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Resumo

A criopreservacao de embrides tornou-se pratica essencial na rotina de programas de transferéncia de
embrides, sendo uma ferramenta valiosa para a pecudria, pois evita perdas de germoplasma e proporciona
seguranca sanitaria, além de auxiliar na preservacdo de espécies ameagadas de extingdo. O efeito da
criopreservacdo em embrides mamiferos reduz as taxas de sobrevivéncia, principalmente quando sdo utilizados
embrides em estadios iniciais de desenvolvimento, levando a considerdveis danos morfologicos e funcionais.
Contudo, a extensdo da crioinjuria ¢ altamente varidvel e dependente da espécie, estddio de desenvolvimento e
origem do embrido (produzido in vivo ou in vitro) no momento da criopreservagao.
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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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Introducao

O objetivo da congelagdo de embrides é a preservacdo do metabolismo celular em estado de
quiescéncia, para que este possa ser restabelecido apos um periodo de estocagem, continuando seu
desenvolvimento normal. Isso ¢ obtido por meio do armazenamento em baixas temperaturas, que induz a parada
da atividade enzimatica, do metabolismo e da respiragdo celular, possibilitando a conservagdo de células por
tempo indeterminado (Gordon, 1994).

O primeiro relato da sobrevivéncia de embrides mamiferos criopreservados foi obtido por Whittingham,
em 1971, ap6és a congelacdo de embrides 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 ¢ Mohr, 1983) e
suina (Kashiwazaki et al., 1991).

Na exploragdo pecuaria, a eficiéncia da aquisi¢do de embrides com alto valor genético também depende
do sucesso de técnicas de estocagem em baixas temperaturas. Sendo assim, a criopreservagdo tornou-se
particularmente importante no desenvolvimento do comércio internacional de embrides, uma vez que somente
estruturas congeladas sob determinadas condi¢des podem ser comercializadas (Mapletoft e Stookey, 1998).

A maioria dos embrides mamiferos ¢ congelada pelos métodos convencionais, utilizando-se baixas
concentragdes de crioprotetores com lenta permeabilidade e refrigeracdo controlada por equipamento de
congelacdo programavel (Vajta e Nagy, 2006). Outro método de criopreservacao ¢ a vitrificagdo, que dispensa a
utilizacdo de equipamentos programaveis (Ali e Shelton, 1993), proporciona rapidez e menor tempo de
exposi¢ao ao crioprotetor, além de prevenir a formacao de cristais de gelo pelo uso de elevadas concentragdes do
crioprotetor e taxas de refrigeracdo (Papadopoulos et al., 2002).

Estudos com criopreservacdo de embrides mostram que sua susceptibilidade a crioinjlrias varia de
acordo com o estadio de desenvolvimento, espécie e origem do embrido (Ali e Shelton, 1993; Dobrinsky, 1996;
Baril et al., 2001). Outros trabalhos relatam também a interferéncia do tipo e da concentragdo do crioprotetor,
relacionando-os a embriotoxicidade e permeabilidade celular (SzE&ll e Shelton, 1986; Ali e Shelton, 1993;
McGinnes et al., 1993).
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Esta revisdo tem por objetivo descrever mecanismos e consequéncias dos principais métodos de
criopreservacdo (congelagdo lenta e vitrificagdo) sobre a viabilidade embrionaria, além de relatar possibilidades
e perspectivas de seu uso em diferentes espécies de animais de produgdo.

Principios criobioldégicos e crioprotetores

O principio fundamental do processo de criopreservagao ¢ baseado na necessidade de remogdo maxima
da 4gua intracelular antes da criopreservacdo, para que ndo ocorra a formagdo de grandes cristais de gelo e danos
celulares, possibilitando a retomada do metabolismo celular apds seu armazenamento em baixas temperaturas
(Vajta e Kuwayama, 2006).

Durante a congelacdo, a temperatura declina e a 4gua do meio se cristaliza, o que leva ao aumento da
concentragdo de solutos extracelulares. Assim, quando a velocidade de congelagdo ¢ lenta, a célula sofre
desidratagdo. Porém, quando essa velocidade ¢ rapida, a célula ndo perde agua o suficiente, ocorrendo formagao
de gelo intracelular, que promove danos mecanicos ¢ pode determinar a morte celular (England, 1993;
Reichenbach et al., 2002). A medida que a velocidade de congelagio aumenta, a taxa de sobrevivéncia celular
também aumenta, até que seja alcangada uma relagdo ideal em que a taxa de sobrevivéncia sera maxima.
Posteriormente, esta taxa declina, formando uma parabola (Mazur, 1984).

Alteragoes celulares referentes a formagao de cristais de gelo foram primeiramente relatadas por Mazur
em 1963, quando mostrou que a velocidade de saida da agua intracelular esta relacionada ao aumento da
concentragdo do soluto extracelular, determinando o equilibrio osmoético. Assim, a velocidade de congelagdo
determinard o grau de retracdo celular e a presenga ou auséncia de cristais (Mazur, 1984).

A variagao do tempo de congelacdo ¢ um fator importante para a formag@o e o crescimento dos cristais
de gelo durante a congelacdo celular, podendo esse tempo ser expresso como lento, moderado, rapido e
ultrarrapido (Leibo, 2008). De lenta a moderada, a congelagdo possui taxas de resfriamento altamente
controladas até atingir temperaturas de -35 a -80°C/min, seguida pelo mergulho em nitrogénio liquido. J& uma
queda de temperatura rapida ou ultrarrdpida ocorre ao redor de 200°C/min ou acima de 20.000-100.000°C/min,
respectivamente (Vajta ¢ Nagy, 2006).

Segundo Karow (2001), o processo de congelacdo ocorre da seguinte maneira: quando a 0°C em
pressdo atmosférica, a dgua pura encontra-se parcialmente congelada, sendo este seu ponto de equilibrio de
congelacdo, em que cristais de gelo e agua coexistem em equilibrio ¢ de forma homogénea (nucleacdo
homogénea). Uma vez iniciada a cristalizag@o, ocorre liberagao de energia em forma de calor (calor latente de
fusdo), o que aumenta a temperatura necessaria para atingir o ponto de equilibrio de congelagdo (0°C), e quase
toda a agua liquida ¢ convertida em gelo. A adig¢@o de solutos a agua faz com que sua temperatura de congelacéo
se torne mais baixa, retardando o aparecimento dos cristais ¢ diminuindo a temperatura em que se da o equilibrio
de congelag@o para uma temperatura inferior a 0°C. Tendo em vista que materiais bioldgicos possuem diversos
solutos e sais intra e extracelulares, seu ponto de fusdo ¢ menor do que o da dgua pura, e a medida que o solvente
progride para congelacdo, hd aumento da concentragdo dos solutos na por¢ao liquida remanescente, alterando a
osmolaridade intra e extracelular.

Crioprotetores sdo adicionados visando ao aumento da viscosidade da solugdo e maior equilibrio
osmotico entre solucdo e material bioldgico. Estas substincias t€ém baixo peso molecular e sdo usadas com o
intuito de impedir efeitos nocivos as células referentes a formagéo de cristais de gelo ¢ ao choque osmético. Elas
podem permanecer no interior da célula ou fora dela e sfo divididas em duas categorias: permeaveis € nao
permeaveis. Os primeiros correspondem a pequenas moléculas que penetram pela membrana celular, formam
pontes de hidrogénio com moléculas de dgua intracelulares ¢ diminuem a temperatura de congelagdo, prevenindo
a formagdo dos cristais de gelo. Como exemplos, tém-se o propilenoglicol, glicerol, etilenoglicol,
dimetilssulfoxido (DMSO), entre outros (Vajta e Nagy, 2006). Os crioprotetores nao permeaveis permanecem no
meio extracelular, retirando a 4gua livre e levando a desidratacdo do espaco intracelular por efeito osmotico
(Vajta e Nagy, 2006; Pereira e Marques, 2008). Estes crioprotetores sao usados em combinagdo com o0s
permeaveis visando aumentar a concentracdo destes no interior das células, prevenir a formagdo de grandes
cristais de gelo, diminuir a concentracdo necessaria do crioprotetor permeéavel e, consequentemente, sua
toxicidade (Pereira e Marques, 2008).

Apds a intensa utilizagdo do glicerol como crioprotetor permeével, fez-se uso do DMSO na congelacao
de algumas células e tecidos (Woods et al., 2004). No entanto, atualmente, o etilenoglicol € o crioprotetor mais
utilizado, tendo sido primeiramente testado em embrides mamiferos no ano de 1977, por Miyamoto e Ishibashi,
que encontraram taxas de sobrevivéncia de embrides de ratos equivalentes ou maiores que as dos embrides
criopreservados em DMSO (McGinnis et al., 1993). Estudos recentes continuam mostrando a superioridade do
etilenoglicol na criopreservacdo de embrides de diversas espécies, como bovina (Sommersfeld e Niemann, 1999;
Martinez et al., 2002; Mucci et al., 2006), suina (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 condi¢des em que
foi realizada a criopreservagdo. Além disso, o resultado obtido do processo de descongelacdo depende também
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da re-hidrata¢do celular e da remog@o do crioprotetor, momento em que o espécime ja se encontra em
temperatura fisiologica (Woods et al., 2004). Ao se submeter a amostra criopreservada a temperatura de
reaquecimento, pode ocorrer a formagao de grandes cristais de gelo pelo crescimento dos pequenos nicleos de
cristais, normalmente formados durante a criopreservacdo, o que resulta em dano celular decorrente da
recristalizagao (Brockbank et al., 2001).

Assim como nos eventos da criopreservagdo, na descongelacdo também ocorre o fluxo de agua e
crioprotetor através da membrana celular. A mudanga dindmica do volume celular é um importante fator
relacionado a possibilidade de dano mecanico e ruptura de membrana. Solutos impermeaveis, como os agucares,
oferecem meios de diluicdo adicional para que seja prevenida a excessiva turgidez osmética durante a remogao
do crioprotetor na descongelagdo (Woods et al., 2004). Por isso, sdo usadas concentracdes elevadas de
crioprotetores ndo permeaveis nesta fase, sendo o mais comum a sacarose. Porém, podem ser utilizados outros
dissacarideos, como a galactose ¢ a trealose (Pereira e Marques, 2008). Além disso, existem diferentes polimeros
para este fim, como polivinilpirrolidona, polietilenoglicol, ficoll, dextran e alcool polivinilico, mas somente o
ficoll vem sendo utilizado, geralmente em associacéo ao etilenoglicol ¢ a sacarose (Woods et al., 2004).

Apesar de serem os principais métodos de criopreservagao de embrides mamiferos, a congelagdo lenta e
a vitrificagdo diferem grandemente quanto aos seus principios ¢ ferramentas. Enquanto a congelagdo lenta se
baseia em um delicado balangco osmoético em maquina programavel visando a redugdo de temperatura, a
vitrificagdo consiste em uma rapida substitui¢do da agua intracelular pelo crioprotetor, para que, desta maneira, o
estado vitreo seja alcangado e as chances de formag@o de cristais de gelo sejam nulas.

Congelacgio lenta de embrides

Também conhecida como método de congelacdo cléssica, tradicional ou de equilibrio, a congelacao
lenta vem sendo usada desde 1972, quando foi desenvolvida por Whittingham. A partir de ento, esta técnica foi
padronizada e largamente utilizada no ambito comercial e industrial. Tal método pode ser interpretado como
uma tentativa de criar um delicado balango entre varios fatores que determinam a formacao de cristais de gelo,
fraturas, danos toxicos e osmoticos, permitindo trocas entre os meios extra e intracelular sem que ocorram sérios
efeitos osméticos e deformidades celulares (Vajta e Kuwayama, 2006).

A congelagdo lenta consiste em um pré-equilibrio e exposi¢cdo dos embrides a solucdo crioprotetora,
para que estes sejam, entdo, submetidos a queda de temperatura em maquina programavel. Em uma primeira
etapa, a temperatura atinge uma fase de pré-congelagdo a -7°C, momento em que ocorre a liberagdo do calor
latente de fusdo e o prejudicial aumento da temperatura, o qual ¢ evitado pelo seeding, por meio do contato da
palheta com um objeto metéalico pré-refrigerado em nitrogénio liquido. Apds sua manuten¢do em um periodo de
equilibrio de 10 a 15 minutos, os embrides sdo congelados lentamente, com redugdo de temperatura entre 0,3 e
1°/min, até atingir -30 a -35°C. Neste momento, tem-se a formacao de gelo extracelular da agua pura e
consequente aumento da concentracdo do soluto extracelular. Ao se encontrar suficientemente desidratada, a
célula terd uma concentracdo elevada de solutos capaz de impedir a cristalizacdo do gelo, momento em que
ocorre imersdo da célula em nitrogénio liquido (Vajta e Nagy, 2006).

O processo de descongelagdo necessita de um rapido aquecimento para impedir que pequenos cristais
de gelo, ndo prejudiciais as células, fundam-se e crescam, tornando-se danosos. Apds o aquecimento, os
crioprotetores sdo removidos por meio da passagem do material biolégico em solugdes com concentragdo
decrescente de crioprotetores impermeaveis (Woods et al., 2004). Quando o espécime € exposto a estas solugdes,
a quantidade de crioprotetor presente no interior das células diminui gradativamente ¢ o embrido ¢ re-hidratado
na solu¢@o de manutengdo (Rall, 1992).

O método lento de congelagdo ndo € somente um processo longo, mas também requer um dispendioso
aparato de equipamentos de congelago e grande volume de nitrogénio liquido. Apesar de possuir reconhecidas
limitagdes quanto a prevencdo na formagdo de cristais de gelo intracelular, esta técnica tornou-se altamente
padronizada com consideravel aplica¢do comercial e industrial. Além disso, oferece parametros precisos € meios
comerciais prontos para utilizagdo na congelagdo ¢ descongelagdo, tornando possivel sua realizagdo apds um
periodo de treinamento curto (Vajta e Nagy, 2006).

Vitrificacdo de embrides

A vitrificagdo foi primeiramente introduzida na criopreservagdo de embrides de camundongos por Rall
e Fahy (1985). Em anos subsequentes, foram publicados diversos trabalhos com o6citos e embrides de diversas
espécies, explorando possibilidades de combinagdes, adicdo e remocao de crioprotetores, além de novos métodos
e formas de armazenamento (Vajta e Kuwayama, 2006).

Esta técnica pode ser considerada um método de criopreservagdo em que a formagao de cristais de gelo
¢ totalmente ecliminada. Nela, a solidificagdo ¢ atingida pelo aumento extremo da viscosidade e ndo pela
cristalizagdo, chegando diretamente a fase vitrea (Massip, 2001; Yavin ¢ Arav, 2007). A vitrificagdo permite a
passagem pela zona critica de temperatura de maneira rapida, o que impede o desenvolvimento de injurias
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ocasionadas pela formagédo dos cristais de gelo. Contudo, a concentragdo do crioprotetor necessaria, em torno de
40% da solugdo, traz efeitos toxicos e hipertonicos para o espécime (Massip, 2001), aumentando o risco de
injurias causadas pelo choque osmotico ¢ pela toxicidade celular (Vajta e Nagy, 2006).

A probabilidade de sucesso na vitrificagdo esta ligada a trés fatores: viscosidade da amostra, taxas de
refrigeracdo-aquecimento e volume da amostra. Estes fatores sfo independentes, ¢ os dois primeiros estdo
relacionados direta e positivamente a probabilidade de vitrificagdo, isto €, quanto maior a viscosidade e a taxa de
refrigeracdo, maior sera a chance de vitrificagdo. No entanto, o volume da amostra tem relagdo inversa, e sua
diminui¢do aumenta a probabilidade de sucesso (Yavin e Arav, 2007).

As palhetas de 0,25 mL, inicialmente utilizadas na vitrificagdo, foram rapidamente substituidas pela
OPS (open pulled straw), que possui metade do didmetro em sua por¢do final, possibilitando o uso de menor
volume e envase do embrido por capilaridade (Vajta et al., 1998; Vajta e Nagy, 2006). Outra alternativa ¢ a
micropipeta de vidro, que, apds seu aquecimento e estiramento, passou a ter aplicagdo semelhante a OPS, porém
com maior fragilidade no armazenamento pelo risco de quebra (Kong et al., 2000). Na busca de volumes ainda
menores, diversos métodos ja foram testados no intuito de maximizar a taxa de refrigeracdo. Dentre eles estdo as
grades de microscopia eletronica (Martino et al., 1996), crioloops e criotops (Kuwayama, 2007).

Em condi¢des de pressdo atmosférica normal, hd a formagdo de uma bolsa de vapor ao redor da
amostra, que pode diminuir a eficiéncia da refrigeracdo do espécime (Yavin ¢ Arav, 2007). A formagdo de vacuo
e a consequente diminui¢do do ponto de ebuli¢do do nitrogénio de -196°C para -200 a -205°C, ou a vitrificacdo
em superficie soélida (VSS), eliminam totalmente a formagao do vapor ao redor da amostra, aumentando, assim, a
eficiéncia da vitrificagdo (Vajta e Kuwayama, 2006).

Durante o aquecimento de embrides vitrificados, pode haver a formacao de cristais de gelo intracelular,
processo conhecido como desvitrificagdo. Isso ocorre em situagdes em que a concentracdo do crioprotetor
permeavel ¢ insuficiente. Essa concentracdo deve ser superior a 20%, porém limitada, para diminuir os danos
decorrentes do efeito toxico da solugdo (Jin et al., 2008).

O risco na transmissdo de doencas pelo contato direto com nitrogénio liquido e a impossibilidade da
transferéncia direta de embrides vitrificados foram os inconvenientes iniciais que dificultaram o uso da
vitrifica¢do. Entretanto, foram encontradas solugdes praticas que contornaram estes problemas ¢ estdo 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 nitrogénio liquido filtrado e esterilizado, que eliminam a possibilidade
do contato entre o espécime e possiveis contaminantes (Vajta et al., 1998). Ja a transferéncia direta de embrides
vitrificados € possivel por meio de sua deposicdo diretamente em palhetas de 0,25 mL contendo solugdo de
sacarose (Baril et al., 2001; Isachenko et al., 2003).

De modo geral, a vitrificacdo requer o estabelecimento de um sistema seguro de refrigeracdo e
minimizagdo ou eliminagdo dos efeitos nocivos dos crioprotetores. Contudo, resultados estatisticos de
desenvolvimento embrionario mostram que os efeitos cumulativos téxicos e osmoticos da vitrificagdo ndo sdo
maiores do que aqueles causados pela congelagdo lenta (Kuwayama, 2007).

Eficiéncia da criopreservacio de embrides

Independentemente do método utilizado, os embrides sofrem consideraveis danos durante a
criopreservagdo. A formagao de cristais de gelo, os efeitos toxicos da solugdo crioprotetora e o choque osmotico
s80 os maiores efeitos adversos do crioprocedimento. A extensdo da injuria depende de fatores que incluem:
tamanho e forma das células, permeabilidade de membrana e sensibilidade dos embrides (Vajta ¢ Kuwayama,
2006).

A perda de agua intracelular depende da permeabilidade de membrana celular, a qual ¢ determinada por
sua composi¢do e area, bem como pela temperatura e pela diferenga de concentracdo de um determinado soluto
encontrada entre o meio extra e o intracelular. Os crioprotetores diferem entre si quanto a permeabilidade
celular, sendo que diferentes estddios de desenvolvimento embrionario influenciardo na permeabilidade ao
mesmo crioprotetor. Além disso, embrides em um mesmo estaddio, mas de diferentes espécies, terdo diferencas
na permeabilidade a um mesmo crioprotetor (Leibo, 2008).

Temperaturas abaixo da temperatura corporal fisiologica, porém acima de 0°C, sdo definidas como
“zona de perigo” e acarretam injurias da refrigeragdo, consideradas irreversiveis (Zeron et al., 1999). As
membranas celulares sdo danificadas devido a fase de transi¢do da membrana lipidica, periodo durante a
refrigeracdo em que ocorrem alteragdes estruturais e funcionais na membrana (Yavin e Arav, 2007).

Vajta e Nagy (2006) postulam que temperaturas entre 15 e -5°C estdo relacionadas a danos de gotas
lipidicas citoplasmaticas e microtibulos, as quais prejudicardo as divisdes meidticas subsequentes. Injurias de
microtibulos sdo consideradas reversiveis, enquanto prejuizos as gotas lipidicas contribuem para a morte dos
embrides criopreservados. Por outro lado, temperaturas entre -5 ¢ -80°C correspondem a principal fase de
injarias causadas por cristais de gelo, enquanto entre -50 e -150°C podem ocorrer fraturas da zona pelucida ou
danos no citoplasma. Temperaturas abaixo de -150°C correspondem a fase de menor injuria, sendo o
aquecimento acidental a causa mais provavel de ocorréncia de danos.
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A sensibilidade a refrigeragdo também ¢é dependente da espécie, das condigdes de refrigeragdo ¢ do
estadio de desenvolvimento embrionario (Leibo ¢ Devireddy, 2007). Contudo, independentemente da origem e
espécie, embrides no estadio de blastocisto tendem a ser mais resistentes a criopreservagdo, quando comparados
aqueles nos estadios iniciais de clivagem e morulas. Esta maior tolerancia é observada tanto na congelagdo lenta
quanto na vitrificagdo (Martinez e Matkovic, 1997; Garcia-Garcia et al., 2005).

Embrides suinos produzidos in vivo ou in vitro (PIVE) e embrides bovinos PIVE sao bastante sensiveis
a temperaturas abaixo de 14°C. Este aumento consideravel da criossensibilidade esta relacionado a diferentes
concentragdes lipidicas e proteicas (Massip, 2001). Todavia, embrides bovinos e ovinos produzidos in vivo
apresentam maior tolerancia aos procedimentos da criopreservagao (Pollard e Leibo, 1994).

Embrides bovinos

O primeiro nascimento de bezerro proveniente de embrido criopreservado foi relatado por Wilmut e
Rowson, em 1973, que submeteram embrides bovinos produzidos in vivo a congelagdo classica. Atualmente, esta
técnica ja se encontra bem estabelecida com a utilizagdo de etilenoglicol a 1,5M, atingindo taxas de
sobrevivéncia embriondria, prenhez e nascimento proximas as alcangadas por embrides frescos (Hasler, 2003).

No decorrer dos anos, outros trabalhos aprimoraram as técnicas de criopreservagio aplicadas também a
embrides PIVE (Cho et al., 2002). Pesquisas envolvendo a criopreservagdo destes embrides buscam na
vitrificagdo alternativas para contornar limitagdes relacionadas a maior criossensibilidade deste tipo de embrido
(Sommerfeld e Niemenn, 1999; Cho et al., 2002; Mozzaquatro, 2004; Varago et al., 2006; Gémez et al., 2008;
Block et al., 2009).

A maior sensibilidade dos embrides PIVE ¢ devido ao fato de estes apresentarem grande conteudo
lipidico (Lonergan et al., 2001). Desta forma, modificagdes nas técnicas de criopreservacdo nio sio suficientes
para melhorar as taxas de sobrevivéncia, havendo necessidade também de alteracdes na composi¢do dos meios
de cultivo embrionario para que embrides PIVE se desenvolvam sem que haja acimulo exacerbado de lipidio
intracelular (Leibo e Loskutoff, 1993).

Ao comparar a taxa de sobrevivéncia in vitro e in vivo de embrides bovinos PIVE, apos vitrificagdo em
etilenoglicol e glicerol com diferentes concentragdes de sacarose, Martinez et al. (2002) obtiveram o melhor
resultado com a adi¢do de 0,1M de sacarose na solugdo de vitrificagdo, com taxas de 66,6% de eclosdo e 50% de
prenhez. Contudo, Werlich et al. (2006) constataram a superioridade da associagdo do etilenoglicol com DMSO
ou 1,2 propanodiol, quando comparada ao uso do glicerol na vitrificagdo em OPS, resultando em 53,5%, 52,8% e
38,9% de eclosdo, respectivamente. Estes mesmos autores também relataram o uso do nitrogénio super-
refrigerado (-210°C), pela submissdo ao vacuo, sobre a taxa de eclosdo, ndo ocorrendo diferenga significativa
entre os tratamentos.

Ainda na criopreservacdo de embrides PIVE, Mucci et al. (2006) tiveram melhores taxas de
sobrevivéncia 72 horas apds o reaquecimento utilizando a vitrificacgdo em OPS com a combinagdo de
etilenoglicol e DMSO, quando comparada com a congelagdo classica em etilenoglicol, obtendo taxas de 43% e
12%, respectivamente.

Além das varia¢Ges ja mencionadas relacionadas a criossensibilidade, embrides bovinos de diferentes
racas também mostram variagdes nas taxas de sobrevivéncia. Visintin et al. (2002) encontraram embrides da
raca Holandesa com morfologia mais preservada do que os da raca Nelore apo6s avaliagdo ultraestrutural.
Segundo estes autores, uma possivel causa desta diferenca é que embrides de Bos taurus apresentam goticulas de
gordura maiores e em maior niimero do que as observadas nos embrides de Bos indicus.

Apesar do avango nas pesquisas, a criopreservacdo de embrides bovinos PIVE ainda encontra muitas
limitagdes, principalmente ao envolver suas consequéncias sobre a expressdo génica desses embrides, ja alterada
em decorréncia das condi¢cdes de maturagdo ovocitaria, fecundagdo e cultivo in vitro (Jeong et al., 2009).

Embrides ovinos

Assim como nas demais espécies que utilizam a criopreservagdo de embrides para fins comerciais ou de
pesquisa, na espécie ovina os métodos comumente utilizados para criopreservacio de embrides sdo congelagdo
lenta e vitrificagdo. Contudo, a pratica de colheita de embrides ovinos, seguida da criopreservagdo, ¢ feita em
menor escala do que a de bovinos (Isachenko et al., 2003), devido ao alto custo da técnica em comparagdo ao
valor do animal (Baril et al., 2001).

As maiores taxas de sobrevivéncia apds criopreservagdo sdo obtidas com blastocistos produzidos in
vivo, congelados em etilenoglicol, principalmente em comparagdo a moérulas congeladas em glicerol, que podem
atingir taxa de eclosido de somente 4,2% (Cocero et al., 1996). Em contrapartida, embrides ovinos colhidos em
estadios iniciais (2-4, 5-8 e 9-12 células) e cultivados até o estadio de blastocisto para a congelagdo em
etilenoglicol apresentam sobrevivéncia de 66,1%, sendo que, ao serem colhidos no estadio de blastocisto,
alcangam taxas de eclosdo de até 83,7% (Garcia-Garcia et al., 2005).

Ao congelarem, em etilenoglicol, embrides colhidos em estddio de 2-12 células até morula, Garcia-
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Garcia et al. (2006) atingiram taxa de sobrevivéncia in vitro de 23,1%, enquanto embrides colhidos e congelados
em fase de blastocisto tiveram taxa de 83,7%, mostrando que o efeito da congelagdo ndo foi significativo, pois
ndo houve diferenca em comparacdio a sobrevivéncia in vitro dos embrides frescos colhidos na fase de
blastocisto (92,5%). Outro estudo com embrides ovinos congelados em etilenoglicol pelo método lento obteve
taxas de prenhez de 73%, enquanto a implantacdo de embrides frescos atingiu taxa similar, com 74% de gestacao
(McGinnis et al., 1993).

A vitrificagdo de embrides ovinos PIVE em etilenoglicol e glicerol tem se mostrado satisfatoria,
chegando a taxas de 70% e 50% de sobrevivéncia embrionaria e gestagdo, 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 vitrificagdo de embrides PIVE, sem
diferenca significativa entre os dois grupos. No mesmo estudo, ao vitrificarem embrides produzidos in vivo, os
autores observaram que as taxas de prenhez também ndo diferiram entre si, alcancando 75 e 71%,
respectivamente.

A vitrificacdo, quando comparada ao método de congelagdo lenta, mostra resultados semelhantes na
criopreservacdo de embrides ovinos (Dattena et al., 2000, 2004; Green, 2007), sendo que até hoje a maior
eficiéncia ¢ alcangada com o uso do etilenoglicol como crioprotetor ¢ embrides nos estadios de morula e
blastocisto (Garcia-Garcia et al., 2006).

Embrides caprinos

Técnicas de criopreservacdo de embrides vém sendo desenvolvidas também na espécie caprina
(Baldassarre, 2007). O método de maior utilizagdo € a congelagao lenta, que, por ser onerosa, aumenta a relacao
custo-beneficio. Contudo, técnicas de vitrificagdo em conjunto com a inovulacdo direta estdo sendo pesquisadas
para maior aplicabilidade e reducdo dos custos em programas de transferéncia de embrides caprinos (Guignot et
al., 2006).

O primeiro relato de sucesso na congelagdo de embrides caprinos foi feito por Bilton e Moore em 1976,
utilizando glicerol. Posteriormente, o etilenoglicol substituiu os outros crioprotetores por suas caracteristicas
menos nocivas as células. A taxa de gestacdo nesta espécie se encontra entre 30 ¢ 70%, dependendo da qualidade
embrionaria. Semelhante a outras espécies, embrides caprinos produzidos in vivo geralmente sdo congelados em
etilenoglicol a 1,5M (Fonseca, 2006).

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

Guignot et al. (2006) estudaram o efeito da inovulagdo direta e indireta sobre as taxas de prenhez apo6s
congelagdo ou vitrificacdo de embrides caprinos produzidos in vivo. Os embrides congelados inovulados pelo
método indireto apresentaram taxa de prenhez de 81%, enquanto a inovulaggo direta de embrides congelados em
etilenoglicol com e sem sacarose resultaram em 66 e 41% de prenhez, respectivamente. Com relagdo aos
vitrificados em palhetas de 0,25 mL, as taxas de prenhez foram de 56 e 29% apds inovulagdo direta ou indireta,
respectivamente. Ja a vitrificagdo em OPS com inovulagdo direta teve taxa de 43% de gestag@o aos 21 dias apos
inovulagao.

Comparando a criotolerdncia de embrides PIVE de caprinos e ovinos, Traldi et al. (1996) mostraram
que blastocistos ovinos possuem menor taxa de sobrevivéncia que os caprinos (41 vs. 60%) apo6s vitrificagdo
utilizando glicerol e etilenoglicol. Houve também a inovulagdo em receptoras previamente sincronizadas,
possibilitando a obtengdo 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 avango e aprimoramento das técnicas de criopreservacdo de embrides caprinos, sera possivel a
reducdo dos custos em programas comerciais de TE, melhorando a relagdo custo-beneficio e sua aplicagdo em
pesquisas que envolvam embrides de maior criossensibilidade, como embrides PIVE, biopsiados e clonados.

Embrioes equinos

Logo apds sua chegada ao tutero, a morula equina (160 um de didmetro) cresce rapidamente,
dificultando a obtencdo de embrides menores que 300 um em programas de TE. Tendo em vista que a
capacidade de um embrido sobreviver a criopreservagdo depende também do seu tamanho, quanto maior seu
volume, maior serd o tempo necessario para a aquisicdo do equilibrio osmético na presenga do crioprotetor
(Alvarenga et al., 2007).

Outro fator limitante a sua criopreservacgdo ¢ que, no estadio de blastocisto, ha a formagdo da capsula
embriondria entre a zona pelicida e as células do trofoblasto. Esta capsula ¢ uma camada acelular de mucina
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glicoproteica, resistente a solubilizagdo quimica, enzimatica ¢ a remo¢do mecanica (Betteridge, 2007), que
interferira negativamente sobre as taxas de sobrevivéncia apos a criopreservagdo. Portanto, a presenga da capsula
embrionaria, associada a grande blastocele, dificulta a difusdo dos crioprotetores ¢ a criopreservagdo dos
embrides equinos (Alvarenga et al., 2007).

O primeiro produto viavel proveniente do uso de embrides criopreservados foi obtido por Yamamoto et
al., em 1982, quando atingiram 9% de prenhez. Pesquisas subsequentes concluiram que embrides com diametros
iguais ou inferiores a 300pm tém resultados satisfatorios sobre a taxa de gestacdo, variando entre 64% (Hochi et
al., 1996) e 80%, enquanto embrides com didmetro superior a 300 um resultam em taxas de gestagdo bastante
inferiores (MacLellan et al., 2002).

Hochi et al. (1996) compararam o efeito dos crioprotetores etilenoglicol e glicerol na congelagdo de
embrides equinos produzidos in vivo e, ap6s inovulacao direta em receptoras, obtiveram taxas de prenhez de 25 e
37,5%, respectivamente. Ao adicionar 0,1M de sacarose na solugdo de etilenoglicol, a taxa de gestagdo aos 15
dias foi de 63,6%, sendo que o grupo de embrides frescos alcangou 70% de prenhez, mostrando a eficacia da
congelacdo de embrides em etilenoglicol adicionado de sacarose apds o periodo de equilibrio no meio
crioprotetor e subsequente congelagdo em maquina programavel.

Em estudo mais recente utilizando inovulagdo direta de embrides vitrificados com a combinagdo de
etilenoglicol e glicerol em palhetas de 0,25 mL, Eldridge-Panuska et al. (2005) obtiveram as maiores taxas de
gestacdo apos inovulagdo de embrides criopreservados com didmetro inferior a 300 pm, atingindo taxa de
gestacao de 62%, sendo que os embrides com maior didmetro ndo resultaram em formacdo de vesicula
embrionaria.

Oberstein et al. (2001) avaliaram blastocistos equinos vitrificados em OPS ou crioloop utilizando a
associagdo entre os crioprotetores etilenoglicol e DMSO. Comparando-os com a congelagdo lenta em
etilenoglicol, obtiveram porcentagens de células vivas equivalentes a 51 e 48% ap0s as respectivas técnicas de
vitrificagdo, e equivalente a 74% apos congelagdo lenta. Este resultado evidencia diferenga significativa na
viabilidade celular apds vitrificag@o ou congelagdo de embrides equinos produzidos in vivo.

Comparando a congelagdo em glicerol com a vitrificagdo em OPS com etilenoglicol e DMSO, Moussa
et al. (2005) apresentaram resultados referentes ao numero de células totais, células mortas ¢ embrides entrando
na fase-S em um periodo de trés horas de cultivo in vitro apos reaquecimento. Nao houve diferenca significativa
em nenhum dos pardmetros avaliados, apesar de os embrides vitrificados mostrarem maior variagdo na
quantidade de células mortas do que os congelados.

Por se tratar de uma tecnologia bastante viavel para as demais espécies, a vitrificagdo necessita de mais
experimentos avaliando taxas de sobrevivéncia in vivo, como taxa de prenhez e nascimento, para obtencdo de
resultados mais consistentes.

Embrioes suinos

Em comparagdo a outras espécies domésticas, o uso da criopreservagdo de embrides suinos ¢
significativamente menor. Isso se deve a fatores referentes a propria anatomia e fisiologia do trato reprodutivo da
fémea, os quais dificultam as praticas de TE em ambito comercial, e a grande sensibilidade embrionaria a baixas
temperaturas, tornando dificil a sua criopreservac¢do. Contudo, a importancia da criopreservagdo de embrides
suinos vem sendo reconhecida para a preservagdo de material genético e distribuigdo internacional de linhagens
genéticas e ragas (Dinnyes et al., 2006).

Trabalhos envolvendo a criopreservagdo de embrides suinos buscam contornar limita¢gdes conhecidas
inerentes a sua fisiologia (Cuello et al., 2004, 2007; Men et al., 2005; Berthelot et al., 2007; Fujino et al., 2008),
como a grande quantidade de lipidio presente no citoplasma destes embrides (Dinnyes et al., 2006).

Nas células embrionarias, as gotas lipidicas formam complexos com elementos do citoesqueleto,
membranas e organelas, tornando-se essenciais ao metabolismo energético durante a maturagao, a fecundagio e
o inicio do desenvolvimento embrionario. No entanto, quando embrides sdo refrigerados a temperaturas abaixo
de 15°C, ocorre a separagdo de fases na membrana lipidica, levando a danos estruturais irreversiveis € & maior
dificuldade na criopreservacdo destes embrides, especialmente utilizando-se os métodos tradicionais de
congelacdo (Dinnyes et al., 2006).

No intuito de superar danos relacionados a criossensibilidade, diversas estratégias foram desenvolvidas.
Entre eclas estdo técnicas de remocgdo lipidica (Nagashima et al., 1994), desenvolvimento de métodos de
vitrificagdo (Cuello et al., 2004; Fujino et al., 2008) e estabilizacdo do citoesqueleto (Dobrinsky et al., 2000). A
primeira estratégia ¢ baseada na polarizacdo dos lipidios por centrifugagdo ¢ em sua remogdo por pipeta de
suc¢do, o que possibilita 0 aumento de 60% sobre a tolerdncia embrionaria a refrigeracdo. A retirada mecanica
de lipidios viabiliza o uso da congelagdo lenta, resultando em taxas de 30 a 60% de sobrevivéncia embrionaria
(Dinnyes et al., 20006).

No anseio de atingir melhores taxas de sobrevivéncia, foram desenvolvidos diversos meios para a
realizagdo da vitrificagdo, buscando concentragdes 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 embrides produzidos in vivo. A classe de embrides de melhor taxa de
eclosdao ao final de 96 horas de cultivo in vitro para o primeiro ¢ o segundo tratamento foi de blastocisto
expandido (72,7 e 83,3%, respectivamente), sendo que, com a utilizagdo do Vit-Master®, os blastocistos na fase
inicial obtiveram melhor taxa de eclosdo (79%). Morulas tiveram resultados inferiores, com 25,4, 29,4 ¢ 26,8%
de eclosdo apds reaquecimento, respectivamente para os diferentes sistemas testados.

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

Berthelot et al. (2007) testaram diferentes concentragdes de etilenoglicol e DMSO na vitrificagdo em
OPS de embrides produzidos in vivo e ndo observaram diferengas significativas quanto a sobrevivéncia. O
melhor resultado geral foi de 67%, com o uso de 16,5% de ambos os crioprotetores. Porém, ndo houve
sobrevivéncia de morulas apds a vitrificagdo em nenhum dos tratamentos, sendo que o grupo composto por
blastocistos e blastocistos expandidos mostrou as melhores taxas de sobrevivéncia in vitro (75%).

Juntamente ao desenvolvimento e¢ a aplicagdo de técnicas de vitrificacdo de embrides suinos, a
estabilizagdo do citoesqueleto por meio da despolimerizagdo dos filamentos de actina tem sido utilizada para
minimizar os danos osmoéticos consequentes das concentragdes elevadas dos crioprotetores. Dobrinsky et al.
(2000) conseguiram taxa de 90% de eclosdo em cultivo in vitro de blastocistos vitrificados em glicerol apos
tratamento prévio com citocalasina-b, sendo que o grupo ndo tratado resultou em apenas 28% de eclosdo. Neste
mesmo trabalho, foi observado que a arquitetura do citoesqueleto apresentou padrdo de repolarizacdo nos
embrides estabilizados similar ao apresentado por embrides frescos.

Ha poucas informagdes sobre a criopreservacao de embrides suinos PIVE. Estes embrides apresentam
diferencas em relagdo aos produzidos in vivo, e sua criotolerancia é menor. Men et al. (2005) concluiram que o
uso de soro fetal bovino no meio de PIVE resultou em embrides com melhores caracteristicas morfoldgicas e
maior quantidade de células vidveis apos vitrificacdo, quando comparado ao uso de albumina sérica bovina.

Apesar da existéncia de nascimento de leitdes provenientes de embrides frescos, congelados
(Nagashima et al., 1995) e vitrificados (Dobrinsky et al., 2000), ainda ndo houve relato sobre a criopreservagdo
de embrides suinos PIVE que tenham resultado em prenhez, ressaltando a necessidade de mais pesquisas
relacionadas tanto aos métodos de maturagao, fecundagao e cultivo in vitro, quanto as técnicas de vitrificagdo.

Consideracoes finais

De modo geral, todos os embrides sofrem consideraveis danos durante o processo de criopreservagio e
aquecimento. Mesmo com a grande variabilidade destas técnicas, a criopreservagdo pode provocar diferentes
injurias celulares, independentemente da espécie do embrido. Apesar de algumas injurias serem aparentemente
reversiveis, as taxas de sobrevivéncia e de prenhez obtidas com o uso de embrides criopreservados ainda sdo
inferiores as obtidas com embrides frescos.

A proposta dos procedimentos de criopreservagdo ¢ minimizar os danos celulares e contribuir para que
ocorra maior regeneracdo embrionaria apds o reaquecimento. Estratégias para reduzir estas injurias incluem
reducdo do volume criopreservado, modificag@o da relagdo superficie celular/volume e melhora da criotolerancia
pela suplementagdo com varios aditivos, como estabilizadores do citoesqueleto (Percira e Marques, 2008).
Portanto, a medida que se avance no conhecimento sobre principios e técnicas criobioldgicas, sera possivel a
identificagdo de pontos cruciais para o desenvolvimento de métodos que provoquem menores crioinjurias,
tornando-as totalmente reversiveis ou até mesmo nulas ao desenvolvimento embrionario subsequente.
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