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RESUMO

A necessidade do aprimoramento de técnicas para o transporte e
comercializacdo de embrides tem estimulado diversas pesquisas sobre
criopreservagao de embrides nas espeécies domeésticas. A criopreservacao visa
manter o metabolismo celular em estado quiescente, tornando possivel a
conservacgao de células e tecidos por tempo indeterminado. As técnicas utilizadas
para o armazenamento dos embrides sao a congelagao tradicional e a vitrificagao.
O método de vitrificagdo de embrides tem despertado o interesse em varias
espécies por requerer equipamentos de baixo custo e permitir sua execugao de
modo mais rapido. O principio fundamental da vitrificagcdo reside na necessidade
de remover o0 maximo possivel de agua das células através da adicdo de altas
concentracdes de crioprotetores, promovendo a solidificagado das células sem que
haja a formacédo de cristais de gelo intra e extracelular. Esse processo €
determinado pela extrema elevacdo da viscosidade e rapidas taxas de
resfriamento e aquecimento. O objetivo desta monografia é elucidar os principios

e técnicas da \vitrificacdo de embribes dos animais domésticos.
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INTRODUGAO

A criopreservagao de embrides € amplamente utilizada em industrias de
biotecnologia de animais domésticos permitindo o armazenamento de materiais
bioldégicos por tempo indeterminado sem que estes percam a sua atividade
funcional e sem que ocorra alteragao genética (WHITTINGHAM, 1980; MAZUR,
1984). Os dois métodos de criopreservagao mais amplamente utilizados sédo o
congelamento tradicional e a vitrificagdo. Durante os ultimos anos, a vitrificagéo
de embrides vem sendo estudada com o objetivo de aprimorar os resultados
obtidos com a utilizagdo do congelamento tradicional (BERTHELOT et al., 2003).

A vitrificagdo evita a formacédo de cristais de gelo intracelulares e
extracelulares que sdo os responsaveis pela danificacdo das membranas e
organelas celulares. Esse processo é determinado pelo uso de crioprotetores de
alta concentracdo e rapidas taxas de resfriamento e aquecimento
(PAPADOPOULOS et al., 2002).

Rall et al. (1985) foram os primeiros a demonstrar o sucesso da vitrificagéo
em embrides de ratos de 8 células, enquanto Massip et al. (1987) dois anos mais
tarde, publicou o primeiro sucesso da vitrificagdo de embrides bovinos. Estudos
mostraram que o éxito da vitrificagdo depende de diversos fatores, dentre eles o
estagio de desenvolvimento e a fonte dos embrides (in vivo ou in vitro), além dos
meios crioprotetores (LEONI et al., 2002). Dessa forma, Vajta et al. (1996)
demonstraram que a viabilidade de embrides ovinos e bovinos vitrificados no
estagio de blastocisto expandido é maior que no estagio de morula devido a sua
maior tolerancia ao resfriamento depois da formacao do blastocele.

Diferentes crioprotetores e protocolos de vitrificacdo vém sendo utilizados
para criopreservacao de embrides nos ultimos 20 anos. Eles diferem quanto ao
tipo e concentracdo de crioprotetores, numero de passos para equilibrio do
embrido ao meio, técnica de criopreservagao, tempo de exposicdo e numero de
passos para descongelacdo (VAJTA et al, 1998). Entretanto, as altas
concentragbes dos crioprotetores podem causar danos as células através do
estresse osmotico e devido a toxicidade quimica (PAPADOPOULOS et al., 2002).

Rapidas taxas de resfriamento reduzem a toxicidade dos crioprotetores e

diminuem o tempo de exposi¢cao da célula a temperaturas criticas (ARAV et al,,



1993). Para alcancgar estas rapidas taxas de resfriamento, diversas técnicas
utilizando pequenos volumes de solugcdo de vitrificagdo foram desenvolvidas,
melhorando assim a técnica convencional em palhetas de 0,25 mL (VAJTA et al.,
1998) como, o método OPS — open pulled straw e suas variagbdes (VAJTA et al.,
1997), método em grades de microscopia eletrénica de transmissao (MARTINO et
al., 1996b), Cryoloops (BEGIN et al., 2003) e método em micropipeta de vidro —
GMP (CHO et al., 2002).

Dessa forma, a vitrificacdo se torna mais importante e amplamente utilizada
quando forem estabelecidos protocolos definidos e com sucesso comparavel ou
superior a congelagao tradicional. Assim, se torna clara a necessidade de um
numero maior de pesquisas envolvendo diferentes crioprotetores e metodologias

para a dominacéao e difusdo desta técnica.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. PRINCIPIOS DA VITRIFICACAO

A vitrificacdo tem como objetivo manter o metabolismo celular em estado
de quiescéncia, tornando possivel a conservacao de células e tecidos por tempo
indeterminado. Na década passada diversas metodologias foram utilizadas na
criopreservagdao de embrides ovinos (NAITANA et al., 1997; MARTINEZ et al.,
1998) e bovinos (MAHMOUDZADEH et al, 1994; VAJTA et al., 1998), sendo hoje,
uma alternativa em potencial para a técnica de congelamento tradicional. A
vitrificagdo € um processo rapido, pratico e menos oneroso que a congelagéo
tradicional (BARIL et al., 2001), porém, ainda sao escassos os resultados com
esta técnica para algumas espécies domésticas, principalmente no Brasil.

O principio da vitrificagdo consiste em submeter os embrides a altas
concentracdes de crioprotetores com a finalidade de aumentar a viscosidade dos
meios intra e extracelulares. Sendo assim, torna-se possivel resfriar os embrides,
passando-os do estado liquido ao estado vitrio (gel amorfo) sem a formagao de
cristais de gelo intra e extracelular (KASAI et al., 1996).

Este fenbmeno pode ser considerado como um aumento extremo de

viscosidade combinado a uma rapida taxa de resfriamento, baseado na



desidratacdo do embrido através de sua breve exposicdo a solugbes com altas
concentragdes de crioprotetores, seguida de imersao direta em nitrogénio liquido
(VAJTA, 2000).

As altas concentracdes de crioprotetores podem causar danos as células
devido a sua toxicidade quimica. Porém, os efeitos da toxicidade podem ser
minimizados através da exposi¢cédo breve aos crioprotetores ou através de rapidas
taxas de resfriamento (VAJTA et al, 1998). As rapidas taxas de resfriamento
podem diminuir as injurias celulares através da passagem direta pela zona
perigosa de resfriamento entre +15°C e —5°C (MARTINO et al., 1996a).

Diferentes estratégias estdo sendo utilizadas para minimizar os danos
osmoticos e toxicos, através da aplicacdo de crioprotetores menos téxicos, bem
como a combinagcdo de dois ou trés crioprotetores. Desde a primeira publicacio
realizada por Rall & Fahy (1985) utilizando solugdes com 6,5M de DMSO e
propilenoglicol, inumeras solugdes de vitrificagdo vém sendo estudadas utilizando
varias combinac¢des de crioprotetores (Tabela 1) (KASAI et al., 1996; PALASZ &
MAPLETOFT, 1996; VAJTA, 2000).

A maioria das solucdes de vitrificagdo contém um crioprotetor, diversos sais
€ uma ou mais macromoléculas. As macromoléculas possuem acao
estabilizadora e reparadora de membrana, protegendo as membranas celulares
durante o processo de criopreservacao (SHAW et al., 1997).

Apesar da variedade de resultados, a vitrificacdo € uma técnica de
criopreservagao promissora na reproducao assistida, sendo um procedimento
simples, menos oneroso e que requer um menor tempo despendido
(DOBRINSKY, 2002).



TABELA 1 - Solugdes de vitrificagdo usadas

mamiferos (KASAI, 1996).

para criopreservacdo de embrides de

Referéncia Agentes intracelulares Macromoléculas * Acucares
(“e) (“o) M)

Rall & Fahy, 1985 18,6D + 13,4A + 9,6P 6 PEG -
Rall & Fahy, 1985 16,7D + 12A + 8,7P 5,4 PEG -
Scheffen et al., 1986 25G +25P - -
Rall, 1987 40,3P 6 PEG -
Rall, 1987 474G 6 PEG -
Nakagata, 1989 14,2D + 5,1A + 22P - -
Smorag et al., 1989 35G +35P - -
Liehman et al., 1990 50G - -
Labda & Tepla, 1990 30G - 1,0 Sac
Kasai et al., 1990 40E 18 Ficoll 0,3 Sac
Schiewe et al., 1991 47,4G 6BSA -
Ishimori et al., 1992 25E + 25D - -
Leibo & Oda, 1993 44E 7,5PVP -
Tachikawa et al., 40G 18 Ficoll 0,3 Sac
1993
Yoshino et al., 1993 40E 18 Ficoll 0,3 Trea
Zhu et al., 1993 30E 21 Ficoll 0,35 Sac
Tada et al., 1993 19,5D +20,2 P - 1,0 Sac
Ali & Shelton, 1993 31E - 1,0 Sac
Saito et al., 1994 20E +20G - 0,75 (Sac + Gli)
#Soro e 0,1 — 0,3% BSA nio estdo mostrados.
D-dimetilsulféxido,  A-acetamida, P-propilenoglicol, G-glicerol, E-etilenoglicol, PEG

polietilenoglicol, BSA-albumina sérica bovina, Sac-sacarose, Trea-trealose, Gli-glicose.

2. AGENTES CRIOPROTETORES

Os crioprotetores tem como funcao proteger as células e tecidos durante a

criopreservagdao e descongelagcdo. Os crioprotetores sao divididos em duas

categorias: (1) intracelulares, que sao solutos orgéanicos responsaveis por

proteger as organelas das células durante o resfriamento e o reaquecimento. Os

mais comumente utilizados sado o etilenoglicol, dimetilsulféxido (DMSO), glicerol,

metanol, etanol, etc. (2) extracelulares, que sdo as macromoléculas e agucares



cuja funcao é reduzir a formacao de gelo, facilitar a desidratagao das células e
proteger a membrana celular. Os mais utilizados séo a lactose, glicose, sacarose,
polivinilpirrolidona (PVP), manitol, trealose, etc (NIEMANN, 1991).

Segundo Schneider & Mazur (1984), o embrido quando exposto a um
crioprotetor intracelular, retrai devido a perda de agua causada pela
hiperosmolaridade inicial do meio extracelular, e também porque o embrido é
mais permeavel a saida de agua do que a entrada do crioprotetor. O indice de
entrada do crioprotetor depende do coeficiente de permeabilidade deste e da
temperatura da solugdo. O equilibrio é atingido quando o embrido retorna ao seu
volume anterior em meio isoténico.

As caracteristicas fundamentais para um eficiente agente crioprotetor € o
baixo peso molecular, a sua alta capacidade de atravessar a membrana celular e
uma baixa toxicidade (KASAI et al., 1996). Em geral, agentes com rapida
capacidade de penetragdao sao mais favoraveis, porque o tempo de exposigao ao
crioprotetor antes do rapido resfriamento é curto, prevenindo assim, as injurias
osmoticas (KASAI et al., 1996).

Os crioprotetores extracelulares permitem a reducido da concentracdo dos
crioprotetores intracelulares, diminuindo a toxicidade celular. Segundo Rall (1987)
a sacarose tem o efeito adicional de protecdo celular, pois este crioprotetor
extracelular causa desidratagdo nos embrides, reduzindo a quantidade de agua
no citoplasma da célula, desta forma evitando a formacgéao de gelos intracelulares.
Entretanto, Martinez et al. (2002) demonstraram que altas concentragdes de
sacarose (0.5M) resultaram em baixas taxas de eclosdo do embrido.

Atualmente, a maioria das solucdes de vitrificagao apresenta crioprotetores
diluidos em solugcdo salina tamponada (Phosphate Buffered Saline — PBS)
acrescida de 0,5mM de piruvato de sodio, 3,3mM de glicose e 20% de soro fetal
bovino (SFB). No entanto, Donnay et al. (1998) relataram o uso de HEPES
acrescido de 20% de SFB para diluicado de diferentes crioprotetores e Isachenko
et al. (2003) utilizaram a diluicdo em meio TCM-199 acrescido de 15% de SFB.

O etilenoglicol é o crioprotetor mais utilizado em protocolos de
criopreservagao nas espécies domésticas, devido ao seu baixo peso moléculas e
baixa toxicidade (ALI & SHELTON, 1993, MARTINEZ & MATKOVIC, 1998).

Porém, para que o etilenoglicol vitrifique, € necessaria uma alta concentragao
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(8,0M), sendo toxico para o embrido. Dessa forma, a estratégia para o sucesso da
vitrificagdo esta na associacdo de crioprotetores intracelulares e extracelulares
(ALI & SHELTON, 1993). Na pratica, existem diversas misturas de crioprotetores
intracelulares e extracelulares que vem sendo usados e aprimorados para um
melhor resultado (DOBRINSKY, 2002).

3. TECNICAS DE VITRIFICAGAO DE EMBRIOES

Durante os ultimos anos diversas técnicas de vitrificacdo vem sendo
desenvolvidas com o objetivo de evitar as crioinjurias, aumentando as taxas de
resfriamento e aquecimento. Concomitante a isto, inumeros agentes
crioprotetores vém sendo utilizados em diferentes concentragdes e combinacgdes,
sendo estes adicionados a solugdes em um unico passo ou paulatinamente e
mergulhados diretamente em nitrogénio liquido a partir da temperatura ambiente
(DATTENA et al., 2004).

As novas técnicas de vitrificagdo utilizando rapidas velocidades de
resfriamento reduzem drasticamente as crioinjurias, permitindo o uso de uma
menor concentragdo de crioprotetores e diminuindo o tempo de exposi¢cao da
célula ao crioprotetor (RALL, 1987). A utilizagado de pequenos volumes de solugéo
de vitrificacdo permite um resfriamento mais rapido e a redugdo de fraturas
celulares (ARAV et al., 2002).

Entretanto, quase todas as técnicas sao baseadas no contato direto das
células em meio crioprotetor com o nitrogénio liquido, o qual pode ter risco de
contaminagao por agentes bacterianos e virais (FOUNTAIN et al., 1997). Estes
perigos podem ser eliminados utilizando nitrogénio liquido esterilizado, além do
armazenamento em containeres hermeticamente fechados (VAJTA et al., 1998).
Segundo Dattena et al. (2004) ndo foi observado nenhum problema de
contaminacao de embrides vitrificados através da técnica de OPS em nitrogénio

liquido nao esterilizado.
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3.1. Técnica convencional de envasamento em palhetas de 0,25 mL

Essa técnica de vitrificacdo baseia-se na utilizacdo de palhetas francesas
de 0,25 mL, sendo preenchidas com duas colunas de 160uL solugao de sacarose,
seguidas de 20uL solugcao de vitrificagdo e 20uL meio contendo embrides. Todas
as colunas sao separadas por 60uL ar (Fig. 1). Apdés serem seladas, as palhetas
s&o imersas em nitrogénio liquido (NAITANA et al., 1997).

A taxa de resfriamento para este processo de vitrificacdo € de
aproximadamente 2500°C/min (PALASZ & MAPLETOFT, 1996). Por outro lado,
para evitar fraturas de embrides e de zona pelucida nestas taxas de resfriamento,
requer-se o uso de altissimas concentragdes de crioprotetores, muito maiores do
que as requeridas para o congelamento tradicional, sendo considerada de alta
toxicidade aos embrides (KASAI, 1997).

Resultados animadores na vitrificagdo de embrides com a utilizagao desta
técnica tém sido relatados por alguns autores. DATTENA et al. (2000) obtiveram
de 62 embrides colhidos e vitrificados, 52 (83,8%) com re-expansao da blastocele
apos cultivo por 24 horas e 39 cordeiros nascidos (62,9%). BARIL et al. (2001),
relataram taxa de prenhez e de sobrevivéncia embrionaria depois da inovulagao

de embrides vitrificados de 72 e 50%, respectivamente.

L ium iy 1 4 B | RLacdi: bt et
1 ! 1 1
3 Eﬁﬁnm VAT ' Imrr{.l..i_l
i win medium :'I'I':.ul
. wine hlssincysis

Figura 1 - Embrides armazenados em palheta francesa de 0,25ML (Naitana et al.,
1997).
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3.2. Método OPS — Open Pulled Straw

A técnica denominada Open Pulled Straw (OPS) foi desenvolvida
originalmente para embrides bovinos por Vajta et al. (1997).

As palhetas de OPS foram desenvolvidas através das palhetas francesas
de 0,25mL, sendo os tampdes de algoddo removidos e estas amolecidas por
aquecimento em sua regido central. Manualmente, as palhetas foram esticadas
até que o diametro interno e a espessura da parede diminuiram para
aproximadamente metade do tamanho original. Posteriormente foram resfriadas
ao ar e cortadas na extremidade estreita. Aproximadamente 1 a 2uL do meio de
vitrificagdo contendo o embrido € introduzido na extremidade estreita da palheta
através do efeito capilar simples. A extremidade contendo o embrido é
imediatamente imersa no nitrogénio liquido, solidificando a coluna liquida sem que
haja dispersao da solucéo (VAJTA et al., 1998).

A taxa de resfriamento € aumentada em oito vezes quando comparada as
palhetas francesas de 0,25mL, sendo acima de 20000°C/min (VAJTA et al., 1998).
Estas taxas de resfriamento sdo alcancadas devido a redugao do volume das
solugdes e a diminuicdo da espessura da parede da palheta (0,07mm). Dessa
forma, os altos padrdes de resfriamento e aquecimento resultam em diminuigao
das crioinjurias, como fraturas da zona pelucida e do embrido. Adicionalmente,
com o uso das palhetas de OPS é possivel alcancgar a vitrificacdo da solucéo
utilizando uma menor concentracido de crioprotetor, juntamente com o rapido
resfriamento, minimizando as injurias toxicas e osmoticas (VAJTA et al., 1998).

Segundo Lopez-Béjar & Lépez-Gatius (2002), as taxas de sobrevivéncia
embrionaria, imediatamente apds o descongelamento dos embrides sdo melhores
com a utilizagdo de OPS comparada as palhetas convencionais. Entretanto, o
método OPS possui uma desvantagem, pois o meio contendo embrides fica em
contato direto com o nitrogénio liquido, aumentando o risco de contaminacéo.
Este risco pode ser diminuido filtrando-se o nitrogénio liquido através de um filtro
de 0,2uL ou através de esterilizagcao (VAJTA et al., 1998). Além disso, alguns
autores desenvolveram técnicas para selar as palhetas de OPS, com algodao e
alcool polivinilico (LOPEZ-BEJAR & LOPEZ-GATIUS, 2002).
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Na tentativa de aprimorar esta técnica foi desenvolvido um novo
equipamento, o qual reduz a temperatura do nitrogénio liquido para -210°C
através da utilizagdo de pressdo negativa (Vit-Master®; Minitub, Tiefenbach,
Germany). Este procedimento aumenta em até quatro vezes as taxas de
resfriamento (24000 — 130000°C/min) obtidas pelo método OPS (ARAV et al,,
2002).

3.3. Técnica de vitrificagdo em grades de microscopia eletrébnica de

transmissao

Esta técnica consiste em manter os embribes em pequeno volume de
crioprotetor, criopreservando-os em grades de microscopia eletrénica, sendo
mergulhados diretamente em nitrogénio liquido. Este modelo de vitrificagao foi
desenvolvido por Martino et al. (1996b), onde se utilizam grades de microscopia
eletrénica de transmissdo como suporte fisico para os embrides, as quais sao
submersas em nitrogénio liquido, atingindo taxas de resfriamento superiores a
20000°C/min.

Os embrides sdo expostos a solugao crioprotetora e com auxilio de uma
delicada pipeta séo transferidos sobre o topo da grade em um volume pequeno
(1uL). Para diminuir o volume de meio de vitrificagéo, o lado inferior da grade é
colocado sobre um papel filtro para a retirada do excesso, restando apenas os
embrides na parte superior da grade. Desta forma, a grade é imediatamente
imergida no nitrogénio liquido, sendo o tempo transcorrido da exposicdo dos
embrides aos crioprotetores até a imersdo em nitrogénio liquido ndo superior a 30
segundos (MARTINO et al., 1996b).

3.4. Técnica “Cryoloop”

Esta técnica foi desenvolvida por Lane et al. (1999) utilizando um lago de
nylon (0,5 a 0,7mm de didmetro e 20um de largura) sobreposto em um cilindro de
aco inoxidavel inserido sobre o topo de uma via de acesso ao nitrogénio liquido.
Enquanto os embrides estdo passando pela primeira solugdo de vitrificacdo, o

cryoloop € mergulhado na segunda solugao crioprotetora para formar uma fina
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pelicula de meio sobre o lago de nylon. Posteriormente o meio de vitrificagao
contendo o embrido (1-2uL) é colocado sobre a pelicula utilizando uma pequena
pipeta de vidro. Imediatamente, o cryoloop € imerso no nitrogénio liquido, sendo o
intervalo entre o contato do embrido com o crioprotetor e a imersao menor que 45
segundos (BEGIN et al., 2003; OBERSTEIN et al., 2001).

Esta técnica consiste no mesmo principio da técnica de vitrificagcdo em
grades de microscopia eletronica de transmissao. Entretanto o cryoloop utiliza um
sistema com recipiente pequeno, favorecendo a rapida troca de calor durante o
resfriamento, reduzindo as crioinjurias. Begin et al (2003) demonstraram bons

resultados de sobrevivéncia embrionaria com a utilizagdo desta técnica.
3.5. Método em micropipeta de vidro — GMP

Esta técnica foi desenvolvida com o objetivo de substituir a palheta de OPS
por uma palheta que nao flutue em nitrogénio liquido e que tenha o didmetro
interno e externo menor, melhorando as taxas de condutividade de calor durante
o resfriamento. Adicionalmente, utiliza menores volumes de solugcbes de
vitrificagao, buscando um menor dano ao embriao (CHO et al., 2002).

A micropipeta de vidro é produzida através do estiramento de capilares de
vidro, utilizando a mesma técnica descrita para producdo da palheta de OPS.
Realizando a comparagao entre a palheta de OPS e o GMP, Cho et al. (2002)
constataram que o didmetro externo e interno da OPS é de 1,7mm e 0,8mm,
respectivamente, podendo armazenar um volume de 2,68mm?® de solugdo de
vitrificacdo. Em contrapartida, a micropipeta de vidro possui 1,0mm de didametro
externo e 0,3mm de didmetro interno, sendo possivel armazenar um volume de
apenas 0,14mm?°

Entretanto, n&o foi observada diferenca nos resultados obtidos de embrides
vitrificados pelo método de OPS e GMP (CHO et al.,, 2002). Esta técnica ainda
possui uma limitagdo devido a fragilidade da micropipeta, sendo frequientemente

quebrada ou rachada préximo a extremidade mais fina.
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4. DESCONGELAGAO

O procedimento de retirada do crioprotetor € necessario para que ocorra a
rehidratacdo dos embrides e diminua danos causados pela sua toxicidade. De
acordo com Schneider & Mazur (1984), a diluicdo do crioprotetor tem como
funcao evitar a entrada muito rapida de agua na célula, pois uma reducgéao drastica
na osmolaridade levaria a lise celular. Este fendbmeno pode ser assegurado pela
adicdo de altas concentragcdes de compostos extracelulares, como a sacarose e
trealose ao meio de diluigao.

A sacarose atua como um tampao osmotico, mantendo constante a
concentragdo do meio extracelular, regulando a velocidade de entrada e saida do
crioprotetor no embrido, evitando o choque osmético (LEIBO, 1984).

As palhetas francesas de 0,25mL sao descongeladas através da imersao
em banho Maria a 37°C por 15 segundos. O conteudo da palheta é depositado em
solugbes de descongelamento em um, dois ou trés passos, com diferentes
concentragbes de sacarose. Somente com o emprego da sacarose no preparo
das palhetas foi possivel a transferéncia direta dos embrides para as receptoras
na mesma palheta no qual foi vitrificado. Esta técnica reduziu o tempo requerido
para preparar os embrides a serem transferidos e eliminou a necessidade de
equipamentos (BARIL et al., 2001; DATENNA et al., 2004).

O aquecimento das palhetas de OPS é realizado pela colocacdo da ponta
mais fina diretamente na placa contendo meio a 37°C. O meio vitrificado volta ao
estado liquido dentro de 1 a 2 segundos, sendo que imediatamente apos, o
embrido flutua no meio de diluicdo (VAJTA et al, 1998). Os meios de
aquecimento contém sacarose em diferentes concentragdes, sendo a diluicdo
realizada em um, dois ou trés passos. No entanto pesquisadores como Datenna
et al. (2004) testaram diluigbes sem sacarose e obtiveram os mesmos resultados

obtidos com a diluigdo em meio com sacarose.

CONSIDERAGOES FINAIS

A possibilidade de utilizar um protocolo de criopreservagao pratico, rapido e

eficaz, como a vitrificacdo, estimularia a aplicagdo da técnica associada a
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transferéncia de embrides por um maior niumero de equipes em nivel de campo.
Porém, faz-se necessario o desenvolvimento de protocolos especificos que
resultem na maximizagéo da viabilidade embrionaria pos-aquecimento.

Nos tempos atuais, a técnica tradicional de congelamento continua sendo a
mais largamente utilizada para criopreservagao de embrides in vivo e in vitro.
Entretanto, na ultima década a técnica de vitrificacdo vem sendo testada e
aprimorada em diferentes espécies, buscando um elevado grau de
aproveitamento dos embrides criopreservados e aquecidos.

A vitrificagdo ndo é amplamente utilizada e aceita por profissionais em
transferéncia de embrides devido a alguns fatores, como: (1) o congelamento
tradicional tem resultados aceitaveis nos animais domésticos; (2) existe uma
extrema diversidade de métodos e protocolos de vitrificagdo, ndo sendo
estabelecido um com melhores resultados; (3) a vantagem pratica da vitrificacédo é
relativa, sendo que o tempo requerido para a vitrificagdo € menor que 3 minutos,
porém cada palheta deve ser vitrificada individualmente; (4) poucas empresas que
fabricam equipamentos estdo interessadas em divulgar esta técnica, pois nao
requer equipamentos sofisticados.

Em contrapartida, os efeitos benéficos da vitrificagdo sdo amplamente
conhecidos, como a reducdo das crioinjurias causadas pela ndo formagéao de
cristais entra e intracelulares.

Recentemente, a Vvitrificacdo vem sendo estudada e utilizada na
criopreservagao de embrides produzidos in vitro, procurando a obtencdo de
melhores resultados. Além disso, esta sendo aplicada com suma importancia em
novas tecnologias como clonagem e micromanipulagéo, na tentativa de se obter

uma melhor taxa de sobrevivéncia embrionaria a criopreservagao.
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