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RESUMO 

O desenvolvimento das técnicas de criopreservação de embriões teve seu início 

a partir da década de 70, com o aumento de estruturas excedentes provenientes da coleta 

de embriões e o interesse de preservar animais de alto valor genético. Com a necessida-

de de conservar estes embriões, diversos protocolos foram descritos em busca de resul-

tados satisfatórios nas taxas de recuperação destas estruturas crioconservadas. 

O estudo sobre crioprotetores e a busca por agentes que fossem capazes de pre-

servar as células e que ao mesmo tempo não provocassem danos, permitiu a criação de 

protocolos bem definidos de criopreservação. 

O congelamento de embriões através de curvas de resfriamento e o posterior 

desenvolvimento de máquinas automatizadas, que permitem congelar grande quantidade 

de estruturas com segurança, foram uma conquista para os produtores e veterinários 

envolvidos na coleta e transferência comercial de embriões.  

Com o passar dos anos e a introdução da produção in vitro de embriões bovi-

nos, observou-se que este tipo de embriões não respondia de igual forma que os produ-

zidos in vivo. Assim, novos estudos a respeito de crioprotetores e principalmente velo-

cidades de resfriamento foram feitos a fim de obter taxas de recuperação semelhantes às 

alcançadas com os embriões produzidos in vivo. Dentre os avanços recentes na pesquisa 

da criopreservação destaca-se a vitrificação. Esta técnica tem se mostrado eficiente na 

crioconservação de embriões provenientes da PIV. 

Este trabalho tem por objetivo apresentar os princípios de crioconservação de 

embriões e as técnicas utilizadas para este fim. Além disso, explicar as diferenças entre 

o congelamento e a vitrificação de embriões bovinos e as diferenças entre os embriões 

produzidos in vivo e os in vitro. 

 

Palavras chave: Criopreservação, embriões, crioprotetores, vitrificação. 

 



ABSTRACT 

 

The development of cryopreservation techniques of embryos had its start in the 

70's, with the increasing of structural surpluses from the embryo collections and the 

need to preserve animals of high genetic value. With the need to conserve these em-

bryos, several protocols have been described in the search for satisfactory results in the 

recovery rates of these cryopreserved structures.  

The study of cryoprotectants and the search for agents that were able to pre-

serve the cells and at the same time not caused any harm, allowed the creation of well 

defined protocols of cryopreservation.  

The freezing of embryos by means of cooling curves and further development of 

automated machines that allow large amounts of frozen structures safely, were a victory 

for producers and veterinarians involved in the commercial collection and embryo 

transfers.  

Over the years and with the introduction of in vitro production of bovine em-

bryos, it was observed that this type of embryos did not respond the same way that the 

in vivo products. Thus, new studies about cryoprotectants and especially velocities of 

cooling were made to obtain recovery rates similar to those achieved with embryos 

produced in vivo. Among the recent advances in cryopreservation research stands vitri-

fication. This technique has proven effective in cryopreservation of PIV embryos.  

This paper aims to present the principles of cryopreservation of embryos and 

the techniques used for this purpose. Also, explain the differences between freezing and 

vitrification of bovine embryos and the differences between the embryos produced in 

vivo and in vitro. 

 

Keywords: cryopreservation, embryos, cryoprotectants, vitrification. 
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1. INTRODUÇÃO 

Na década de 70, quando a transferência comercial de embriões teve seu início, 

a sincronização dos estros já era utilizada, porém nem sempre havia receptoras em nú-

mero suficiente para efetuar as transferências. Consequentemente, descartavam-se os 

embriões excedentes ou os cultivavam à temperatura ambiente ou próximo dos 0°C, até 

no máximo por 24 horas (HASLER et al., 1997). Os procedimentos de  criopreservação 

foram desenvolvidos como consequência do interesse em preservar embriões de animais 

de alto valor genético, o que proporcionou a comercialização destes genomas ao redor 

do mundo (VAJTA, 2000). Assim, a criopreservação de embriões se tornou parte inte-

grante da reprodução assistida, especialmente de espécies domésticas (LEIBO et al., 

1996; PALASZ & MAPLETOFT, 1996; KULESHOVA & LOPATA, 2002). 

A evolução das técnicas de criopreservação de embriões bovinos proporcionou 

uma série de vantagens, tais como a utilização de receptoras em estro natural, o aprovei-

tamento de receptoras excedentes ao número de embriões obtidos no dia da colheita, a 

organização  de grandes programas de descongelação e transferência de embriões (TE), 

o planejamento do período de nascimento de terneiros de acordo com o interesse das 

propriedades, a formação de bancos de germoplasma e a facilidade de comercialização 

de material genético com menores custos de transporte, não necessitando o translado de 

animais ou transporte com tempo reduzido.  

A criopreservação de alguns tipos de embriões ainda não proporcionou taxas de 

sobrevivência embrionária satisfatórias, seja utilizando os métodos de congelação (atra-

vés de curvas), ou utilizando os métodos rápidos de criopreservação (congelação ultra-

rápida e vitrificação). Por esta razão os estudos na área da criobiologia continuam em 

constante evolução, buscando alternativas para melhorar a viabilidade de embriões crio-

preservados. 

Apesar dos índices comercialmente satisfatórios de nascimentos obtidos com a 

transferência a fresco de embriões bovinos produzidos in vitro (PIV), o total aproveita-

mento da potencialidade da técnica é dependente da possibilidade da criopreservação 

destes embriões.  A baixa viabilidade de ovócitos e embriões produzidos in vitro sub-

metidos à criopreservação se deve principalmente a sensibilidade que essas estruturas 

apresentam ao resfriamento. Quando expostos as temperaturas correspondentes à fase 

termotrópica de transição dos lipídios (ARAV et al., 1996), estas estruturas sofrem dife-

rentes graus de alterações, de acordo com o tempo de exposição, característica que torna 
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a vitrificação a técnica de criopreservação mais promissora, por possibilitar a rápida 

passagem através dessa faixa crítica de temperatura (VIEIRA, et al., 2008). 

Usualmente as pesquisas na área de criopreservação incluem ensaios sobre o 

tipo e a concentração do crioprotetor, o tempo de exposição dos embriões às soluções 

crioprotetoras, a velocidade de resfriamento, a temperatura de imersão em nitrogênio 

líquido, o envase utilizado, a velocidade de aquecimento e o método de remoção do 

crioprotetor.  

  

2. PRINCÍPIOS DA CRIOPRESERVAÇÃO 

A criopreservação tem por objetivo manter o metabolismo celular em estado de 

quiescência, tornando possível o armazenamento de células e tecidos por tempo inde-

terminado (RODRIGUES, 1992). O primeiro sucesso alcançado por essa técnica foi 

obtido simultaneamente por Whittingham et al. (1972) e Wilmut (1972) utilizando em-

briões de camundongos. 

Um dos princípios básicos da crioconservação é o da necessidade da desidrata-

ção das células antes do resfriamento. Caso esta situação não seja alcançada, a possibi-

lidade de formação de cristais de gelo e o conseqüente dano às células serão praticamen-

te inevitáveis. No entanto, a remoção demasiada de água das células também pode ser 

deletéria (SEIDEL Jr., 1986).  

Pickett (1986) destaca que os danos causados aos tecidos durante os processos 

de criopreservação e aquecimento são devido principalmente a: formação de cristais de 

gelo intracelulares, que afetam a estrutura da célula; concentração de soluto resultante 

do processo de desidratação que ocorre durante a congelação tanto no meio extra como 

intracelular; interação entre esses dois fatores. 

A congelação provoca um aumento da pressão osmótica na célula, uma vez que 

a concentração total de solutos dentro e fora deve estar sempre em equilíbrio. Em res-

posta a esse estresse, a água sai da célula e o soluto entra. O processo cessa quando a 

concentração de soluto se torna grande o bastante para prevenir futuras transformações 

de água em gelo (STOREY & STOREY, 1990). 

De acordo com Mazur (1970), as células mamíferas, independente do grau de 

desidratação, não sobrevivem a congelamentos abaixo dos -20 °C em fluídos teciduais 

ou soluções salinas, sem a presença de um crioprotetor. Portanto, independente da velo-
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cidade de resfriamento adotada na criopreservação de embriões, a adição de um criopro-

tetor é fundamental para a sobrevivência das células embrionárias. 

Segundo Seidel Jr. (1986) os crioprotetores promovem o abaixamento do ponto 

de congelação do meio, conferindo um período maior para remoção da água intracelular 

durante o resfriamento prévio ao congelamento da água. Esses possuem ainda a capaci-

dade de interagir com as membranas celulares, auxiliando-as a sobreviverem ao estresse 

provocado pelas mudanças físicas. Em adição, estas substâncias têm a aptidão de prote-

ger os embriões contra as lesões causadas pela elevação das concentrações dessas solu-

ções, no processo de formação do gelo, durante o resfriamento.  

 

3. CRIOPROTETORES 

Independente da técnica, todos os métodos de criopreservação necessitam de 

crioprotetores que possuem a função de proteger as células e tecidos durante a congela-

ção e a descongelação. Os crioprotetores são divididos em duas categorias: intracelula-

res, ou permeáveis, (como dimetilsulfóxido - DMSO, metanol, etanol, glicerol - GLY, 

etilenoglicol - EG, 1,2 propanodiol - PROH, etc.) e extracelulares, ou impermeáveis, 

(como lactose, glicose, sacarose, polivinilpirrolidona - PVP, rafinose, manitol, sorbitol, 

trealose, etc) (NIEMANN, 1991). Essas duas classes de crioprotetores são usadas sepa-

radamente ou associadas para diferentes tipos de protocolos de criopreservação (IM et 

al., 1997; YOUNG et al., 1998). 

Os crioprotetores intracelulares são importantes constituintes da solução de 

congelamento/vitrificação, sendo a presença intracelular essencial na prevenção da for-

mação de cristais de gelo, impedindo também a ocorrência de danos tóxicos e osmóticos 

(KASAI, 2002). Os principais crioprotetores intracelulares utilizados na embriologia 

experimental e comercial são o DMSO, EG, GLY, PROH e as amidas. 

Uma das funções dos crioprotetores é de baixar o ponto de solidificação; isto é 

benéfico por várias razões, principalmente, porque fornece um maior tempo para a ocor-

rência da desidratação da célula, diminuindo a formação de cristais de gelo intracelula-

res. A concentração dos crioprotetores, normalmente utilizada, pode causar uma queda 

do ponto de congelamento em 2 a 3 °C. Contudo, o efeito do abaixamento pode ser mul-

tiplicado várias vezes na solução mais concentrada, que está entre os cristais de gelo e o 

fluido intracelular. Então, o congelamento, especialmente o congelamento intracelular, 
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ocorre a temperaturas mais baixas na presença de crioprotetores, sendo esta uma vanta-

gem (SEIDEL et al., 1989). 

A adição de crioprotetores permeáveis causa nas células uma retração temporá-

ria devido à concentração utilizada, que faz com que a água das células saia rapidamen-

te por osmolaridade para diluir os crioprotetores. Contudo, dentro de poucos minutos, os 

crioprotetores permeiam as membranas da célula e então as concentrações de dentro e 

de fora da célula igualam-se, levando a água a entrar nas células, que retornam ao seu 

tamanho normal. A retração inicial das células que ocorre no momento do contato com 

os crioprotetores pode ser minimizada pela adição gradual do crioprotetor. Entretanto, 

esta retração aparentemente não causa grandes danos aos embriões, por isso, em alguns 

protocolos os crioprotetores são adicionados em uma única etapa (SEIDEL, 1996). 

Os crioprotetores extracelulares ou não permeáveis incluem os açucares tais 

como a galactose, glicose, trealose, manitol, sorbitol e sacarose. Isoladamente apresen-

tam efeito estabilizador sobre as membranas, porém, não apresentam efeito crioprotetor 

eficaz (CROWE et al.,1983). Sua principal utilização é em associação aos crioprotetores 

intracelulares uma vez que, por possuir alto peso molecular, permanecem no meio ex-

tracelular promovendo um período inicial de saída de água, com posterior ingresso dos 

crioprotetores intracelulares (ALLER et al., 1995; FRIEDLER et al., 1988). A adição de 

açúcares como sacarose, dextrose e trealose aumentam a sobrevivência in vitro de blas-

tocistos após a vitrificação (SAITO et al., 1994). 

Outra função dos crioprotetores (extracelular) é a sua interação com a mem-

brana celular exercendo uma ação estabilizadora durante as mudanças de um estado 

relativamente líquido, para um estado sólido e, talvez até mais importante, na volta para 

o estado líquido no descongelamento. Por exemplo, o crioprotetor parece diminuir a 

fragilidade das membranas impedindo que estas se rompam (SEIDEL, 1986). 

Os crioprotetores são usualmente diluídos em solução salina tamponada (Phos-

phate Buffered Saline – PBS). No entanto, tem sido relatada também a diluição em 

meios como TCM-199 (Medium culture tissule – 199) (HAMANO et al., 1992; OTOI 

et al., 1993; PALASZ & MAPLETOFT, 1996; PAPIS et al., 1999), H-CZBB (MAR-

TINO et al., 1996), TCM-199/Hepes (VAJTA et al., 1998), acrescidos ainda de diferen-

tes concentrações de antibióticos (OTOI et al., 1995; OTOI et al., 1998). 

O crioprotetor não-permeável mais comum é a sacarose, que pode exercer um 

efeito osmótico significativo, e então é freqüentemente empregado na diluição ou rehi-

dratação de oócitos e embriões após o descongelamento (HURTT, 1999). 
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A alta concentração de crioprotetores presentes em soluções de vitrificação a-

tuam reduzindo a possibilidade de desvitrificação. Entretanto, a capacidade de indução e 

manutenção do estado vítreo difere entre os crioprotetores, em função de suas caracte-

rísticas químicas. Assim, soluções compostas por crioprotetores considerados como 

sendo fracos indutores da vitrificação, como o etileno glicol (EG) (BAUDOT et al., 

2000), necessitam ser utilizados em concentrações elevadas, aumentando o risco de to-

xicidade. Este problema pode ser minimizado pela associação com crioprotetores classi-

ficados como fortes indutores do estado vítreo, como o dimetil sulfóxido (DMSO) 

(BAUDOT et al., 2000). A associação dos crioprotetores permite a obtenção de uma 

solução com boa capacidade de vitrificação, aliada à redução na toxicidade da solução. 

A capacidade de vitrificação também pode ser influenciada pela adição de açúcares ou 

macromoléculas, que atuam aumentando a molaridade da solução, favorecendo a obten-

ção do estado vítreo de forma semelhante ao aumento da pressão hidrostática (RALL, 

1987).  Outra alternativa para obtenção do estado vítreo é o uso de aditivos que atuam 

como bloqueadores da nucleação de gelo, como é o caso das “proteínas anticongelan-

tes” (ARAV et al., 1994) e dos polímeros sintéticos como o álcool polivinílico (WOWK 

et al., 2000). 

Os efeitos osmóticos determinados pela alta concentração da solução de vitrifi-

cação podem ser minimizados mediante a exposição dos embriões a soluções menos 

concentradas, reduzindo as lesões estruturais causadas por choque osmótico (ABE et 

al., 2005). O uso de um período longo de exposição a uma solução de 2 a 4% de EG 

previamente a exposição às soluções mais concentradas aumenta a viabilidade das estru-

turas vitrificadas (PAPIS et al., 2000), provavelmente por permitir uma adaptação os-

mótica e saturação mais homogênea do crioprotetor dentro das células. 

 

4. PROCEDIMENTOS PARA A CRIOPRESERVAÇÃO DE EMBRIÕES 

 

Durante os últimos anos diversas técnicas de criopreservação de embriões fo-

ram desenvolvidas. As substâncias crioprotetoras vêm sendo utilizadas em diversas 

concentrações e combinações. Tais substâncias são adicionadas às soluções em um úni-

co passo ou em etapas e os embriões criopreservados com diferentes curvas de resfria-

mento, sendo em alguns casos mergulhados diretamente no nitrogênio líquido a partir 

da temperatura ambiente. Da mesma maneira, a temperatura de aquecimento tem varia-
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do de 20 a 37°C em banho-Maria ou ao ar e a retirada do crioprotetor realizada em um 

ou mais passos (LANDIM-ALVARENGA, 1995). 

Apesar do conhecimento adquirido e das metodologias desenvolvidas ao longo 

dos últimos 30 anos de pesquisa na criobiologia, ainda continua sendo um desafio ga-

rantir a sobrevivência após a criopreservação dos embriões cultivados in vitro com taxas 

similares aos obtidos com os produzidos in vivo. 

 

4.1 Congelamento de embriões 

Com relação aos avanços obtidos na criobiologia ao longo dos anos, muito 

poucos protocolos de congelação de embriões têm sido colocados na prática. A maioria 

dos embriões é congelada pelo método tradicional (PALASZ & MAPLETOFT, 1996).  

Para a realização da congelação de embriões existe a necessidade da utilização 

de uma máquina eletronicamente programável para monitorar a temperatura da curva de 

resfriamento antes que as palhetas contendo os embriões sejam imersas no nitrogênio 

líquido (HAFEZ, 1980).  

Leibo & Mazur (1978) e Palasz & Mapletoft (1996) comentaram a importância 

da indução da cristalização do meio extracelular (“seeding”) antecedendo a congelação 

do meio contendo os embriões, proporcionando as condições necessárias para uma reti-

rada lenta de água do meio intracelular, através da formação de gelo no espaço extrace-

lular. Os autores fazem algumas observações sobre o procedimento de “seeding” que 

devem ser consideradas: o instrumento a ser usado para efetuar a indução da cristaliza-

ção deve ter temperatura abaixo da temperatura da amostra. Não é desejável empregar 

instrumentos muito grandes para provocar a indução da cristalização de amostras des-

proporcionalmente menores, pois a massa relativa de um instrumento muito maior res-

fria as amostras por temperaturas muito baixas. Os embriões são lesados caso haja neste 

momento congelação intracelular. Instrumentos muito pequenos também não são dese-

jáveis, por se aquecerem rapidamente após serem retirados do nitrogênio líquido. A in-

dução da cristalização deve ser feita em locais onde preferencialmente não estejam os 

embriões, como no menisco superior da coluna central da palheta. 

 

4.1.1 Método tradicional de congelamento 

A velocidade de resfriamento, também denominada de curva de resfriamento, 

envolve uma série de procedimentos com o objetivo da redução gradual da temperatura 

do embrião, previamente adicionado ao meio crioprotetor, até seu armazenamento no 
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nitrogênio líquido. Denominou-se curva clássica de congelação os procedimentos des-

critos por Whittinghan (1980) para conservação de embriões mamíferos em baixas tem-

peraturas. 

Para o monitoramento da curva de resfriamento, podem ser utilizados diversos 

artifícios mecânicos, como o uso direto do botijão de nitrogênio líquido, fazendo um 

resfriamento gradual através da aproximação controlada dos embriões à lâmina de ni-

trogênio. Mais comumente, a curva é ser feita com o auxílio de uma máquina de conge-

lamento, que pode ser programável e possui memorizadas diversas curvas de resfria-

mento, para diferentes espécies e com velocidades de resfriamento distintas. 

O primeiro passo é o equilíbrio dos embriões no crioprotetor, em seguida é fei-

to o envase para ser realizada a colocação das palhetas no aparelho congelador, é reali-

zado o  “seeding”e após inicia-se a curva de resfriamento de -0,3 a -0,5°C por minuto 

até -32°C. Estando os embriões a temperatura de -32 °C, pode ser feita a imersão e con-

servação no nitrogênio líquido. 

Os procedimentos adotados por Niemann (1991) para congelação de embriões 

bovinos foram: 1) adição de 1,4M glicerol feita em única etapa à temperatura ambiente, 

com período de equilíbrio de 20 minutos; 2) envase dos embriões em palhetas de 

0,25mL, com três colunas de meio, separadas por duas colunas de ar, estando o embrião 

na coluna central; 3) transferência das amostras para o banho de álcool, à temperatura 

de -7ºC, realizando-se o “seeding”; 4) após 5 minutos da indução da cristalização, a 

temperatura foi decrescida à 0,3°C por minuto, até atingir -28°C; 5) de -28°C à -35°C, a 

taxa de resfriamento foi de -0,1°C por minuto, sendo as palhetas mergulhadas em nitro-

gênio líquido. 

Porém, Schneider & Mazur (1984) demonstraram uma adequada curva de res-

friamento no processo de congelação de embriões bovinos que propicia uma eficiente 

remoção da água intracelular, assim descrita: 1) após a adição do crioprotetor e envase, 

as amostras devem ser transferidas para o recipiente do congelador previamente resfria-

do à temperatura próxima de -5°C para soluções a 1M glicerol e -7°C, para soluções a 

1,5M; 2) as amostras devem ser equilibradas à temperatura do “seeding” por 5 a 10 mi-

nutos; 3) deve ser realizado o “seeding”; 4) a temperatura do “seeding” deve ser manti-

da por mais 10 minutos, para permitir equilíbrio da solução, inicialmente cristalizada; 5) 

as taxas de resfriamento devem estar entre -0,3 a -0,5°C por minuto até atingir tempera-

turas entre -30 a -40°C. É aconselhado manter as amostras no equipamento de congela-
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ção por 15 a 30 minutos antes de imergi-las em nitrogênio líquido (-196ºC), quando 

adotadas elevadas taxas de resfriamento. 

4.2 Descongelamento  

A sobrevivência dos embriões à descongelação depende da específica combi-

nação do regime de resfriamento e taxas de descongelação. Embriões congelados sob 

taxas de resfriamento lentas (p.e. -0,1°C/min) e imersão em nitrogênio às baixas tempe-

raturas (p.e. -60 a -110°C), requerem procedimentos de descongelação lentos (p.e. 

10°C/min). Entretanto, a maioria dos processos de congelação é realizada às taxas de 

resfriamento entre -0,1 a -0,5°C/min e imersão das amostras em nitrogênio líquido às 

temperaturas entre -25 e -40°C (TAKEDA et al., 1984).  

A diluição do crioprotetor tem como função evitar a entrada muito rápida da 

água na célula, pois uma redução muito drástica na osmolaridade levaria à lise celular, 

de acordo com Schneider & Mazur (1984).  

Com a introdução da sacarose nos procedimentos de diluição de substâncias 

crioprotetoras intracelulares, as técnicas tornaram-se mais rápidas e seguras, pois a saca-

rose atua como um tampão osmótico, mantendo constante a concentração do meio ex-

tracelular, regulando a velocidade de entrada da água e saída do crioprotetor do embri-

ão, evitando o choque osmótico.  

Somente após o emprego da sacarose e das palhetas francesas foi possível rea-

lizar o método “one-step” de descongelação (NIEMANN, 1991). Este método permite a 

transferência direta dos embriões para as receptoras na mesma palheta no qual foram 

congelados. Isto simplificou significativamente a tecnologia de TE, reduzindo o tempo 

requerido para preparar os embriões para serem transferidos e eliminando a necessidade 

de equipamentos especiais (PALASZ & MAPLETOFT, 1996). Estes pesquisadores 

relataram que 5000 embriões bovinos foram congelados e transferidos por este método e 

as taxas de gestação foram superiores a 55%, não diferindo de valores observados para 

embriões nos quais foi realizada a remoção dos crioprotetores antes da transferência. 

 

4.3 Congelamento X Vitrificação 

Comparativamente, o método de congelamento convencional, tem sido ampla-

mente utilizado na criopreservação dos embriões, por ser uma técnica que a utilização 

de reduzida concentração de crioprotetores e permite a transferência direta dos embriões 

após o congelamento (VOLKEL & HU, 1992). Entretanto, a capacidade de prevenir a 

formação de gelo é limitada, e os resultados na criopreservação de embriões produzidos 



16 
 

in vitro ainda são variáveis (HASLER et al, 1995; MASSIP et al, 1995; HOCHI et al., 

1996, KAIDI et al., 2001), sendo inferiores às taxas obtidas em embriões produzidos in 

vivo (ALVARENGA et al., 2007; DINNYES & NEDAMBALE, 2009). 

A razão pela qual existe esta variação na viabilidade dos embriões in vitro, 

comparados com os produzidos in vivo, está provavelmente nas características físicas 

deste tipo de embriões, que fazem com que sejam mais sensíveis no momento de serem 

expostos a baixas temperaturas (RODRIGUES, 1996; VAJTA et al., 1997; DINNYES 

& NEDAMBALE, 2009). Dentre estas características, estão diferenças não apenas mor-

fológicas como também fisiológicas, como: o aumento do número de vacúolos 

(SHAMSUDDIN et al., 1992), uma maior fragilidade de sua zona pelúcida (DUBY et 

al., 1997), uma menor compactação embrionária (VAN SOOM et al., 1992), um menor 

número de blastômeros, sobre o total de massa celular interna (IWASAKI et al., 1990; 

RIZOS et al, 2002), alterações na expressão gênica (NIEMANN & WRENZYCKI, 

2000; LAZZARI et al., 2002; RIZOS et al., 2003; LONERGAN et al., 2003), uma mai-

or incidência de apoptoses (POMAR et al., 2005) e um aumento no conteúdo citoplas-

mático de lipídeos (MASSIP et al., 1995). Por estas razões e em especial pela última, o 

congelamento tradicional irá diminuir consideravelmente as taxas de viabilidade nestes 

tipos de embriões (PEREIRA & MARQUES, 2008). O aumento no tempo de exposição, 

devido à diminuição gradativa da temperatura durante o congelamento, faz com que o 

embrião permaneça um maior tempo na faixa de temperatura termotrófica de transição 

dos lipídeos,  afetando-os consideravelmente (ZERON et al., 1999). 

Além disso, a vitrificação é uma técnica com outras vantagens frente ao conge-

lamento tradicional, utilizando equipamentos de baixo custo e com procedimentos sim-

ples (BARIL et al., 2001). 

 

4.4 Vitrificação 

Embriões produzidos in vitro são mais sensíveis às lesões provocadas pela cri-

opreservação. Essa sensibilidade é afetada pela qualidade embrionária e reflete-se bio-

quimicamente (KHURANA & NIEMANN, 2000). A redução na atividade metabólica e 

na sobrevivência à criopreservação indica a baixa tolerância dos embriões produzidos in 

vitro quando são submetidos a procedimentos de criopreservação (LEIBO & LOSKU-

TOFF, 1993; NIEMANN, 1995; POLLARD & LEIBO, 1993; POLLARD & LEIBO, 

1994;  AGCA et al., 1998). Esses obstáculos ainda não tornaram possível o desenvol-
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vimento e a consolidação de uma metodologia de criopreservação capaz de propiciar a 

sobrevivência in vitro e in vivo desses embriões em níveis satisfatórios.  

Com os baixos resultados apresentados pelos métodos tradicionais de criocon-

servação, na tentativa de preservar embriões provenientes da produção in vitro, a vitrifi-

cação vem sendo a melhor opção para suplantar esta dificuldade. 

A vitrificação é uma técnica de criopreservação, definida por Fahy et al. (1984) 

como um processo que permite à uma solução alcançar o estado vítreo, pela extrema 

elevação da viscosidade durante o resfriamento sem a ocorrência de cristalização. As 

curvas de resfriamento são mais rápidas em comparação as do congelamento e usual-

mente são associadas à utilização de soluções crioprotetoras mais concentradas. A for-

mação do estado vítreo promove a distribuição iônica do líquido, o que impede a forma-

ção de cristais de gelo nos espaços intra e extracelulares, reduzindo a ocorrência de da-

nos químicos e mecânicos durante o resfriamento (RALL e FAHY, 1985; ARAV, 1992; 

KASAI, 2002). 

No entanto, a ausência da formação de cristais de gelo, não exclui a possibili-

dade da ocorrência de danos celulares, como por exemplo, de origem tóxica ou osmóti-

ca. De acordo com Fahy (2007) existem três tipos de efeitos tóxicos dos crioprotetores 

sobre as células embrionárias, o primeiro é a denominada toxicidade especifica que é 

própria de cada agente crioprotetor. Os efeitos químicos, através de vias e sítios celula-

res definidos, destroem a estrutura celular (p.e. organelas e membranas biológicas) e 

impedem processos enzimáticos vitais (p.e. alteração hidrofóbica da membrana, mudan-

ça da constante dielétrica, potencial redox, força iônica, pH, tensão de superfície); o 

segundo é a toxicidade indireta mediada pelas alterações na localização da água nas 

moléculas hidratadas; e o terceiro é o da desnaturação de proteínas. 

As lesões tóxicas são observadas comumente no processo de vitrificação de 

embriões, devido à necessidade do uso de altas concentrações de crioprotetores. O grau 

de toxicidade das soluções crioprotetoras irá depender das propriedades dos crioproteto-

res, somadas ao tempo e à temperatura de exposição (FAHY et al., 2004; BERTOLINI 

et al., 2005). 

Por sua vez as lesões osmóticas são originadas por alterações do volume celu-

lar durante a adição e a diluição das soluções crioprotetores às células embrionárias 

(KASAI, 2002). A desidratação excessiva causa redução exagerada do volume das célu-

las e resulta no denominado efeito da solução, que se caracteriza pela precipitação dos 

componentes celulares (MAZUR, 1966). O aumento exagerado do volume celular é 
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observado mais comumente durante o processo de retirada da solução crioprotetora das 

células, após o aquecimento. Na presença de meios isotônicos, a difusão da água extra-

celular através das membranas celulares é mais rápida que a saída dos crioprotetores, o 

que pode causar lesões das membranas e organelas celulares (MAZUR, 1970). A estra-

tégia de prevenção usualmente empregada é utilizar soluções hipertônicas com macro-

moléculas, como por exemplo, a sacarose (KASAI e MUKAIDA, 2004). De acordo 

com Vajta e Nagy (2006) estas alterações celulares podem ser controladas através do 

emprego de curvas de resfriamento mais rápidas e soluções crioprotetoras mais estáveis 

e menos tóxicas. 

 

4.4.1 Método OPS – Open Pulled Straw  

A técnica de vitrificação denominada Open Pulled Straw (OPS) foi desenvol-

vida por Vajta et al. (1997), originalmente para embriões de bovinos e suínos.  

Nesta técnica, os tampões de algodão das palhetas francesas de inseminação de 

0,25mL são removidos e estas são amolecidas por aquecimento em sua região central e 

esticadas manualmente até que o diâmetro interno e a espessura da parede diminuam 

para aproximadamente metade do tamanho original. As palhetas são subseqüentemente 

resfriadas em ar e cortadas em duas na extremidade estreita. O envasamento dos embri-

ões é realizado utilizando o efeito capilar simples. Cerca de 1 a 2µL do meio de vitrifi-

cação contendo o embrião é introduzido na extremidade estreita da palheta, a qual é 

imediatamente submersa no nitrogênio líquido. A coluna líquida solidifica-se imediata-

mente, sem que haja a dispersão da solução, o que é comum quando são utilizadas pa-

lhetas de tamanho original (VAJTA et al., 1998).  

O aquecimento é realizado pela colocação da ponta aberta diretamente na placa 

contendo o meio aquecido. O meio vitrificado volta ao estado líquido dentro de 1 a 2 

segundos. Imediatamente após, o embrião flutua no meio de aquecimento (VAJTA et 

al., 1998).  

Neste método a taxa de resfriamento é de 20000ºC/min (KULESHOVA & 

LOPATA, 2002). As razões para a diferença nas taxas de resfriamento entre este méto-

do e o convencional (palhetas de 0,25mL) são a redução do volume das soluções, o con-

tato direto entre a solução e o material resfriado ou aquecido e a diminuição da espessu-

ra da parede (aproximadamente 0,07mm e 0,15mm para a palheta estendida e original, 

respectivamente). As conseqüências dessas diferenças foram benéficas para a criopre-
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servação de embriões. As altas taxas de resfriamento e aquecimento resultaram em di-

minuição de danos causados pela crioconservação. Adicionalmente, as grandes veloci-

dades de alteração de temperatura permite o uso de uma concentração menor de criopro-

tetores o que, junto com o rápido envase e liberação das estruturas, minimiza as injúrias 

tóxicas e osmóticas. Além disso, o manejo e armazenamento das palhetas são simples, 

fáceis e não requerem equipamentos especiais (VAJTA et al., 1998).  

Uma desvantagem do método OPS é o risco de contaminação, pois o meio pos-

suindo os embriões fica diretamente em contato com o nitrogênio líquido. Porém, esse 

risco também está presente usando-se palhetas originais, pois a superfície externa a qual 

é ocasionalmente submersa no meio de diluição é considerado contaminado, podendo 

carrear patógenos para o interior da palheta. Apesar da dificuldade opreacional, risco 

pode ser diminuído filtrando-se o nitrogênio líquido comercialmente produzido através 

de um filtro de 0,2µL e acondicionado a OPS dentro de palhetas de 0,5mL pré-

resfriadas, fechando-se ambas as pontas (VAJTA et al., 1998; KULESHOVA & LO-

PATA, 2002). 

 

4.4.2 Nitrogênio superresfriado 

A redução da temperatura do nitrogênio líquido é uma das estratégias que vi-

sam aumentar as taxas de resfriamento. A eliminação dos vapores de nitrogênio, que se 

formam no contato das amostras com a superfície do gás liquefeito, confere uma maior 

eficiência na transferência de calor entre as amostras e o nitrogênio líquido (VIEIRA et 

al., 2008). Dessa forma um aumento na velocidade de resfriamento proporcionará, de 

acordo ARAV et al. (2000), uma redução na probabilidade de ocorrência da desvitrifi-

cação e recristalização durante o aquecimento. 

Estes princípios físicos foram aperfeiçoados e utilizados por Arav et al. (2000) 

para desenvolver o Vitmaster®. Este aparelho igualmente baseado na redução da tempe-

ratura do nitrogênio líquido até -210°C está baseado na diminuição da pressão do reci-

piente onde está contido o nitrogênio líquido, provocando uma redução do ponto de 

fusão do nitrogênio líquido, evitando a ebulição do mesmo. Esta condição impede a 

sublimação do gás ao redor da amostra, acelerando as velocidades de resfriamento. 
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5. CONCLUSÃO 

 

O grau de aproveitamento dos embriões criopreservados e aquecidos depende de 

técnicas de tratamento que não produzam danos que os inviabilizem. Verifica-se, no entan-

to, que quando o manejo requer que os embriões bovinos sejam criopreservados antes da 

transferência para as receptoras, as técnicas correntes de criopreservação sempre causam 

perdas de viabilidade.  

Os protocolos de crioconservação de embriões produzidos in vivo apresentam ta-

xas de sobrevivência satisfatórias, com procedimentos e protocolos já consolidados. No 

entanto, os embriões produzidos in vitro ainda sofrem danos no processo de criopreserva-

ção, muitas vezes inviabilizando a produção comercial destes. 

A produção in vitro de embriões bovinos a partir de ovócitos imaturos tem se tor-

nado um procedimento de rotina para pesquisas em transgênese, clonagem e outras áreas da 

biologia reprodutiva. Esta técnica tem crescido consideravelmente em aplicações comerci-

ais em programas de criação de bovinos. Para que possa haver maior flexibilidade para uma 

utilização eficiente e mais difundida desta tecnologia é essencial que os embriões possam 

ser estocados de forma eficaz em nitrogênio líquido.  

Recentes avanços na criopreservação de ovócitos e embriões de mamíferos tem 

se direcionado quase exclusivamente nas técnicas de vitrificação. Em um futuro próxi-

mo, com a padronização de técnicas e protocolos, a vitrificação poderá substituir os 

métodos tradicionais de crioconservação, oferecendo novas perspectivas para a embrio-

logia comercial. 
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