico. Estas substâncias têm baixo peso molecular e são usadas com o 
intuito de impedir efeitos nocivos às células referentes à formação de cristais de gelo e ao choque osmótico. Elas 
podem permanecer no interior da célula ou fora dela e são divididas em duas categorias: permeáveis e não 
permeáveis. Os primeiros correspondem a pequenas moléculas que penetram pela membrana celular, formam 
pontes de hidrogênio com moléculas de água intracelulares e diminuem a temperatura de congelação, prevenindo 
a formação dos cristais de gelo. Como exemplos, têm-se o propilenoglicol, glicerol, etilenoglicol, 
dimetilssulfóxido (DMSO), entre outros (Vajta e Nagy, 2006). Os crioprotetores não permeáveis permanecem no 
meio extracelular, retirando a água livre e levando à desidratação do espaço intracelular por efeito osmótico 
(Vajta e Nagy, 2006; Pereira e Marques, 2008). Estes crioprotetores são usados em combinação com os 
permeáveis visando aumentar a concentração destes no interior das células, prevenir a formação de grandes 
cristais de gelo, diminuir a concentração necessária do crioprotetor permeável e, consequentemente, sua 
toxicidade (Pereira e Marques, 2008). 

Após a intensa utilização do glicerol como crioprotetor permeável, fez-se uso do DMSO na congelação 
de algumas células e tecidos (Woods et al., 2004). No entanto, atualmente, o etilenoglicol é o crioprotetor mais 
utilizado, tendo sido primeiramente testado em embriões mamíferos no ano de 1977, por Miyamoto e Ishibashi, 
que encontraram taxas de sobrevivência de embriões de ratos equivalentes ou maiores que as dos embriões 
criopreservados em DMSO (McGinnis et al., 1993). Estudos recentes continuam mostrando a superioridade do 
etilenoglicol na criopreservação de embriões de diversas espécies, como bovina (Sommersfeld e Niemann, 1999; 
Martinez et al., 2002; Mucci et al., 2006), suína (Berthelot et al., 2007; Cuello et al., 2007), caprina (Guignot et 
al., 2006) e ovina (Garcia-Garcia et al., 2006; Bettencourt et al., 2009).  

As taxas de reaquecimento também influenciam a viabilidade celular e dependem das condições em que 
foi realizada a criopreservação. Além disso, o resultado obtido do processo de descongelação depende também 
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da re-hidratação celular e da remoção do crioprotetor, momento em que o espécime já se encontra em 
temperatura fisiológica (Woods et al., 2004). Ao se submeter a amostra criopreservada à temperatura de 
reaquecimento, pode ocorrer a formação de grandes cristais de gelo pelo crescimento dos pequenos núcleos de 
cristais, normalmente formados durante a criopreservação, o que resulta em dano celular decorrente da 
recristalização (Brockbank et al., 2001). 

Assim como nos eventos da criopreservação, na descongelação também ocorre o fluxo de água e 
crioprotetor através da membrana celular. A mudança dinâmica do volume celular é um importante fator 
relacionado à possibilidade de dano mecânico e ruptura de membrana. Solutos impermeáveis, como os açúcares, 
oferecem meios de diluição adicional para que seja prevenida a excessiva turgidez osmótica durante a remoção 
do crioprotetor na descongelação (Woods et al., 2004). Por isso, são usadas concentrações elevadas de 
crioprotetores não permeáveis nesta fase, sendo o mais comum a sacarose. Porém, podem ser utilizados outros 
dissacarídeos, como a galactose e a trealose (Pereira e Marques, 2008). Além disso, existem diferentes polímeros 
para este fim, como polivinilpirrolidona, polietilenoglicol, ficoll, dextran e álcool polivinílico, mas somente o 
ficoll vem sendo utilizado, geralmente em associação ao etilenoglicol e à sacarose (Woods et al., 2004). 

Apesar de serem os principais métodos de criopreservação de embriões mamíferos, a congelação lenta e 
a vitrificação diferem grandemente quanto aos seus princípios e ferramentas. Enquanto a congelação lenta se 
baseia em um delicado balanço osmótico em máquina programável visando à redução de temperatura, a 
vitrificação consiste em uma rápida substituição da água intracelular pelo crioprotetor, para que, desta maneira, o 
estado vítreo seja alcançado e as chances de formação de cristais de gelo sejam nulas. 
 

Congelação lenta de embriões 
 

Também conhecida como método de congelação clássica, tradicional ou de equilíbrio, a congelação 
lenta vem sendo usada desde 1972, quando foi desenvolvida por Whittingham. A partir de então, esta técnica foi 
padronizada e largamente utilizada no âmbito comercial e industrial. Tal método pode ser interpretado como 
uma tentativa de criar um delicado balanço entre vários fatores que determinam a formação de cristais de gelo, 
fraturas, danos tóxicos e osmóticos, permitindo trocas entre os meios extra e intracelular sem que ocorram sérios 
efeitos osmóticos e deformidades celulares (Vajta e Kuwayama, 2006).  

A congelação lenta consiste em um pré-equilíbrio e exposição dos embriões à solução crioprotetora, 
para que estes sejam, então, submetidos à queda de temperatura em máquina programável. Em uma primeira 
etapa, a temperatura atinge uma fase de pré-congelação a -7°C, momento em que ocorre a liberação do calor 
latente de fusão e o prejudicial aumento da temperatura, o qual é evitado pelo seeding, por meio do contato da 
palheta com um objeto metálico pré-refrigerado em nitrogênio líquido. Após sua manutenção em um período de 
equilíbrio de 10 a 15 minutos, os embriões são congelados lentamente, com redução de temperatura entre 0,3 e 
1°/min, até atingir -30 a -35°C. Neste momento, tem-se a formação de gelo extracelular da água pura e 
consequente aumento da concentração do soluto extracelular. Ao se encontrar suficientemente desidratada, a 
célula terá uma concentração elevada de solutos capaz de impedir a cristalização do gelo, momento em que 
ocorre imersão da célula em nitrogênio líquido (Vajta e Nagy, 2006). 

O processo de descongelação necessita de um rápido aquecimento para impedir que pequenos cristais 
de gelo, não prejudiciais às células, fundam-se e cresçam, tornando-se danosos. Após o aquecimento, os 
crioprotetores são removidos por meio da passagem do material biológico em soluções com concentração 
decrescente de crioprotetores impermeáveis (Woods et al., 2004). Quando o espécime é exposto a estas soluções, 
a quantidade de crioprotetor presente no interior das células diminui gradativamente e o embrião é re-hidratado 
na solução de manutenção (Rall, 1992). 

O método lento de congelação não é somente um processo longo, mas também requer um dispendioso 
aparato de equipamentos de congelação e grande volume de nitrogênio líquido. Apesar de possuir reconhecidas 
limitações quanto à prevenção na formação de cristais de gelo intracelular, esta técnica tornou-se altamente 
padronizada com considerável aplicação comercial e industrial. Além disso, oferece parâmetros precisos e meios 
comerciais prontos para utilização na congelação e descongelação, tornando possível sua realização após um 
período de treinamento curto (Vajta e Nagy, 2006). 
 

Vitrificação de embriões 
 

A vitrificação foi primeiramente introduzida na criopreservação de embriões de camundongos por Rall 
e Fahy (1985). Em anos subsequentes, foram publicados diversos trabalhos com oócitos e embriões de diversas 
espécies, explorando possibilidades de combinações, adição e remoção de crioprotetores, além de novos métodos 
e formas de armazenamento (Vajta e Kuwayama, 2006). 

Esta técnica pode ser considerada um método de criopreservação em que a formação de cristais de gelo 
é totalmente eliminada. Nela, a solidificação é atingida pelo aumento extremo da viscosidade e não pela 
cristalização, chegando diretamente à fase vítrea (Massip, 2001; Yavin e Arav, 2007). A vitrificação permite a 
passagem pela zona crítica de temperatura de maneira rápida, o que impede o desenvolvimento de injúrias 
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ocasionadas pela formação dos cristais de gelo. Contudo, a concentração do crioprotetor necessária, em torno de 
40% da solução, traz efeitos tóxicos e hipertônicos para o espécime (Massip, 2001), aumentando o risco de 
injúrias causadas pelo choque osmótico e pela toxicidade celular (Vajta e Nagy, 2006).  

A probabilidade de sucesso na vitrificação está ligada a três fatores: viscosidade da amostra, taxas de 
refrigeração-aquecimento e volume da amostra. Estes fatores são independentes, e os dois primeiros estão 
relacionados direta e positivamente à probabilidade de vitrificação, isto é, quanto maior a viscosidade e a taxa de 
refrigeração, maior será a chance de vitrificação. No entanto, o volume da amostra tem relação inversa, e sua 
diminuição aumenta a probabilidade de sucesso (Yavin e Arav, 2007). 

As palhetas de 0,25 mL, inicialmente utilizadas na vitrificação, foram rapidamente substituídas pela 
OPS (open pulled straw), que possui metade do diâmetro em sua porção final, possibilitando o uso de menor 
volume e envase do embrião por capilaridade (Vajta et al., 1998; Vajta e Nagy, 2006). Outra alternativa é a 
micropipeta de vidro, que, após seu aquecimento e estiramento, passou a ter aplicação semelhante à OPS, porém 
com maior fragilidade no armazenamento pelo risco de quebra (Kong et al., 2000). Na busca de volumes ainda 
menores, diversos métodos já foram testados no intuito de maximizar a taxa de refrigeração. Dentre eles estão as 
grades de microscopia eletrônica (Martino et al., 1996), crioloops e criotops (Kuwayama, 2007). 

Em condições de pressão atmosférica normal, há a formação de uma bolsa de vapor ao redor da 
amostra, que pode diminuir a eficiência da refrigeração do espécime (Yavin e Arav, 2007). A formação de vácuo 
e a consequente diminuição do ponto de ebulição do nitrogênio de -196°C para -200 a -205°C, ou a vitrificação 
em superfície sólida (VSS), eliminam totalmente a formação do vapor ao redor da amostra, aumentando, assim, a 
eficiência da vitrificação (Vajta e Kuwayama, 2006).  

Durante o aquecimento de embriões vitrificados, pode haver a formação de cristais de gelo intracelular, 
processo conhecido como desvitrificação. Isso ocorre em situações em que a concentração do crioprotetor 
permeável é insuficiente. Essa concentração deve ser superior a 20%, porém limitada, para diminuir os danos 
decorrentes do efeito tóxico da solução (Jin et al., 2008).  

O risco na transmissão de doenças pelo contato direto com nitrogênio líquido e a impossibilidade da 
transferência direta de embriões vitrificados foram os inconvenientes iniciais que dificultaram o uso da 
vitrificação. Entretanto, foram encontradas soluções práticas que contornaram estes problemas e estão sendo 
aplicadas com sucesso (Vajta e Nagy, 2006), por exemplo: o acondicionamento das OPS em palhetas de 0,5mL 
lacradas (Kuwayama, 2007) ou o uso de nitrogênio líquido filtrado e esterilizado, que eliminam a possibilidade 
do contato entre o espécime e possíveis contaminantes (Vajta et al., 1998). Já a transferência direta de embriões 
vitrificados é possível por meio de sua deposição diretamente em palhetas de 0,25 mL contendo solução de 
sacarose (Baril et al., 2001; Isachenko et al., 2003). 

De modo geral, a vitrificação requer o estabelecimento de um sistema seguro de refrigeração e 
minimização ou eliminação dos efeitos nocivos dos crioprotetores. Contudo, resultados estatísticos de 
desenvolvimento embrionário mostram que os efeitos cumulativos tóxicos e osmóticos da vitrificação não são 
maiores do que aqueles causados pela congelação lenta (Kuwayama, 2007). 
 

Eficiência da criopreservação de embriões 
 

Independentemente do método utilizado, os embriões sofrem consideráveis danos durante a 
criopreservação. A formação de cristais de gelo, os efeitos tóxicos da solução crioprotetora e o choque osmótico 
são os maiores efeitos adversos do crioprocedimento. A extensão da injúria depende de fatores que incluem: 
tamanho e forma das células, permeabilidade de membrana e sensibilidade dos embriões (Vajta e Kuwayama, 
2006).  

A perda de água intracelular depende da permeabilidade de membrana celular, a qual é determinada por 
sua composição e área, bem como pela temperatura e pela diferença de concentração de um determinado soluto 
encontrada entre o meio extra e o intracelular. Os crioprotetores diferem entre si quanto à permeabilidade 
celular, sendo que diferentes estádios de desenvolvimento embrionário influenciarão na permeabilidade ao 
mesmo crioprotetor. Além disso, embriões em um mesmo estádio, mas de diferentes espécies, terão diferenças 
na permeabilidade a um mesmo crioprotetor (Leibo, 2008). 

Temperaturas abaixo da temperatura corporal fisiológica, porém acima de 0°C, são definidas como 
“zona de perigo” e acarretam injúrias da refrigeração, consideradas irreversíveis (Zeron et al., 1999). As 
membranas celulares são danificadas devido à fase de transição da membrana lipídica, período durante a 
refrigeração em que ocorrem alterações estruturais e funcionais na membrana (Yavin e Arav, 2007). 

Vajta e Nagy (2006) postulam que temperaturas entre 15 e -5°C estão relacionadas a danos de gotas 
lipídicas citoplasmáticas e microtúbulos, as quais prejudicarão as divisões meióticas subsequentes. Injúrias de 
microtúbulos são consideradas reversíveis, enquanto prejuízos às gotas lipídicas contribuem para a morte dos 
embriões criopreservados. Por outro lado, temperaturas entre -5 e -80°C correspondem à principal fase de 
injúrias causadas por cristais de gelo, enquanto entre -50 e -150°C podem ocorrer fraturas da zona pelúcida ou 
danos no citoplasma. Temperaturas abaixo de -150°C correspondem à fase de menor injúria, sendo o 
aquecimento acidental a causa mais provável de ocorrência de danos. 
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A sensibilidade à refrigeração também é dependente da espécie, das condições de refrigeração e do 
estádio de desenvolvimento embrionário (Leibo e Devireddy, 2007). Contudo, independentemente da origem e 
espécie, embriões no estádio de blastocisto tendem a ser mais resistentes à criopreservação, quando comparados 
àqueles nos estádios iniciais de clivagem e mórulas. Esta maior tolerância é observada tanto na congelação lenta 
quanto na vitrificação (Martinez e Matkovic, 1997; Garcia-Garcia et al., 2005). 

Embriões suínos produzidos in vivo ou in vitro (PIVE) e embriões bovinos PIVE são bastante sensíveis 
a temperaturas abaixo de 14°C. Este aumento considerável da criossensibilidade está relacionado a diferentes 
concentrações lipídicas e proteicas (Massip, 2001). Todavia, embriões bovinos e ovinos produzidos in vivo 
apresentam maior tolerância aos procedimentos da criopreservação (Pollard e Leibo, 1994). 
 

Embriões bovinos 
 

O primeiro nascimento de bezerro proveniente de embrião criopreservado foi relatado por Wilmut e 
Rowson, em 1973, que submeteram embriões bovinos produzidos in vivo à congelação clássica. Atualmente, esta 
técnica já se encontra bem estabelecida com a utilização de etilenoglicol a 1,5M, atingindo taxas de 
sobrevivência embrionária, prenhez e nascimento próximas às alcançadas por embriões frescos (Hasler, 2003).  

No decorrer dos anos, outros trabalhos aprimoraram as técnicas de criopreservação aplicadas também a 
embriões PIVE (Cho et al., 2002). Pesquisas envolvendo a criopreservação destes embriões buscam na 
vitrificação alternativas para contornar limitações relacionadas à maior criossensibilidade deste tipo de embrião 
(Sommerfeld e Niemenn, 1999; Cho et al., 2002; Mozzaquatro, 2004; Varago et al., 2006; Gómez et al., 2008; 
Block et al., 2009).  

A maior sensibilidade dos embriões PIVE é devido ao fato de estes apresentarem grande conteúdo 
lipídico (Lonergan et al., 2001). Desta forma, modificações nas técnicas de criopreservação não são suficientes 
para melhorar as taxas de sobrevivência, havendo necessidade também de alterações na composição dos meios 
de cultivo embrionário para que embriões PIVE se desenvolvam sem que haja acúmulo exacerbado de lipídio 
intracelular (Leibo e Loskutoff, 1993). 

Ao comparar a taxa de sobrevivência in vitro e in vivo de embriões bovinos PIVE, após vitrificação em 
etilenoglicol e glicerol com diferentes concentrações de sacarose, Martinez et al. (2002) obtiveram o melhor 
resultado com a adição de 0,1M de sacarose na solução de vitrificação, com taxas de 66,6% de eclosão e 50% de 
prenhez. Contudo, Werlich et al. (2006) constataram a superioridade da associação do etilenoglicol com DMSO 
ou 1,2 propanodiol, quando comparada ao uso do glicerol na vitrificação em OPS, resultando em 53,5%, 52,8% e 
38,9% de eclosão, respectivamente. Estes mesmos autores também relataram o uso do nitrogênio super-
refrigerado (-210°C), pela submissão ao vácuo, sobre a taxa de eclosão, não ocorrendo diferença significativa 
entre os tratamentos. 

Ainda na criopreservação de embriões PIVE, Mucci et al. (2006) tiveram melhores taxas de 
sobrevivência 72 horas após o reaquecimento utilizando a vitrificação em OPS com a combinação de 
etilenoglicol e DMSO, quando comparada com a congelação clássica em etilenoglicol, obtendo taxas de 43% e 
12%, respectivamente. 

Além das variações já mencionadas relacionadas à criossensibilidade, embriões bovinos de diferentes 
raças também mostram variações nas  taxas de sobrevivência. Visintin et al. (2002) encontraram embriões da 
raça Holandesa com morfologia mais preservada do que os da raça Nelore após avaliação ultraestrutural. 
Segundo estes autores, uma possível causa desta diferença é que embriões de Bos taurus apresentam gotículas de 
gordura maiores e em maior número do que as observadas nos embriões de Bos indicus. 

Apesar do avanço nas pesquisas, a criopreservação de embriões bovinos PIVE ainda encontra muitas 
limitações, principalmente ao envolver suas consequências sobre a expressão gênica desses embriões, já alterada 
em decorrência das condições de maturação ovocitária, fecundação e cultivo in vitro (Jeong et al., 2009). 
 

Embriões ovinos 
 

Assim como nas demais espécies que utilizam a criopreservação de embriões para fins comerciais ou de 
pesquisa, na espécie ovina os métodos comumente utilizados para criopreservação de embriões são congelação 
lenta e vitrificação. Contudo, a prática de colheita de embriões ovinos, seguida da criopreservação, é feita em 
menor escala do que a de bovinos (Isachenko et al., 2003), devido ao alto custo da técnica em comparação ao 
valor do animal (Baril et al., 2001). 

As maiores taxas de sobrevivência após criopreservação são obtidas com blastocistos produzidos in 
vivo, congelados em etilenoglicol, principalmente em comparação a mórulas congeladas em glicerol, que podem 
atingir taxa de eclosão de somente 4,2% (Cocero et al., 1996). Em contrapartida, embriões ovinos colhidos em 
estádios iniciais (2-4, 5-8 e 9-12 células) e cultivados até o estádio de blastocisto para a congelação em 
etilenoglicol apresentam sobrevivência de 66,1%, sendo que, ao serem colhidos no estádio de blastocisto, 
alcançam taxas de eclosão de até 83,7% (Garcia-Garcia et al., 2005). 

Ao congelarem, em etilenoglicol, embriões colhidos em estádio de 2-12 células até mórula, Garcia-
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Garcia et al. (2006) atingiram taxa de sobrevivência in vitro de 23,1%, enquanto embriões colhidos e congelados 
em fase de blastocisto tiveram taxa de 83,7%, mostrando que o efeito da congelação não foi significativo, pois 
não houve diferença em comparaçãio à sobrevivência in vitro dos embriões frescos colhidos na fase de 
blastocisto (92,5%). Outro estudo com embriões ovinos congelados em etilenoglicol pelo método lento obteve 
taxas de prenhez de 73%, enquanto a implantação de embriões frescos atingiu taxa similar, com 74% de gestação 
(McGinnis et al., 1993). 

A vitrificação de embriões ovinos PIVE em etilenoglicol e glicerol tem se mostrado satisfatória, 
chegando a taxas de 70% e 50% de sobrevivência embrionária e gestação, respectivamente (Dattena et al., 2000; 
Martinez et al., 2006). Dattena et al. (2004) obtiveram taxas de prenhez de 57 e 50%, respectivamente, com o 
uso de etilenoglicol e glicerol ou etilenoglicol, DMSO e sacarose na vitrificação de embriões PIVE, sem 
diferença significativa entre os dois grupos. No mesmo estudo, ao vitrificarem embriões produzidos in vivo, os 
autores observaram que as taxas de prenhez também não diferiram entre si, alcançando 75 e 71%, 
respectivamente. 

A vitrificação, quando comparada ao método de congelação lenta, mostra resultados semelhantes na 
criopreservação de embriões ovinos (Dattena et al., 2000, 2004; Green, 2007), sendo que até hoje a maior 
eficiência é alcançada com o uso do etilenoglicol como crioprotetor e embriões nos estádios de mórula e 
blastocisto (Garcia-Garcia et al., 2006).  
 

Embriões caprinos 
 

Técnicas de criopreservação de embriões vêm sendo desenvolvidas também na espécie caprina 
(Baldassarre, 2007). O método de maior utilização é a congelação lenta, que, por ser onerosa, aumenta a relação 
custo-benefício. Contudo, técnicas de vitrificação em conjunto com a inovulação direta estão sendo pesquisadas 
para maior aplicabilidade e redução dos custos em programas de transferência de embriões caprinos (Guignot et 
al., 2006). 

O primeiro relato de sucesso na congelação de embriões caprinos foi feito por Bilton e Moore em 1976, 
utilizando glicerol. Posteriormente, o etilenoglicol substituiu os outros crioprotetores por suas características 
menos nocivas às células. A taxa de gestação nesta espécie se encontra entre 30 e 70%, dependendo da qualidade 
embrionária. Semelhante a outras espécies, embriões caprinos produzidos in vivo geralmente são congelados em 
etilenoglicol a 1,5M (Fonseca, 2006).  

Com o sucesso da vitrificação de embriões caprinos, iniciada por Yuswiati e Holtz, em 1990, foi 
possível realizar maior variedade de técnicas de criopreservação em embriões desta espécie. Resultados 
animadores conseguidos posteriormente por El-Gayar e Holtz (2001) mostraram a superioridade da vitrificação 
em OPS sobre o método de congelação lenta. Blastocistos de cabras superovuladas congelados em glicerol 
resultaram em 58% de prenhez, enquanto dentre as 14 receptoras inovuladas com embriões vitrificados em 
etilenoglicol e DMSO, 100% estavam prenhes e 93% pariram cabritos saudáveis. 

Guignot et al. (2006) estudaram o efeito da inovulação direta e indireta sobre as taxas de prenhez após 
congelação ou vitrificação de embriões caprinos produzidos in vivo. Os embriões congelados inovulados pelo 
método indireto apresentaram taxa de prenhez de 81%, enquanto a inovulação direta de embriões congelados em 
etilenoglicol com e sem sacarose resultaram em 66 e 41% de prenhez, respectivamente. Com relação aos 
vitrificados em palhetas de 0,25 mL, as taxas de prenhez foram de 56 e 29% após inovulação direta ou indireta, 
respectivamente. Já a vitrificação em OPS com inovulação direta teve taxa de 43% de gestação aos 21 dias após 
inovulação.  

Comparando a criotolerância de embriões PIVE de caprinos e ovinos, Traldi et al. (1996) mostraram 
que blastocistos ovinos possuem menor taxa de sobrevivência que os caprinos (41 vs. 60%) após vitrificação 
utilizando glicerol e etilenoglicol. Houve também a inovulação em receptoras previamente sincronizadas, 
possibilitando a obtenção das taxas de prenhez e nascimento, sendo que nas cabras foi de 30 e 45%, e nas 
ovelhas de 9 e 15%, respectivamente.  

Com o avanço e aprimoramento das técnicas de criopreservação de embriões caprinos, será possível a 
redução dos custos em programas comerciais de TE, melhorando a relação custo-benefício e sua aplicação em 
pesquisas que envolvam embriões de maior criossensibilidade, como embriões PIVE, biopsiados e clonados. 
 

Embriões equinos 
 

Logo após sua chegada ao útero, a mórula equina (160 µm de diâmetro) cresce rapidamente, 
dificultando a obtenção de embriões menores que 300 µm em programas de TE. Tendo em vista que a 
capacidade de um embrião sobreviver à criopreservação depende também do seu tamanho, quanto maior seu 
volume, maior será o tempo necessário para a aquisição do equilíbrio osmótico na presença do crioprotetor 
(Alvarenga et al., 2007). 

Outro fator limitante à sua criopreservação é que, no estádio de blastocisto, há a formação da cápsula 
embrionária entre a zona pelúcida e as células do trofoblasto. Esta cápsula é uma camada acelular de mucina 



 Dalcin e Lucci. Criopreservação de embriões de animais de produção: princípios criobiológicos e estado atual. 
 

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.34, n.3, p.149-159, jul./set. 2010. Disponível em www.cbra.org.br  155 

glicoproteica, resistente à solubilização química, enzimática e à remoção mecânica (Betteridge, 2007), que 
interferirá negativamente sobre as taxas de sobrevivência após a criopreservação. Portanto, a presença da cápsula 
embrionária, associada à grande blastocele, dificulta a difusão dos crioprotetores e a criopreservação dos 
embriões equinos (Alvarenga et al., 2007). 

O primeiro produto viável proveniente do uso de embriões criopreservados foi obtido por Yamamoto et 
al., em 1982, quando atingiram 9% de prenhez. Pesquisas subsequentes concluíram que embriões com diâmetros 
iguais ou inferiores a 300µm têm resultados satisfatórios sobre a taxa de gestação, variando entre 64% (Hochi et 
al., 1996) e 80%, enquanto embriões com diâmetro superior a 300 µm resultam em taxas de gestação bastante 
inferiores (MacLellan et al., 2002).  

Hochi et al. (1996) compararam o efeito dos crioprotetores etilenoglicol e glicerol na congelação de 
embriões equinos produzidos in vivo e, após inovulação direta em receptoras, obtiveram taxas de prenhez de 25 e 
37,5%, respectivamente. Ao adicionar 0,1M de sacarose na solução de etilenoglicol, a taxa de gestação aos 15 
dias foi de 63,6%, sendo que o grupo de embriões frescos alcançou 70% de prenhez, mostrando a eficácia da 
congelação de embriões em etilenoglicol adicionado de sacarose após o período de equilíbrio no meio 
crioprotetor e subsequente congelação em máquina programável. 

Em estudo mais recente utilizando inovulação direta de embriões vitrificados com a combinação de 
etilenoglicol e glicerol em palhetas de 0,25 mL, Eldridge-Panuska et al. (2005) obtiveram as maiores taxas de 
gestação após inovulação de embriões criopreservados com diâmetro inferior a 300 µm, atingindo taxa de 
gestação de 62%, sendo que os embriões com maior diâmetro não resultaram em formação de vesícula 
embrionária. 

Oberstein et al. (2001) avaliaram blastocistos equinos vitrificados em OPS ou crioloop utilizando a 
associação entre os crioprotetores etilenoglicol e DMSO. Comparando-os com a congelação lenta em 
etilenoglicol, obtiveram porcentagens de células vivas equivalentes a 51 e 48% após as respectivas técnicas de 
vitrificação, e equivalente a 74% após congelação lenta. Este resultado evidencia diferença significativa na 
viabilidade celular após vitrificação ou congelação de embriões equinos produzidos in vivo.  

Comparando a congelação em glicerol com a vitrificação em OPS com etilenoglicol e DMSO, Moussa 
et al. (2005) apresentaram resultados referentes ao número de células totais, células mortas e embriões entrando 
na fase-S em um período de três horas de cultivo in vitro após reaquecimento. Não houve diferença significativa 
em nenhum dos parâmetros avaliados, apesar de os embriões vitrificados mostrarem maior variação na 
quantidade de células mortas do que os congelados.  

Por se tratar de uma tecnologia bastante viável para as demais espécies, a vitrificação necessita de mais 
experimentos avaliando taxas de sobrevivência in vivo, como taxa de prenhez e nascimento, para obtenção de 
resultados mais consistentes. 
 

Embriões suínos 
 

Em comparação a outras espécies domésticas, o uso da criopreservação de embriões suínos é 
significativamente menor. Isso se deve a fatores referentes à própria anatomia e fisiologia do trato reprodutivo da 
fêmea, os quais dificultam as práticas de TE em âmbito comercial, e à grande sensibilidade embrionária a baixas 
temperaturas, tornando difícil a sua criopreservação. Contudo, a importância da criopreservação de embriões 
suínos vem sendo reconhecida para a preservação de material genético e distribuição internacional de linhagens 
genéticas e raças (Dinnyes et al., 2006). 

Trabalhos envolvendo a criopreservação de embriões suínos buscam contornar limitações conhecidas 
inerentes à sua fisiologia (Cuello et al., 2004, 2007; Men et al., 2005; Berthelot et al., 2007; Fujino et al., 2008), 
como a grande quantidade de lipídio presente no citoplasma destes embriões (Dinnyes et al., 2006). 

Nas células embrionárias, as gotas lipídicas formam complexos com elementos do citoesqueleto, 
membranas e organelas, tornando-se essenciais ao metabolismo energético durante a maturação, a fecundação e 
o início do desenvolvimento embrionário. No entanto, quando embriões são refrigerados a temperaturas abaixo 
de 15°C, ocorre a separação de fases na membrana lipídica, levando a danos estruturais irreversíveis e à maior 
dificuldade na criopreservação destes embriões, especialmente utilizando-se os métodos tradicionais de 
congelação (Dinnyes et al., 2006). 

No intuito de superar danos relacionados à criossensibilidade, diversas estratégias foram desenvolvidas. 
Entre elas estão técnicas de remoção lipídica (Nagashima et al., 1994), desenvolvimento de métodos de 
vitrificação (Cuello et al., 2004; Fujino et al., 2008) e estabilização do citoesqueleto (Dobrinsky et al., 2000). A 
primeira estratégia é baseada na polarização dos lipídios por centrifugação e em  sua remoção por pipeta de 
sucção, o que possibilita o aumento de 60% sobre a tolerância embrionária à refrigeração. A retirada mecânica 
de lipídios viabiliza o uso da congelação lenta, resultando em taxas de 30 a 60% de sobrevivência embrionária 
(Dinnyes et al., 2006).  

No anseio de atingir melhores taxas de sobrevivência, foram desenvolvidos diversos meios para a 
realização da vitrificação, buscando concentrações mais adequadas de crioprotetores e diferentes métodos. 
Dentre diversos tipos, Cuello et al. (2004) compararam o sistema de OPS, OPS superfina (SOPS) e Vit-Master®, 
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que utiliza a SOPS como palheta, em embriões produzidos in vivo. A classe de embriões de melhor taxa de 
eclosão ao final de 96 horas de cultivo in vitro para o primeiro e o segundo tratamento foi de blastocisto 
expandido (72,7 e 83,3%, respectivamente), sendo que, com a utilização do Vit-Master®, os blastocistos na fase 
inicial obtiveram melhor taxa de eclosão (79%). Mórulas tiveram resultados inferiores, com 25,4, 29,4 e 26,8% 
de eclosão após reaquecimento, respectivamente para os diferentes sistemas testados.    

Em trabalho subsequente, Cuello et al. (2007) utilizaram o mesmo método de vitrificação em Vit-
Master® com embriões colhidos nos estádios de 2-4 células, obtendo taxa de 75% de blastocisto após 
reaquecimento e cultivo in vitro, porém esta  se mostrou inferior ao grupo fresco, que atingiu 89,1%. Todavia, a 
taxa de eclosão entre os grupos também mostrou diferença significativa com taxas de 33,6% nos embriões 
vitrificados e 47,5% nos frescos.  

Berthelot et al. (2007) testaram diferentes concentrações de etilenoglicol e DMSO na vitrificação em 
OPS de embriões produzidos in vivo e não observaram diferenças significativas quanto à sobrevivência. O 
melhor resultado geral foi de 67%, com o uso de 16,5% de ambos os crioprotetores. Porém, não houve 
sobrevivência de mórulas após a vitrificação em nenhum dos tratamentos, sendo que o grupo composto por 
blastocistos e blastocistos expandidos mostrou as melhores taxas de sobrevivência in vitro (75%). 

Juntamente ao desenvolvimento e à aplicação de técnicas de vitrificação de embriões suínos, a 
estabilização do citoesqueleto por meio da despolimerização dos filamentos de actina tem sido utilizada para 
minimizar os danos osmóticos consequentes das concentrações elevadas dos crioprotetores. Dobrinsky et al. 
(2000) conseguiram taxa de 90% de eclosão em cultivo in vitro de blastocistos vitrificados em glicerol após 
tratamento prévio com citocalasina-b, sendo que o grupo não tratado resultou em apenas 28% de eclosão. Neste 
mesmo trabalho, foi observado que a arquitetura do citoesqueleto apresentou padrão de repolarização nos 
embriões estabilizados similar ao apresentado por embriões frescos. 

Há poucas informações sobre a criopreservação de embriões suínos PIVE. Estes embriões apresentam 
diferenças em relação aos produzidos in vivo, e sua criotolerância é menor. Men et al. (2005) concluíram que o 
uso de soro fetal bovino no meio de PIVE resultou em embriões com melhores características morfológicas e 
maior quantidade de células viáveis após vitrificação, quando comparado ao uso de albumina sérica bovina.  

Apesar da existência de nascimento de leitões provenientes de embriões frescos, congelados 
(Nagashima et al., 1995) e vitrificados (Dobrinsky et al., 2000), ainda não houve relato sobre a criopreservação 
de embriões suínos PIVE que tenham resultado em prenhez, ressaltando a necessidade de mais pesquisas 
relacionadas tanto aos métodos de maturação, fecundação e cultivo in vitro, quanto às técnicas de vitrificação. 
 

Considerações finais 
 

De modo geral, todos os embriões sofrem consideráveis danos durante o processo de criopreservação e 
aquecimento. Mesmo com a grande variabilidade destas técnicas, a criopreservação pode provocar diferentes 
injúrias celulares, independentemente da espécie do embrião. Apesar de algumas injúrias serem aparentemente 
reversíveis, as taxas de sobrevivência e de prenhez obtidas com o uso de embriões criopreservados ainda são 
inferiores às obtidas com embriões frescos. 

A proposta dos procedimentos de criopreservação é minimizar os danos celulares e contribuir para que 
ocorra maior regeneração embrionária após o reaquecimento. Estratégias para reduzir estas injúrias incluem 
redução do volume criopreservado, modificação da relação superfície celular/volume e melhora da criotolerância 
pela suplementação com vários aditivos, como estabilizadores do citoesqueleto (Pereira e Marques, 2008). 
Portanto, à medida que se avance no conhecimento sobre princípios e técnicas criobiológicas, será possível a 
identificação de pontos cruciais para o desenvolvimento de métodos que provoquem menores crioinjúrias, 
tornando-as totalmente reversíveis ou até mesmo nulas ao desenvolvimento embrionário subsequente. 
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