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RESUMO              

 

A produção in vitro (PIV) de embriões em todas as espécies domésticas e 

principalmente na bovina alcançou nos últimos anos status de 

notoriedade. Essa biotécnica reprodutiva associada à aspiração folicular 

guiada por ultra-som (OPU), crescentemente vem sendo incorporada e 

difundida em nossos rebanhos bovinos, classificando o Brasil já no topo 

da lista em número de embriões produzidos in vitro. Algumas vantagens 

significativas proporcionadas, como a possibilidade de utilização de 

oócitos de animais pré-púberes ou prenhes, não requerer 

necessariamente o uso de tratamento hormonal, possibilitar um menor 

intervalo de tempo para gerar prenhezes, racionalização na utilização do 

sêmen e otimização do uso de sêmen sexado foram determinantes para 

que a OPU/PIV ocupasse essa posição de destaque. Contudo, a 

possibilidade de criopreservação de embriões bovino PIV, ainda constitui 

o grande entrave para a utilização maximizada desta biotecnologia, seja 

pela falta de método eficaz e/ou pela baixa criotolerância dos embriões 

produzidos em laboratório. Atualmente, os métodos de criopreservação 

de embriões PIV mais utilizados são: a congelação lenta e a vitrificação. 

Tradicionalmente, a congelação lenta é ainda o método de maior emprego 

na criopreservação de embriões produzidos in vivo e in vitro. Por outro 

lado, mais recentemente a vitrificação, embora ainda não utilizada em 

larga escala de forma comercial, vem demonstrando, em pesquisas, 

resultados satisfatórios na criopreservação de embriões PIV.  

 
Palavras chave: PIV, criopreservação, congelação lenta e vitrificação 
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ABSTRACT 
 
 
In the last years, the embryo in vitro production for every domestic species 

and mainly for bovine has attained a notorius status. This reproductive 

biotechnical procedure associate with ultrasound-guided ovum pick up 

(OPU) has been more and more incorporated and spread in our cattle 

herds, ranking up Brazil already at the top of the list in number of in vitro 

embryo produced. Some significant advantages provided, such as the 

possibility of using the premature or pregnant animals oocytes, without 

necessarily requiring the use of hormonal treatment, to make it possible  to 

generate pregnancy at a shorter period of time, the rationalization in the 

use of semen and optimization in the use of sexed semen were 

determinant factors for OPU/IVP to reach this outstanding position. 

Nevertheless, right now the possibility of IVP embryo cryopreservation, 

just now is the biggest impediment for maximizing the use of this 

biotechnology, due to both lack of efficient methods and low laboratory 

produced embryo cryotolerance. Nowadays, the most used methods of 

IVP embryo cryopreservation are: slow freezing and vitrification. 

Traditionally, slow freezing is still the most used methods for in vivo and in 

vitro produced embryo cryopreservation. However, more recently 

vitrification - although still not commercially used in large scale - has  been 

presenting satisfactory results in IVP embryo cryopreservation, according 

to searches. 

 

Keywords: IVP, criopreservation, slow congelation and vitrification. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

Atualmente, o Brasil aparece em posição de destaque com quase 

50% do total de embriões produzidos mundialmente (VARAGO et al., 

2008).  Em recente relatório, o Brasil foi ranqueado como o segundo 

colocado na produção mundial de embriões produzidos in vivo, e ocupa o 

topo da lista em embriões produzidos in vitro (THIBIER , 2006).  

Na década de 90, um inventário mundial revelou que mais de 

50% do total de embriões transferidos (produzidos in vivo e in vitro) eram 

provenientes de descongelamentos (THIBIER, 1997).  No entanto, 

enquanto as taxas de prenhez com embriões produzidos in vivo 

criopreservados estão em torno de 40-60%, os resultados com embriões 

bovinos PIV criopreservados tem sido variáveis e consideravelmente mais 

baixos (NIEMANN, 1991; HASLER et al., 1995; KAJIHARA et al., 1992; 

MASSIP et al., 1995; NIEMANN, 1995; DAMIANI et al., 1997). 

 Há tempos, o tema criopreservação de embriões PIV vem sendo 

objeto de inúmeras pesquisas e especulações por parte de instituições 

públicas e privadas. Até o momento, o principal obstáculo associado ao 

uso intensivo da criopreservação são a falta de métodos eficazes para 

preservar os embriões produzidos in vitro e/ou a baixa criotolerância 

desses embriões, supostamente devido a inadequação dos meios de 

cultivo a que os mesmos são submetidos (NEDAMBALE, 2004; MUCCI et 

al., 2006). 

Constantemente, uma série de alterações são propostas na 

composição dos meios de cultivo e/ou criopreservação uma vez que seus 

componentes são determinantes da qualidade dos embriões (RIZOS et 

al., 2001; MASSIP & LEIBO, 2002).   

O aprimoramento dos métodos de criopreservação disponíveis 

e/ou o desenvolvimento de outros mais eficientes também são medidas 

plausíveis buscando melhorar a sobrevivência dos embriões PIV após a 
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criopreservação (HOCHI et al., 1996) disponíveis atualmente são a 

congelação lenta e a vitrificação.  

 Apesar da congelação lenta ainda ser o método de maior 

emprego na criopreservação de embriões PIV, provavelmente relacionado 

à tentativa inicial de extrapolação dessa técnica há tempos consagrada 

em embriões produzidos in vivo, o método de maior fomento atual, que 

tem sido apontado como alternativa rápida e econômica à congelação 

lenta (CAMPOS-CHILLÒN et al., 2006) e mostrado ser mais benéfico para 

embriões PIV (AGCA et al.,1994) é a vitrificação.   

O objetivo deste trabalho é expor os atuais conhecimentos 

envolvendo a criopreservação de embriões PIV, as limitações que ainda 

persistem e as estratégias das pesquisas para reverter-las. 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1. Diferenças entre embriões produzidos in vivo e in vitro 

 

Há tempos, a criopreservação constitui-se em um método 

consagrado e eficiente de armazenamento de embriões em inúmeras 

espécies de mamíferos (FUKU et al., 1992) e é considerada um passo 

crucial para a disseminação e conservação do material genético animal 

(PEREIRA & MARQUES, 2008). Todavia, sabe-se também que embriões 

PIV não sobrevivem a criopreservação tanto quanto seus equivalentes 

produzidos in vivo (HASLER et al., 1995; FAIR et al., 2001; MARTINEZ et 

al., 2006). Segundo Pereira e Marques (2008), todos os embriões sofrem 

considerável dano morfológico e funcional durante a criopreservação, 

porém a extensão das injúrias, assim como diferenças na sobrevivência e 

taxas de desenvolvimento embrionário após a descongelação podem ser 

altamente variáveis, na dependência entre outros fatores, de terem sido 

produzidos in vivo ou in vitro.   
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Comparativamente ao embrião produzido in vivo, o embrião PIV 

apresenta citoplasma mais escuro e de menor densidade (POLLARD & 

LEIBO, 1994), como conseqüência do maior conteúdo lipídico (FAIR et 

al., 2001); maior fragilidade da zona pelúcida (DUBY et al., 1997); 

menores taxas de crescimento e maior fragilidade térmica (LEIBO & 

LOSKUTOFF, 1993); menor expressão de dispositivos de comunicação 

intercelulares (BONI et al., 1999); diferenças no metabolismo (KHURANA 

& NIEMANN, 2000a); resultam em menores taxas de prenhez (FARIN & 

FARIN, 1995) e maior incidência de anormalidades cromossômicas (Viuff 

et al.,1999; SLIMANE et al., 2000). Adicionalmente, muitas diferenças 

ultraestrutural tem sido relatadas (CROSIER et al., 2000, 2001; FAIR et 

al., 2001; RIZOS et al., 2002b), assim como relativo à expressão gênica 

(RIZOS et al., 2002a; LONERGAN et al., 2003; WRENZYCKI et al., 2005, 

2007). Todas essas diferenças morfológicas especialmente 

ultraestruturais, entre embriões produzidos in vivo vs in vitro, e mais 

particularmente os efeitos dos diferentes sistemas de cultivo sobre 

aqueles produzidos in vitro permitem em parte explicar a variação da 

criotolerância observada (FAIR et al., 2001; FARIN et al., 2001; RIZOS et 

al., 2002).  De acordo com Abe et al. (2002) e Seidel (2006) o principal 

fator correlacionado com a maior dificuldade de congelação de embriões 

PIV está em seu maior número e tamanho de gotas citoplasmáticas de 

lipídeo, levando a uma redução em sua criotolerância. 

 

 

2.2. Fatores que influenciam a criopreservação dos embriões PIV  

 

• Meio de cultivo embrionário 

O maior conteúdo lipídico apresentado pelos embriões PIV é 

associado a alguns dos componentes presentes no meio de cultivo a que 

os mesmos são submetidos (PEREIRA & MARQUES, 2008). Alguns 

autores comprovaram haver um aumento significativo do conteúdo lipídico 
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em forma de gotas de lipídeos em embriões bovinos cultivados em meio, 

cuja fonte protéica foi o soro fetal bovino (FBS) (ABE et al., 2002; LEROY 

et al., 2005). Em contrapartida, observou-se que embriões cultivados na 

ausência de FBS reduziram o acúmulo de lipídeos e também melhoraram 

sua resistência a criopreservação (ABE et al., 2002; PEREIRA et al., 

2007). Admite-se ainda que o FBS esteja relacionado à alterações no 

metabolismo embrionário (KHURANA & NIEMANN, 2000b)  e na estrutura 

mitocondrial (FARIN et al., 2001). 

 

• Congelação lenta e vitrificação 

Segundo Nedambale et. al (2004) embriões PIV tem sido 

preservados com sucesso pelo uso de métodos de congelação lenta 

convencional (RALL, 1992; SOMMERFIELD & NIEMANN, 1999), ou 

padrão (RALL, 1992; FAHY et al., 1984), ou métodos de vitrificação 

modificada, tais como open pulled straw (OPS) (VAJTA et al.,1998) e 

micropipetas de vidro (GMP) (KON et. al, 2000). 

A congelação lenta é ainda hoje a técnica mais amplamente 

utilizada para criopreservação tanto de embriões produzidos in vivo 

quanto de embriões PIV (PEREIRA & MARQUES, 2008), e apresenta 

como vantagem o uso de baixas concentrações de crioprotetores, além 

de permitir a transferência direta após a descongelação (VOLKEL & HU, 

1992). 

No entanto, em embriões PIV reduz as taxas de sobrevivência 

após a descongelação, principalmente devido a sua maior 

susceptibilidade à formação de cristais de gelo (KASAI  et al., 2002).  

Um avanço significativo na criopreservação de embriões nos 

últimos anos foi o desenvolvimento da criopreservação “ice-free”, 

chamada de vitrificação (RAIL & FAHY, 1985). 

A vitrificação consiste na solidificação de uma solução, não 

acarretando na sua cristalização, mas sim na elevação extrema da sua 

viscosidade durante uma refrigeração rápida. Embora a vitrificação 
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elimine as crioinjúrias, as elevadas concentrações de crioprotetores que 

permitem alcançar os estado de cristal, aumentam os riscos de danos 

osmóticos e tóxicos (KUWAYAMA, 1994).  

Segundo Agca et al. (1998) as altas concentrações de agentes 

crioprotetores produzem efeitos potencialmente tóxicos especialmente 

quando expostos por um tempo prolongado. Esse efeito é também 

termodependente (SCHNEIDER & MAZUR, 1984; RAIL, 1987). De acordo 

com Arav et al. (2002) a toxicidade as altas concentrações de 

crioprotetores é tamanha que as células somente podem ser expostas a 

essas soluções por um curto período de tempo e/ou a um volume mínimo 

da mesma. Portanto, a otimização da exposição ao tempo e a 

temperatura prévia a vitrificação podem reduzir o potencial efeito danoso 

dos crioprotetores, fornecendo dessa forma, uma melhor 

criosobrevivência (AGCA et al., 1998).  

Comparações diretas entre congelação lenta e vitrificação 

demonstram diferentes resultados, mas tem-se observado que o 

procedimento de vitrificação é mais apropriado para os embriões 

produzidos in vitro (DYNNÉS, 1996). Segundo Vajta et al. (1998); 

Berthelot et al. (2000) e Martinez et al. (2006), apesar da congelação lenta 

continuar sendo a técnica mais largamente usada na criopreservação de 

embriões produzidos in vivo e in vitro na última década, a vitrificação tem 

sido testada em diferentes espécies com bons resultados, sendo 

considerada por Campos-Chillòn et al. (2006) uma  alternativa econômica 

e com potencial aplicação rotineira na prática laboratorial. De acordo com 

Garcia et al. (2005), embora a vitrificação seja objeto de inúmeras 

pesquisas, ainda não tem sido adotada amplamente na prática comercial. 

 

 

2.3. Estratégias de pesquisa 
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Grande parte dos esforços, objetivando uma maior taxa de 

sobrevivência de embriões criopreservados, estão direcionados 

principalmente na melhoria das condições de cultivo e na modificação ou 

aprimoramento das tecnologias de criopreservação (CHO et al., 2002; 

IMAI et al., 2002).  

A composição dos meios de cultivo é em grande parte mais 

empírica do que propriamente baseada no conhecimento preciso dos 

requerimentos embrionário (RIZOS et al., 2008). 

O período de cultivo embrionário, compreendido pelos períodos 

pós-fertilização e pré-implantação, requer um ambiente adequado no qual 

o embrião recém formado possa realizar as clivagens, resultando na 

formação do blastocisto (THOMPSON, 1997; RIZOS et al., 2002; 

LONERGAN, 2007). Sendo assim, qualquer modificação no ambiente de 

cultivo, pode afetar alguns ou todos os processos do desenvolvimento 

embrionário, influenciando diretamente a qualidade dos embriões (RIZOS 

et al., 2008). 

Para se ter uma idéia da influência do meio de cultivo sobre a 

qualidade do embrião, Galli e Lazzari (1996), Enright et al. (2000) e Rizos 

et al. (2002) demonstraram que cultivando embriões bovino PIV, em 

oviduto de ovelhas, é possível aumentar drasticamente sua criotolerância 

a um nível similar aos embriões produzidos totalmente in vivo. 

Dentre as propostas dos novos estudos envolvendo o ambiente 

de cultivo está a remoção e substituição do FBS, em razão dessa 

substância ser considerada responsável por alterações embrionárias 

(MCEVOY et al., 2001; RIZOS et al., 2003) como já citadas anteriormente 

e também devido aos riscos sanitários oferecidos por ser de origem 

animal (LE TALLEC et al., 2001; HASLER, 2003; STRINGFELLOW et al., 

2004). 

A adição de macromoléculas e suplementos no meio de 

maturação (MINGOTI et al., 2002; CASTRO et al., 2003), a utilização de 

inibidores da maturação nuclear (BARRETO et al., 2003), o efeito de co-
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cultivo (ANCIOTO et al., 2004) são exemplos de outras linhas de 

pesquisas desenvolvidas. 

Em relação à modificação e aprimoramento dos métodos de 

criopreservação, um dos focos dos estudos concentra-se na identificação 

da composição ideal de soluções de vitrificação, visando aumentar a 

eficiência desse procedimento (KULESHOVA et al., 1999). A adição de 

macromoléculas e açucares às soluções de vitrificação e a combinação 

de crioprotetores são exemplos de modificações na tentativa de minimizar 

a toxicidade dessas soluções (NICACIO et al., 2006) 

Outra variável estudada é a taxa de resfriamento, que também 

tem sido modificada constantemente para contornar a sensibilidade 

térmica de oócitos e embriões (PUGH et al., 2000). 

Diferentes ferramentas são aplicadas à vitrificação visando 

minimizar o volume e submergir rapidamente a amostra no interior do 

nitrogênio líquido, como: grades de microscopia eletrônica de transmissão 

(MARTINO et al., 1996), open pulled straw (OPS) (VAJTA et al., 1998), 

cryoloops (FUCHINOUE et al., 2004), cryotops e cryotips (KUWAYAMA et 

al., 2005). 

 

 

3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 
Apesar da PIV de embriões bovinos no Brasil ter alcançado nos 

últimos anos números expressivos, esse cenário ainda poderia ser 

melhorado imensamente com a consolidação da criopreservação desses 

embriões. Contudo, a criopreservação de embriões PIV protagoniza hoje 

como a principal barreira à utilização maximizada dessa biotecnologia, 

limitando assim a sua completa expansão.  

Quanto aos entraves relacionados à criopreservação de embriões 

PIV, diversos trabalhos tem sido desenvolvidos no sentido de buscar um 

meio de cultivo que forneça de maneira adequada os requerimentos 
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necessários ao desenvolvimento embrionário, refletindo favoravelmente 

na sua tolerância durante e na capacidade de sobrevivência após o 

processo de criopreservação. Outra linha de pesquisa visa melhorar a 

eficiência dos métodos de criopreservação através do aprimoramento dos 

já existentes e do desenvolvimento de outros novos. Até o momento, a 

vitrificação tem demonstrado ser o procedimento mais adequado devido 

aos melhores resultados apresentados, no entanto, ainda há a 

necessidade de padronização de um protocolo eficiente que possibilite o 

seu maior emprego na prática comercial.    
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