PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
ESCOLA DE CIENCIAS MEDICAS E DA VIDA
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES BOVINOS:

Boas praticas nas técnicas de vitrificacio e Direct Transfer

Autor: Carlos José de Souza

Orientador: Prof'. Dr. Gustavo Lage Costa

Goiania — GO
20



i

CARLOS JOSE DE SOUZA

CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES BOVINOS:

Boas praticas nas técnicas de vitrificacdo e Direct Transfer

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
como requisito parcial para obtencdo do grau de
Bacharel em Medicina Veterindria, junto ao curso
de Medicina Veterinaria, da Escola de Ciéncias
Médicas ¢ da Vida, da Pontificia Universidade
Catolica de Goias.

Orientador: Prof*. Dr. Gustavo Lage Costa

Goiania — GO
2026



ATA DE SESSAO PUBLICA DE APRESENTACAO DE TRABALHO DE
CONCLUSAO DE CURSO

No dia 03 03 ;| 0620 as 730
do curso de Mcdlcma Veterindria da Pontificia Universidade Catélica de Goidas,

expds. em Sessiio Pablica de Apresentagdo de Trabalho de Conclusiio de Curso. o
trabalho intitulado

Criopruermm o fr g ftizes Lioarices: Boas
#ﬂr@m_maw ftﬂw & dnecs Zrewsfirn
Banca de Awaliagio composta pelos docenles
Mb (Qﬂt (Presidente).
_é&_m,&_mgg_ (Membro 1) e

< (Membro 2). O
trabalho da Banca de Avaliagio foi conduzido pelo (a) docente Presidente que.
inicialmente, apds apresentar os docentes integrantes da Comissdo, concedeu 20+5
minutos ao (a) aluno (a) para que este (a) expusesse o trabalho. Ap6s a exposigdo., o
(a) docente Presidente concedeu a palavra a cada membro convidado da Comissiio
para que estes arguissem o (a) aluno. Apds o cncerramento das arguigdes, a Banca de

Avaliagdo. reunida isoladamente. avaliou o trabalho desenvolvido ¢ o desempenho do

horas, ofa) estudante

(a) aluno na exposigdo, considerada a trajetoria deste (a) no desenvolvimento do TCC.
Como resultado da avaliagdio, a Banca de Avaliagio deliberou pela:

() Aprovagiio:

() Aprovagiio. condicionado as corregdes recomendadas pelos membros da banca:
( ) Reprovagido.

Aprovacio condicionada as corregies recomendadas pelos membros da banca:
A Banca de Avaliagdo conclui que ofa) aluno esti APROVADO(A) condicionado as
corregdes de forma e/ou contetido recomendados. As corregdes deverdo ser indicadas
no formulario de Avaliagdio Final de Trabalho de Conclusiio de Curso. O{A) aluno
terd o prazo de 10 dias para os ajustes € entrega da versédo final ac professor (a)
orientador (a), contado a partir da data da sessdio de apresentacio pablica do TCC.
Reprovacgio.

A Banca de Avaliagfio conclui que o trabalho apresentado ndo satisfaz as condigies

minimas e o estudante esta REPROVADO(A).

A Banca Avalindora:
Membro Presidente da Banca Avaliadora: L i Q‘t

Membro Convidado da Banca Av aliadora:
Membro Convidado da Banca Avaliadagra - . 0

i1



v

Dedico este trabalho, primeiramente, a Deus, fonte de
toda sabedoria e for¢a, que me sustentou em cada etapa
desta jornada. A minha familia, pelo apoio constante e por
nunca duvidarem da minha capacidade, esta conquista
também ¢ de voces.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus, por ser a fonte de toda sabedoria e fortaleza. Foi Ele quem
sustentou meus passos nos momentos de dificuldade e quem iluminou o caminho até a
conclusdo deste trabalho.

Aos meus pais, Marcio Antonio de Souza e Betania Gongalves de Souza, que sempre
foram meu maior alicerce. Cada conquista minha carrega o peso do amor, da dedicagao e dos
sacrificios que fizeram por mim ao longo de toda a vida. Esta vitoria ¢, antes de tudo, de voceés.

A minha tia Vera Liicia Rodrigues Batista, que com carinho e presenga constante sempre
exerceu o papel de uma verdadeira mae. Seu afeto e seu apoio foram fundamentais para que eu
chegasse até aqui.

Ao meu orientador, professor Gustavo Lage Costa, pela paciéncia, pela sabedoria
compartilhada e pela confianga depositada em mim durante toda esta jornada. Dentro da vida
académica, foi muito mais do que um orientador, foi uma referéncia, um guia e, acima de tudo,
uma figura paterna. Sou profundamente grato por tudo.

Ao meu irmao Marco Tulio Gongalves de Souza e a minha namorada Gabriela Freitas
Ribeiro, pelo amor, pelo incentivo didrio e pela compreensao nos momentos em que precisei
me dedicar inteiramente a este trabalho. A presenca de vocés tornou tudo mais leve.

Aos meus primos Alfredo Sales Antonelli € Murilo Antonelli Canzian, e aos meus
amigos Luccas Ricartte Alves, Luann Ricartte Alves e William Cota Ferreira dos Reis, pela
amizade verdadeira, pelas risadas, pelo companheirismo e por tornarem essa caminhada muito
mais bonita de ser vivida.

Ao meu amigo Gustavo Louredo, que o Protdgoras me presenteou, e que se mostrou um
amigo de verdade. Obrigado pela parceria e por fazer parte desta historia.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para que este sonho se tornasse realidade,

0 meu mais sincero obrigado.



vi

RESUMO

A criopreservagdo de embrides bovinos ¢ etapa fundamental dos programas modernos de
transferéncia de embrides, permitindo o armazenamento prolongado, o transporte e a
comercializacdo de material genético de alto valor zootécnico. Diante da posicdo de destaque
do Brasil como maior transferidor mundial de embrides bovinos, conforme dados da
International Embryo Technology Society (IETS, 2023), torna-se imprescindivel a
padronizagdo das técnicas empregadas e a adogdo de boas praticas que garantam resultados
reprodutivos consistentes. Este trabalho consiste em uma revisdo de literatura acerca de duas
das principais técnicas de criopreservacao embrionaria bovina: a vitrificacdo (VT) e o Direct
Transfer (DT). A vitrificagdo baseia-se na solidificacdao ultrarapida de solucdes altamente
concentradas de crioprotetores, atingindo taxas de resfriamento superiores a 20.000°C/min com
dispositivos como a Open Pulled Straw (OPS) e o Cryotop, eliminando completamente a
formacdo de cristais de gelo intracelulares e proporcionando elevadas taxas de sobrevivéncia
embriondria, especialmente para embrides produzidos in vitro (PIVE). O Direct Transfer, por
sua vez, consiste no congelamento lento de embrides em solucdes de etilenoglicol (EG) em
concentragdes compativeis com a inovulagdo direta nas receptoras apos o descongelamento,
dispensando etapas laboratoriais de remoc¢do do crioprotetor e conferindo praticidade
excepcional para uso em campo. A revisdo abrangeu os principios criobiologicos que
fundamentam ambas as técnicas, os tipos ¢ mecanismos de a¢do dos crioprotetores permeantes
e ndo permeantes, os protocolos de vitrificacdo e de congelamento lento, os dispositivos
disponiveis e suas taxas de resfriamento, os processos de desvitrificagdo e reidratacio
embrionaria, os resultados reprodutivos reportados pela literatura cientifica e as boas praticas
de laboratério, biosseguranga, manuseio € armazenamento em nitrogénio liquido, controle de
qualidade, rastreabilidade e prevengao de erros operacionais. Os resultados evidenciaram que,
para embrides produzidos in vivo, vitrificagdo e DT apresentam taxas de prenhez equivalentes
(54% a 69% para embrides Grau I). Para embrides PIVE, a vitrificagdo ¢ biologicamente
superior ao DT convencional, embora o protocolo Embrapa Vitrificagdo Direta (VD), que
associa vitrificagdo com transferéncia direta, tenha demonstrado taxas de prenhez
estatisticamente comparaveis as de embrides a fresco (33% vs 44%), representando avango
expressivo para a aplicacdo comercial em campo. Concluiu-se que ambas as técnicas sdo

complementares e estratégicas para a biotecnologia reprodutiva bovina brasileira, sendo a
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adocdo de procedimentos operacionais padronizados condi¢do indispensavel para a
reprodutibilidade e a exceléncia dos resultados.

Palavras-chave: biotecnologia reprodutiva; crioprotetores; transferéncia de embrides.
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ABSTRACT

Bovine embryo cryopreservation is a fundamental step in modern embryo transfer programs,
enabling long-term storage, transportation, and commercialization of high-value genetic
material. Given Brazil's position as the world's largest bovine embryo transferor, as reported by
the International Embryo Technology Society (IETS, 2023), standardization of techniques and
adoption of best practices are essential to ensure consistent reproductive outcomes. This study
consists of a literature review on two of the main bovine embryo cryopreservation techniques:
vitrification and Direct Transfer (DT). Vitrification is based on the ultrarapid solidification of
highly concentrated cryoprotectant solutions, achieving cooling rates above 20,000°C/min with
devices such as the Open Pulled Straw (OPS) and Cryotop, completely preventing intracellular
ice crystal formation and providing high embryo survival rates, especially for in vitro-produced
(IVP) embryos. Direct Transfer, in turn, involves slow-freezing embryos in ethylene glycol
(EG) solutions at concentrations compatible with direct inoculation into recipient females after
thawing, eliminating laboratory cryoprotectant removal steps and providing exceptional
practicality for field use. The review covered the cryobiological principles underlying both
techniques, the types and mechanisms of action of permeating and non-permeating
cryoprotectants, vitrification and slow-freezing protocols, available devices and their cooling
rates, warming and embryo rehydration processes, reproductive outcomes reported in the
scientific literature, and best practices regarding laboratory conditions, biosafety, liquid
nitrogen handling and storage, quality control, traceability, and prevention of operational errors.
The results showed that, for in vivo-produced embryos, vitrification and DT yield equivalent
pregnancy rates (54% to 69% for Grade I embryos). For IVP embryos, vitrification is
biologically superior to conventional DT; however, the Embrapa Vitrificagdo Direta (VD)
protocol, which combines vitrification with Direct Transfer, demonstrated pregnancy rates
statistically comparable to those of fresh embryos (33% vs 44%), representing a significant
advance for commercial field application. It was concluded that both techniques are
complementary and strategically important for Brazilian bovine reproductive biotechnology,
and that the adoption of standardized operating procedures is an indispensable condition for
reproducibility and excellence of results.

Keywords: cryoprotectants; embryo transfer; reproductive biotechnology.
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1. INTRODUCAO

A pecudria bovina ¢ um dos pilares da economia agropecuaria brasileira ¢ mundial. O
Brasil, detentor do maior rebanho comercial bovino do planeta, com aproximadamente 196,47
milhdes de cabegas em 2021 (USDA, 2022), ocupa posicao estratégica na producdo global de
carne e leite. Nesse contexto, as biotecnologias reprodutivas tornaram-se indispensaveis para
ampliar a eficiéncia produtiva e genética dos rebanhos, respondendo a crescente demanda por
alimentos de origem animal com qualidade e sustentabilidade.

Entre essas biotecnologias, a Transferéncia de Embrides (TE) destaca-se como uma das
ferramentas mais poderosas para a multiplicagdo de gendtipos superiores: por meio dela, uma
unica doadora de alto mérito genético pode gerar dezenas de descendentes por ano, acelerando
a disseminacgao de caracteristicas desejaveis como ganho de peso, producao leiteira e resisténcia
a doengas (B9, 2013; Chaves; Alves, 2023). O Brasil consolidou-se como o maior transferidor
de embrides bovinos do mundo, figurando entre os principais protagonistas globais na producao
e transferéncia de embrides produzidos in vitro (PIVE). Estima-se, inclusive, que o nimero real
de transferéncias seja superior ao oficialmente reportado, j4 que o volume de bainhas
comercializadas supera em mais de 119% os procedimentos registrados (IETS, 2023).

Paralelamente, a criopreservacdo embriondria tornou-se etapa fundamental para a
logistica, a comercializagdo e a preservagdo do material genético. O armazenamento a longo
prazo em nitrogénio liquido (—196 °C) superou as limitagdes geograficas e temporais da
transferéncia a fresco, viabilizando o transporte internacional de genoétipos de alto valor e a
constituicdo de bancos de germoplasma para a conservacao de racas ameacgadas (Phillips;
Jahnke, 2016; Chaves; Alves, 2023).

Historicamente, o congelamento convencional (ou lento) foi o primeiro método
amplamente utilizado na rotina da TE bovina, baseado em curvas de resfriamento controladas
e crioprotetores em concentracdes moderadas (Leibo; Mazur, 1978; Mapletoft, 2013). Embora
eficiente para embrides produzidos in vivo, mostrou-se limitado para os embrides PIVE, cuja
composi¢ao lipidica diferenciada confere maior sensibilidade ao choque térmico (Lohuis, 1995;
Mapletoft, 2013). Em resposta, desenvolveu-se a vitrificagdo, descrita inicialmente por Rall e
Fahy (1985), que consiste na solidificacdo ultrarrdpida de uma solugdo altamente concentrada
de crioprotetores, impedindo a formagao de cristais de gelo por transi¢ao vitrea e representando
um avango substancial na preserva¢do da viabilidade embrionaria, sobretudo dos embrides in

vitro (Vajta; Kuwayama, 2006). O aprimoramento dos dispositivos, como as palhetas abertas



estiradas (Open Pulled Straw, OPS), de Vajta et al. (1997), permitiu taxas de resfriamento
superiores a 20.000 °C/min com volumes minimos de solugdo, seguidas por geracodes
posteriores como Cryotop, Cryoleaf e sistemas fechados (HSV), que conciliam eficiéncia e
seguranga sanitaria (Kuwayama et al., 2005).

Em paralelo, a técnica de Direct Transfer (DT), desenvolvida por Leibo (1984) e
aprimorada por Dochi et al. (1995), emergiu como alternativa pratica para embrides produzidos
in vivo. Nela, os embrides sdo criopreservados em palhetas convencionais com etilenoglicol
em concentragdes que permitem o descongelamento e a inovulagdo diretamente na receptora,
sem etapas intermedidrias de remo¢dao do crioprotetor (Santin et al., 2009), vantagem
consideravel em condi¢des de campo.

A adocgdo crescente dessas técnicas demanda materiais que sistematizem as boas praticas
de cada metodologia, uma vez que a auséncia de padronizagdo ¢ apontada como uma das
principais causas de variabilidade nos resultados e nas taxas de prenhez obtidas em campo
(FAO, 2021; Pinto, 2022). Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo realizar uma
revisdo de literatura sobre as técnicas de vitrificagdo e Direct Transfer aplicadas a
criopreservacdo de embrides bovinos, com énfase nas boas praticas que fundamentam sua
execucao segura, eficiente e padronizada, comparando-as sob os aspectos técnicos, biologicos,
logisticos e econdmicos, a fim de subsidiar profissionais da area e o desenvolvimento de

protocolos operacionais padronizados (POPs) aplicaveis a realidade brasileira.



2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma revisdo de literatura abrangente e aprofundada sobre as técnicas de

vitrificag¢do e Direct Transfer aplicadas a criopreservagdo de embrides bovinos, com énfase nas

boas praticas que fundamentam a execucdo segura, eficiente e padronizada desses

procedimentos, visando subsidiar a elaboracao de um manual técnico para uso profissional na

area de reprodugdo animal bovina.

2.2 Objetivos especificos

Descrever o panorama atual das biotecnologias reprodutivas bovinas, contextualizando a
importancia da transferéncia de embrides e da criopreservacdo embrionaria para o

melhoramento genético e a produtividade dos rebanhos bovinos no Brasil € no mundo.

Apresentar os fundamentos criobioldgicos que embasam os processos de criopreservagao de
embrides bovinos, incluindo os mecanismos de formacdo de cristais de gelo, o efeito
solucdo, a recristalizagdo e os principios de agdo dos crioprotetores permeantes € nao

permeantes.

Caracterizar a técnica de vitrificagdo em seus aspectos historicos, técnicos e operacionais,
descrevendo os principais protocolos de solugdes vitrificantes, os dispositivos disponiveis
(palhetas convencionais, OPS, Cryotop e sistemas fechados) e os procedimentos de

desvitrificagdo e reidratagdo embrionaria.

Caracterizar a técnica de Direct Transfer em seus aspectos historicos, técnicos e
operacionais, descrevendo os protocolos de congelamento lento com etilenoglicol, a
compatibilidade com diferentes crioprotetores e os resultados reprodutivos reportados na

literatura para embrides in vivo e in vitro.

Comparar as técnicas de vitrificagdo e Direct Transfer quanto as taxas de sobrevivéncia e
prenhez, as vantagens e limitacdes de cada método, as indicagdes praticas de uso e a relagdo

custo-beneficio no contexto da reprodugdo bovina em campo e em laboratorio.

Sistematizar as boas praticas aplicaveis a criopreservacao de embrides bovinos, abrangendo
as condi¢des adequadas de laboratério e biosseguranga, 0 manuseio € armazenamento

corretos em nitrogénio liquido, os procedimentos de controle de qualidade e rastreabilidade,



e a identificacdo dos erros técnicos mais comuns com suas respectivas estratégias de

prevencgao.

— Fornecer embasamento cientifico e técnico atualizado para a elaboracao de Procedimentos
Operacionais Padrao (POPs) voltados a execugdo da criopreservagao de embrides bovinos

por vitrificagdo e Direct Transfer em condi¢des de campo e de laboratorio.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Reproducio bovina e transferéncia de embrides

3.1.1 Panorama da reproducio assistida em bovinos

A reproducdo assistida em bovinos compreende um conjunto de biotecnologias
desenvolvidas ao longo do século XX e aprimoradas progressivamente até os dias atuais. Essas
tecnologias tém como objetivo central ampliar o potencial reprodutivo de animais
geneticamente superiores, reduzir o intervalo entre geragdes e acelerar o progresso genético nos
rebanhos. Podem ser classificadas em quatro geracdes distintas, cada uma representando um
salto qualitativo em relacdo a anterior (Rodrigues; Bertolini, 2019).

A primeira geracdo ¢ representada pela Inseminacao Artificial (IA), técnica
demonstrada como efetiva pelo bidlogo Lazzaro Spallanzani no século XVIII e aperfeicoada
para aplicacdo pratica na pecudria pelo russo Ivanoff no inicio do século XX. A IA possibilita
que um unico reprodutor de alto mérito genético seja capaz de fecundar centenas de fémeas por
ano, por meio da coleta, processamento e criopreservagdo do sémen, permitindo sua
distribui¢do ao redor do mundo. No Brasil, segundo a Associagdo Brasileira de Inseminagao
Artificial (ASBIA), em 2021, 73,4% dos municipios brasileiros ja utilizavam alguma forma de
inseminagao artificial em bovinos de corte ou leite (Rodrigues; Bertolini, 2019).

A segunda geracdo ¢ representada pela Transferéncia de Embrides (TE), técnica
comercialmente estabelecida a partir da década de 1970. O primeiro bezerro nascido a partir de
transferéncia de embrides foi no ano de 1951 (Willett et al., 1951 Martins et al, 2004), mas foi
somente com o desenvolvimento dos métodos ndo cirtirgicos de coleta e transferéncia, e com a
disponibilidade da prostaglandina F2a para sincronizacao, que a técnica se tornou pratica o
suficiente para execugdo a campo (Martins et al, 2004). Por meio da TE, fémeas doadoras de
alto mérito genético sao superovuladas e inseminadas artificialmente, e os embrides produzidos
sdo coletados e transferidos para fémeas receptoras de menor valor zootécnico. Enquanto na
reproducao natural uma vaca produz no maximo uma cria por ano, com a TE ¢ possivel obter
dezenas de descendentes por doadora no mesmo periodo (Rodrigues; Bertolini, 2019).

A terceira geragao € representada pela Produgao /n vitro de Embrides (PIVE), tecnologia
que combina a aspiracao folicular guiada por ultrassom (OPU, Ovum Pick-Up), a maturagdo in
vitro (M1V), a fecundagdo in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV) de embrides. O primeiro

bezerro bovino produzido por fecundagdo in vitro nasceu em 1981, nos Estados Unidos



(Brackett et al., 1982, Mello et al, 2016). Em 1988, Pieterse ¢ colaboradores descreveram a
aspiracgao folicular transvaginal guiada por ultrassom (OPU), tornando viavel a coleta repetida
de odcitos em fémeas vivas, o que impulsionou decisivamente a aplicacdo comercial da PIVE
(Batistela et al., 2023). No Brasil, a PIVE teve inicio em 1990, e o pais se tornou, nas décadas
seguintes, o maior produtor e transferidor de embrides bovinos PIVE do mundo (Mello et a/,
2016; IETS, 2023).

A quarta geracdo de biotecnologias compreende técnicas de manipulagdo genética,
clonagem somatica e edi¢ao génica (CRISPR-Cas9), ainda em fase de desenvolvimento e
validagdo para aplicagdo comercial em larga escala. Essas tecnologias vislumbram a
possibilidade de introduzir ou eliminar genes especificos antes ou apos a fertilizagdo, com
potencial impacto transformador na producao animal (Rodrigues; Bertolini, 2019).

O Brasil ocupa posicdo de destaque mundial em todas essas biotecnologias,
especialmente na PIVE e na TE. De acordo com dados do IETS (2023), o pais figura
consistentemente entre os lideres mundiais em inovulagdo embrides bovinos in vitro. O
desenvolvimento do setor ¢ impulsionado pela combinagdo de um rebanho bovino extenso, alta
disponibilidade de doadoras e receptoras, clima favoravel, e intensa atividade de pesquisa nas
universidades e institui¢des nacionais, como a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), a Universidade de Sdo Paulo (USP), a Universidade Estadual Paulista (UNESP), a
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e outras (IETS, 2023; Pugliesi et al., 2024).

3.1.2 Producio e coleta de embrides bovinos

A produgdo de embrides bovinos para fins de transferéncia pode ocorrer por duas vias
principais: a producdo in vivo, por meio de protocolos de superovulacido seguidos de coleta
uterina; e a producao in vitro, mediante aspiracao folicular, fecundagdo e cultivo em laboratorio
(Mapletoft, 2013; Phillips; Jahnke, 2016; Pugliesi ef al., 2024).

Na produgdo in vivo, o protocolo de superovulacdo ¢ o passo fundamental. A doadora
recebe aplicagdes de Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) ou de gonadotrofina corionica
equina (eCG), geralmente em associagao com progestagenos e prostaglandinas, com o objetivo
de estimular o desenvolvimento simultaneo de multiplos foliculos. A superovulagdao pode ser
iniciada por dois tipos de protocolo: o Protocolo Cléassico de Superovulagao (PSC), que
pressupde inicio do tratamento hormonal entre o 8° e 0 10° dia ap0s o cio, assumindo padrao de

duas ondas foliculares; e o Protocolo Melhorado de Superovulagdo (PSM), que garante o inicio



do tratamento no comec¢o de uma nova onda folicular, assegurando desenvolvimento folicular
mais uniforme e respostas superovulatoérias mais previsiveis (Paixao, 2015).

Apos a inseminacao artificial da doadora, a coleta dos embrides ¢ realizada entre 0 6° e
o 7° dia ap0s o inicio do cio, por meio da técnica ndo cirurgica de lavagem uterina (flushing).
Para tal, a doadora ¢ contida em tronco, submetida a anestesia epidural baixa com lidocaina 2%
e a antissepsia perianal e vulvar. Uma sonda de dois vias (sonda de Rumpf ou Foley) ¢
introduzida transcervicalmente até o corpo uterino ou os cornos uterinos. O baldo da sonda ¢
inflado para vedacao, e o tutero ¢ perfundido com Meio de Dulbecco modificado (DPBS) pré-
aquecido a 25°C, pH 7,2 e osmolaridade de 290 mOsmol, em volumes de 500 mL a 1 litro por
vaca, distribuidos em duas a trés lavagens (Oliveira, 2013; Rumpf et a/., 2000).

O liquido de coleta ¢ filtrado em um filtro de embrides (EmCon) com malha de 75
micrometros, transferido para uma placa de Petri e avaliado sob estereomicroscopio com
aumento de 10 a 40 vezes. Os embrides e o6citos ndo fecundados sao identificados por estagio
de desenvolvimento e qualidade morfologica, e transferidos para tubos com meio de
manutengao até o processamento definitivo (Stringfellow; Givens, 2007).

Na produgdo in vitro, os oocitos sdo coletados por aspiragao folicular guiada por
ultrassom (OPU). A doadora é contida e os ovarios sdo visualizados por ultrassonografia
transretal. Utilizando uma agulha acoplada a um transdutor de ultrassom e conectada a uma
bomba de vacuo, os foliculos de 2 a 8§ mm de diametro sdo puncionados e os odcitos aspirados.
Uma doadora pode fornecer em média 8 oocitos viaveis por sessao de OPU, embora seja
habitual aspirar em torno de 20 oocitos por animal (Mendonga, 2023). Os odcitos coletados
passam pelas etapas de sele¢@o morfoldgica do complexo cumulus-o6cito (COC), maturagio in
vitro (18-24 horas a 38,5°C, 5% CO.), fecundagdo in vitro com sé€men selecionado e
capacitado, e cultivo embrionario por 7 a 9 dias até¢ o estdgio de blastocisto (Rodrigues;
Bertolini, 2019).

A selecdo dos odcitos imaturos para a PIVE ¢ realizada com base na morfologia do
COC, dividida em 4 classificagdes: Oocitos Grau I apresentam trés ou mais camadas de células
do cumulus integras e citoplasma homogéneo e sdo considerados de alta viabilidade. Oocitos
Grau II tém duas camadas de cumulus e citoplasma ligeiramente granuloso, sendo ainda
considerados viaveis. Odcitos Grau III e IV, com cumulus escasso ou ausente e citoplasma
degenerado, sdo normalmente descartados (Mendonga, 2023). Essa selecdo rigorosa ¢ essencial
para a eficiéncia da PIVE, pois a qualidade do o6cito determina diretamente a taxa de produgao

de blastocistos e, em ultima analise, a capacidade dos embrides de sobreviver a criopreservagao.



3.1.3 Avaliacao e classificacio dos embrides

A avaliacdo e classificagdo morfologica dos embrides ¢ etapa imprescindivel antes da
transferéncia ou criopreservacdao, determinando quais estruturas possuem potencial de
desenvolvimento satisfatorio. O sistema de classificacdo internacionalmente adotado ¢ o
preconizado pela International Embryo Technology Society (IETS), descrito no manual de
Stringfellow e Seidel (1998) e atualizado por Stringfellow e Givens (2007), que leva em
consideracao dois critérios principais: o estagio de desenvolvimento e a qualidade morfologica
(Viana, 2009; Rumpf et al., 2000).

Quanto ao estagio de desenvolvimento, os embrides coletados no 7° dia pds-cio podem
ser classificados nos seguintes estagios: (1) 6vulo ndo fecundado; (2) embrido de 2 a 12 células;
(3) moérula inicial; (4) morula compacta; (5) blastocisto inicial; (6) blastocisto; (7) blastocisto
expandido; (8) blastocisto eclodido. Embrides nos estagios 3 a 7 sdo considerados adequados
para criopreservagao e transferéncia, sendo o blastocisto expandido (estagio 7) o estagio mais
utilizado em programas de vitrificagdo e Direct Transfer por apresentar maior nimero de
células e zona pelucida ainda integra (Stringfellow; Givens, 2007; Viana, 2009).

Quanto a qualidade morfoldgica, os embrides sdo classificados em quatro graus segundo
os critérios da IETS. O Grau 1 corresponde a embrides excelentes ou bons: estrutura simétrica,
blastdomeros uniformes e bem delimitados, com até 15% de material celular degenerado ou
extrusado. O Grau 2 corresponde a embrides regulares: irregularidades leves na forma e
compactacdo, com 15 a 25% de material extrusado, viabilidade ainda considerada aceitavel. O
Grau 3 indica embrides pobres: irregularidades moderadas a severas, mais de 25% de células
degeneradas, viabilidade duvidosa. O Grau 4 representa estruturas mortas ou degeneradas, sem
potencial de desenvolvimento (Stringfellow; Givens, 2007).

Embrides de Grau 1 e 2 sdo selecionados para criopreservacao ou transferéncia direta,
sendo os de Grau 1 os que consistentemente apresentam maiores taxas de prenhez. Embrides
de Grau 3 podem ser transferidos a fresco para receptoras em condi¢des reprodutivas
excepcionais, mas nao se recomenda sua criopreservagdo, dada a alta probabilidade de falha
pos-descongelamento. A qualidade morfolégica do embrido €, portanto, um dos principais
fatores preditivos do resultado reprodutivo final, independentemente do método de

criopreservacao utilizado (Lopatarova ef al., Santin et al., 2009).

3.2 Criopreservacao de embrioes bovinos



3.2.1 Historico e evolu¢ao da criopreservacgao

A histéria da criopreservacdo de embrides de mamiferos esta intimamente ligada ao
avanco do conhecimento em criobiologia e ao desenvolvimento das biotecnologias
reprodutivas. O marco inicial de toda a criobiologia aplicada a reprodu¢do animal foi a
descoberta de Polge e colaboradores (1949), que demonstraram acidentalmente a agdo
crioprotetora do glicerol sobre espermatozoides bovinos durante o congelamento, descoberta
que viria a fundamentar décadas de pesquisa subsequente sobre crioprotetores (Mapletoft,
2013).

O primeiro congelamento bem-sucedido de embrides de mamiferos, especificamente de
camundongos, foi realizado por Whittingham et al. (1972) e, em paralelo, por Wilmut e Rowson
(1973). Neste mesmo ano, Wilmut e Rowson realizaram com sucesso a criopreservacao de
embrides ovinos, a espécie bovina seguiu-se imediatamente, com os primeiros resultados
publicados por Wilmut e Rowson (1973) e a consolidagdo da técnica ao longo da segunda
metade da década de 1970 (Dalcin; Lucci, 2010). Os primeiros protocolos baseavam-se no uso
de glicerol como crioprotetor, em concentragdes de 1,0 a 1,5 M, com resfriamento lento e
controlado até —35°C antes da imersao final em nitrogénio liquido a —196°C.

O desenvolvimento das técnicas de criopreservacdo de embrides bovinos ganhou
impulso consideravel na virada das décadas de 1970 para 1980, acompanhando o crescimento
comercial da transferéncia de embrides. Com o aumento de embrides excedentes provenientes
das superovulacdes e a demanda pelo armazenamento a longo prazo de material genético
bovino valioso, diversos grupos de pesquisa passaram a desenvolver e aperfeicoar protocolos
de congelamento (Ongaratto, 2009). Nesse periodo, o glicerol era o crioprotetor padrdao, mas
sua toxicidade tecidual exigia a remogao completa antes da transferéncia, tornando o processo
laborioso e sujeito a erros (Jove, 2011).

Um avango decisivo ocorreu com a introdugdo do etilenoglicol (EG) como crioprotetor
alternativo ao glicerol, na década de 1980. O EG apresenta menor peso molecular, maior
velocidade de permeacao celular e, fundamentalmente, menor toxicidade ao trato reprodutivo
da receptora em concentragdes usuais, o que viabilizou o desenvolvimento do método de
transferéncia direta (Direct Transfer ou One-Step), descrito por Leibo (1984) e aperfeicoado
por Dochi et al. (1995). Nesse método, o embrido ¢ congelado em solugdo de EG e transferido
para a receptora diretamente, sem etapa de remocdo do crioprotetor, simplificando

enormemente o fluxo operacional em campo (Leibo, 1984, Santin et al., 2009).
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Em paralelo, pesquisas sobre vitrifica¢@o tiveram inicio efetivo com Rall e Fahy (1985),
que descreveram a sobrevivéncia de embrides murinos submetidos a solidificagdo ultrarapida
em solucdes altamente concentradas de crioprotetores. A partir dai, uma sequéncia de avancos
em dispositivos e solugdes permitiu que a vitrificagdo se tornasse aplicavel a embrides bovinos:
as palhetas estiradas (OPS) por Vajta et al. (1998), o Cryotop por Kuwayama et al. (2005), e,
mais recentemente, o protocolo Embrapa Vitrificagdo Direta (VD), que combina vitrificacao
com transferéncia direta para embrides PIVE bovinos (Oliveira et al, 2024). Atualmente, a
vitrificagdo ¢ a técnica de referéncia para embrides produzidos in vitro, enquanto o Direct
Transfer permanece amplamente utilizado para embrides in vivo pela sua praticidade

operacional.

3.2.2 Principios biologicos da criopreservacao

A criopreservacao baseia-se no principio fundamental de reduzir a atividade metaboélica
celular a niveis proximos de zero pela diminui¢do drastica da temperatura, preservando a
viabilidade dos tecidos por periodos indefinidos sem que ocorra deterioracdo biologica
relevante. Contudo, o processo de resfriamento e congelamento expde as células a riscos
bioldgicos severos que, se nao forem adequadamente controlados, levam a morte celular
(Dalcin; Lucci, 2010).

O principal risco biologico associado ao congelamento ¢ a formagao de cristais de gelo
intracelulares. A medida que a temperatura diminui, a 4gua presente nos compartimentos
intracelular e extracelular tende a se solidificar, formando cristais que assumem formas e
tamanhos irregulares. Esses cristais causam danos fisicos diretos as membranas celulares, as
organelas e ao citoesqueleto, comprometendo, muitas vezes de forma irreversivel, a funcdo e a
integridade celular. Mesmo pequenos cristais, invisiveis & microscopia optica, podem provocar
lesdes suficientes para impedir o desenvolvimento embriondrio poés-aquecimento (Santin ef al.,
2009).

Além dos danos mecanicos diretos, o congelamento provoca o chamado efeito solucao:
a medida que o gelo se forma no meio extracelular, os solutos presentes se concentram
progressivamente no liquido intersticial remanescente. Esse gradiente osmotico forga a saida
de agua do interior da célula por osmose, promovendo desidratagao celular. Se o resfriamento
ocorre de forma muito lenta, a desidratacdo ¢ excessiva e pode causar danos osmoticos graves
as proteinas de membrana e as enzimas intracelulares. Se ocorre de forma muito rapida, a 4gua

nao tem tempo de sair da célula antes da solidificagdo, favorecendo a formagdao de gelo
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intracelular. Esse dilema define o que os criobiologistas denominam curva de resposta bifasica
ao resfriamento, que estabelece uma janela de velocidade de resfriamento 6tima para cada tipo
celular (Dalcin; Lucci, 2010).

O processo de reaquecimento apresenta riscos adicionais. Ao elevar a temperatura,
pequenos nucleos de cristais de gelo eventualmente formados durante o congelamento podem
crescer em um fendomeno denominado recristalizagdo, causando novos danos mecanicos as
estruturas celulares que ja sobreviveram ao resfriamento. Por isso, o protocolo de aquecimento
deve ser tao criteriosamente planejado quanto o de congelamento. A velocidade de aquecimento
deve ser suficientemente rapida para minimizar a janela de temperatura em que a recristalizacao
¢ mais provavel, geralmente entre —130°C e —60°C (Dalcin; Lucci, 2010).

O principio fundamental que orienta todos os protocolos modernos de criopreservagao
¢, portanto, a substituicio mdaxima da &4gua intracelular por crioprotetores antes do
congelamento, de modo a minimizar simultaneamente os danos osmoticos e a formagdo de
cristais de gelo. A eficiéncia dessa substituicdo define a qualidade do processo e determina
diretamente as taxas de sobrevivéncia e prenhez obtidas apds o descongelamento (Dalcin;

Lucci, 2010).

3.2.3 Crioprotetores: tipos, mecanismos de a¢do e toxicidade

Os crioprotetores (CPAs, Cryoprotective Agents) sdo substdncias que, ao serem
incorporadas as solugdes de processamento embriondrio, reduzem os danos provocados pelo
processo de criopreservacdo. Sao classificados em dois grandes grupos principais:
crioprotetores permeantes (intracelulares) e crioprotetores nao permeantes (extracelulares), que
exercem mecanismos de agdo complementares (Santin ef al., 2009; Dalcin; Lucci, 2010).

Os crioprotetores permeantes sdo moléculas de baixo peso molecular, capazes de
atravessar a membrana plasmatica e se distribuir tanto no espaco intracelular quanto no
extracelular. Atuam substituindo parte da dgua intracelular, reduzindo o ponto de congelamento
da solu¢do e aumentando sua viscosidade, o que dificulta a nucleagdo e o crescimento de cristais
de gelo. Os principais crioprotetores permeantes utilizados na criopreservacao de embrides
bovinos sdo o etilenoglicol (EG), o dimetilsulfoxido (DMSO), o glicerol e a dimetilformamida
(DMF). O etilenoglicol ¢ o mais amplamente empregado: seu peso molecular de 62 g/mol
confere alta velocidade de permeacdo celular, e sua toxicidade tecidual ¢ menor do que a do
glicerol, tornando-o compativel com o protocolo de transferéncia direta sem necessidade de

diluicao prévia (Santin et al., 2009; Pyles, 2006; Jove, 2011).
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O DMSO, embora muito eficaz como crioprotetor permeante, apresenta maior potencial
toxico que o EG, especialmente em altas concentracdes ou longos tempos de exposi¢ao. Por
i1sso, ¢ frequentemente utilizado em combina¢do com o EG, em formulagdes mistas, que
permitem reduzir a concentragdo individual de cada componente sem comprometer a eficacia
crioprotetora total. A combinagdo EG (20%) + DMSO (20%) ¢ uma das mais estudadas para
vitrificagdo de embrides bovinos e esta presente em inumeros protocolos publicados na
literatura (Pyles, 2006; Ramos et al, 2006).

Os crioprotetores ndo permeantes sdo macromoléculas ou carboidratos que permanecem
no espaco extracelular, exercendo efeito osmdtico protetor. Atuam promovendo a saida
controlada da dgua intracelular antes do congelamento e estabilizando a membrana plasmatica
durante o processo criogénico. Os principais crioprotetores ndo permeantes utilizados na
criopreservacao embrionaria bovina sdo a sacarose, a trealose, a rafinose e o soro fetal bovino
(SFB). A sacarose ¢ amplamente empregada nas solucdes de reidratacdo, em concentragdes
decrescentes (0,5 M — 0,25 M — 0,15 M — 0,0 M), para promover a reentrada gradual de
agua na célula apos o aquecimento sem provocar choque osmotico reverso (Santin et al., 2009).

A toxicidade dos crioprotetores constitui um dos principais desafios no
desenvolvimento de protocolos eficientes de criopreservagao. Todos os CPAs sdo, em maior ou
menor grau, citotoxicos, especialmente quando utilizados em altas concentragdes ou por longos
periodos de exposicao. A toxicidade se manifesta por alteragdes osmoticas, interferéncia no
funcionamento de enzimas e proteinas estruturais, danos ao DNA nuclear ¢ mitocondrial, e
comprometimento da integridade da membrana plasmatica. Para minimizar esses efeitos, os
protocolos modernos preconizam exposicdes escalonadas e de curta duragdo as solucdes de
crioprotetor, preferencialmente realizadas em temperatura reduzida, que diminui a velocidade
das reacodes citotoxicas (Dalcin; Lucci, 2010).

Pesquisas comparativas avaliando diferentes concentragdes e combinagdes de
crioprotetores demonstraram que ndo existe uma formula¢ao universalmente 6tima: a escolha
deve ser feita com base no tipo de embrido (in vivo ou in vitro), no estdgio de desenvolvimento,
no dispositivo de vitrificagdo empregado e na experiéncia técnica do operador. Entre as
formulagdes mais estudadas para vitrificagdo em OPS destacam-se: 20% EG + 20% DMSO +
0,5 M sacarose; 20% EG + 20% DMF + 0,5 M sacarose; € 40% EG + 0,3 M trealose + 20%
PVP (Pyles, 2006; Santin et al., 2009).

3.2.4 Efeitos do resfriamento e do congelamento sobre o embriio
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O embrido bovino ¢ uma estrutura multicelular com caracteristicas fisicas e fisiologicas
que determinam sua resposta especifica ao processo de criopreservacdo. O estagio de
desenvolvimento, a composi¢ao lipidica das células, a permeabilidade da membrana a agua e
aos crioprotetores, ¢ a integridade da zona pelucida sdo fatores que influenciam diretamente a
sobrevivéncia embriondria apds o congelamento (Dalcin; Lucci, 2010).

Uma das peculiaridades mais relevantes dos embrides bovinos produzidos in vitro
(PIVE) ¢ seu elevado conteudo de lipidios intracitoplasmaticos, especialmente na forma de
goticulas lipidicas visiveis ao microscopio de luz, que conferem ao embrido uma coloracio
escura e opaca caracteristica. Essa composi¢do lipidica diferenciada torna os embrides PIVE
particularmente sensiveis ao choque térmico (chilling injury), que consiste em danos celulares
causados pela redugdo de temperatura mesmo antes do inicio do congelamento propriamente
dito, j& na faixa de 0°C a 15°C, lipidios intracelulares podem solidificar e romper membranas.
Pesquisas demonstraram que embrides produzidos in vitro sdo significativamente mais
sensiveis ao chilling injury do que embrides in vivo, o que explica a maior dificuldade historica
em criopreservar embridoes PIVE com bons resultados pelo método de congelamento lento
convencional (Santin ef al., 2009; Ramos, 2025).

A resposta do embrido ao congelamento também ¢ influenciada pelo estagio de
desenvolvimento. Morulas compactas possuem blastdomeros densamente compactados e menor
espaco livre de dgua intracelular livre, conferindo-lhes certa resisténcia ao congelamento lento.
Blastocistos expandidos apresentam cavidade blastocélica proeminente, cujo colapso ¢
observado durante a criopreservacao como resultado da intensa movimentagao de agua para o
exterior da célula. Esse colapso ¢ fisiologico e temporario: a taxa de reexpansdo da blastocele
nas primeiras 1 a 2 horas ap6s o aquecimento ¢ considerada um dos melhores indicadores
praticos de viabilidade pds-criopreservagao (Stringfellow; Givens, 2007; Oliveira et al, 2024).

Estudos comparativos demonstraram que a velocidade de resfriamento ¢ um parametro
critico para a sobrevivéncia embrionaria. No congelamento lento, velocidades da ordem de
0,3°C/min a 0,5°C/min na regido critica de temperatura (entre —5°C e —35°C) sdo utilizadas,
com a indu¢ao manual ou automatica da nucleacao do gelo (seeding) para controlar a formacao
de cristais extracelulares. Ja na vitrificagdo, velocidades superiores a 20.000°C/min sao
atingidas com dispositivos como OPS e Cryotop, impedindo completamente a formagao de
qualquer cristal de gelo, tanto intra quanto extracelular (Vajta; Kuwayama, 2006; Dalcin; Lucci,

2010).
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O choque osmotico € outro risco associado a criopreservagdo, que pode ocorrer tanto
durante a adigdo dos crioprotetores quanto durante a sua remogao pos-aquecimento. Quando as
células sdo expostas subitamente a solugdes hiperosmoticas de crioprotetores, ocorre saida
rapida de 4gua e encolhimento celular brusco. A reentrada de dgua durante a reidratacdo
também pode causar inchaco celular excessivo caso seja feita de forma abrupta. Por isso, os
protocolos modernos preconizam etapas de equilibrio gradual, com solucdes de concentracao
crescente na adicdo e decrescente na remocao dos crioprotetores (Dalcin; Lucci, 2010; Jove,

2011).

3.3 Técnica de vitrificaciao

3.3.1 Fundamentos e principios da vitrificacio

A vitrificagdo ¢ definida como o processo pelo qual uma solu¢do liquida,
suficientemente concentrada em agentes crioprotetores, se solidifica durante o resfriamento
ultrarrapido assumindo um estado amorfo, denominado estado vitreo, sem a formagao de
qualquer cristal de gelo. Esse estado vitreo possui propriedades mecanicas de um sélido, mas
mantém a desordem molecular caracteristica de um liquido, preservando a estrutura interna das
células em uma condi¢@o cinéticamente paralisada sem os danos mecanicos dos cristais (Rall;
Fahy, 1985, Vajta; Kuwayama, 2006).

Historicamente, o conceito de vitrificagdo em criobiologia foi introduzido por Luyet
(1937), que propds a possibilidade de solidificar materiais bioldgicos sem formacao de cristais
por meio de resfriamento extremamente rapido. Contudo, a aplicagdo pratica em embrides de
mamiferos s6 foi demonstrada de forma replicavel por Rall e Fahy (1985), que vitrificaram
embrides de camundongos em solugdo contendo dimetilsulfoxido, acetamida, propilenoglicol
e polietilenoglicol. Desde entdo, inimeros estudos refinaram as formulagdes das solucdes
vitrificantes e os dispositivos de vitrificacdo, tornando a técnica progressivamente mais segura
e eficiente para diferentes espécies e tipos celulares (Rall; Fahy, 1985; Vajta; Kuwayama,
2006).

Para que a vitrificagdo ocorra de forma eficiente e segura, duas condi¢des fundamentais
precisam ser atendidas simultaneamente: (1) alta concentragdo de crioprotetores na solugdo,
suficiente para elevar a viscosidade e reduzir o ponto de nucleagao do gelo; e (2) velocidade de
resfriamento extremamente elevada, que impeca o crescimento de eventuais nucleos de

cristalizacdo. Modernamente, sabe-se que a reducdo do volume da solucao de vitrificacao ¢
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também um fator determinante: volumes abaixo de 1 pL permitem atingir taxas de resfriamento
muito superiores as obtidas com maiores volumes, pois a razao entre area de superficie e volume
aumenta exponencialmente com a reducdo do tamanho da gota (Vajta; Kuwayama, 2006;
Kuwayama et al., 2005).

A principal vantagem biologica da vitrificacdo sobre o congelamento lento reside
precisamente na eliminagdo completa dos cristais de gelo intracelulares. Com a auséncia de
cristais, os danos mecanicos as membranas, organelas e citoesqueleto sdo drasticamente
reduzidos, resultando em taxas de sobrevivéncia embriondria superiores, especialmente para
embrides produzidos in vitro, que sdo mais suscetiveis ao chilling injury e a cristalizagdo
intracelular durante o congelamento lento (Ramos, 2025).

E importante ressaltar que, embora a vitrificagdo elimine os cristais intracelulares, o
processo nao ¢ isento de riscos. As altas concentragdes de crioprotetores utilizadas exercem
toxicidade quimica e osmotica sobre as células. Além disso, a velocidade de reaquecimento
deve ser igualmente elevada para evitar a recristalizacdo durante o aquecimento. O sucesso da
vitrificagdo depende, portanto, do equilibrio preciso entre concentragdo crioprotetora, volume
de solugdo, velocidade de resfriamento e velocidade de aquecimento, pardmetros que se
influenciam mutuamente e que variam conforme o tipo e o estagio do embrido (Bos-Mikich,

2007).

3.3.2 Protocolos e solucdes vitrificantes

Os protocolos de vitrificagdo para embrides bovinos envolvem, em geral, duas etapas
sequenciais de exposicao a solugdes de crioprotetor em concentragdes crescentes, seguidas de
imersdo imediata no nitrogénio liquido. As solugdes sdo preparadas em meio de base (DPBS,
TCM-Hepes ou similar) suplementado com proteina, habitualmente soro fetal bovino (SFB) ou
albumina sérica bovina (BSA), para estabilizacio das membranas celulares durante a
manipulacdo (Vajta et al., 1998; Stringfellow; Givens, 2007).

A primeira etapa, denominada solugdo de equilibrio (SE ou SV1), objetiva a permeagao
parcial dos crioprotetores para o interior das células e a saida de parte da dgua intracelular por
osmose, sem causar danos osmaticos severos. O embrido ¢ exposto por 1 a 3 minutos a uma
solucao contendo concentracdes moderadas de crioprotetores permeantes, tipicamente 10% de
EG associado a 10% de DMSO, em meio de base com 5 a 10% de SFB. Recomenda-se que
essa etapa seja realizada em temperatura de 38°C—39°C para aumentar a fluidez das membranas

e a velocidade de permeagao dos crioprotetores (Pyles, 2006; Santin et al., 2009).
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A segunda etapa, denominada solu¢do de vitrificacdo (SV ou SV2), contém altas
concentragdes de crioprotetores permeantes, geralmente 20% de EG associado a 20% de
DMSO, acrescidas de um crioprotetor ndo permeante como sacarose (0,5 M) ou trealose, em
meio de base com SFB. A exposicdo do embrido a SV2 deve ser extremamente curta,
tipicamente de 20 a 30 segundos, dependendo do protocolo, para minimizar os efeitos
citotoxicos das altas concentragdes de crioprotetores. Apos esse breve periodo, o embrido ¢é
carregado no dispositivo de vitrificagdo e imerso imediatamente no nitrogénio liquido, sem
qualquer demora (Pyles, 2006; Santin et al., 2009; Vajta; Kuwayama, 2006).

Variagdes nesse protocolo bipartido sdo amplamente descritas na literatura. Trabalhos
conduzidos por Pyles (2006) avaliaram trés solu¢des de vitrificagdo distintas para embrides
bovinos em OPS: (1) 20% EG + 20% DMSO + 0,5 M sacarose; (2) 20% DMF + 20% EG + 0,5
M sacarose; € (3) 20% DMF + 20% DMSO + 0,5 M sacarose. Os resultados demonstraram
variagdes nas taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento in vitro entre os grupos, evidenciando
que a composicao da solucdo influencia significativamente o resultado, sendo a combinacao
EG+DMSO geralmente a de melhor desempenho para embrides PIVE bovinos (Pyles, 2006).

Protocolos comerciais padronizados, como os oferecidos por fabricantes como IMV
Technologies, Vitrolife e Inovate (kits Rapid-I, CBS HSV e similares), disponibilizam solugdes
de vitrificacdo com composicdo definida e testada, permitindo reprodutibilidade de resultados
entre laboratorios. Esses kits sdo amplamente utilizados em laboratérios de PIVE bovina no
Brasil e no mundo, e seus resultados publicados permitem comparagdes interinstitucionais mais

confiaveis do que formulagdes preparadas artesanalmente (Reyes, 2021).

3.3.3 Sistemas e dispositivos de vitrificacio

O dispositivo de vitrificagao € o suporte fisico no qual o embrido € carregado antes de
ser imerso no nitrogénio liquido. A escolha do dispositivo € determinante para a taxa de
resfriamento alcancada e, consequentemente, para o sucesso da vitrificacdo. A evolucdo dos
dispositivos ao longo das ultimas décadas reflete a busca continua por maior velocidade de
resfriamento, menor volume de solugdo vitrificante € maior seguranga sanitaria (Vajta;
Kuwayama, 2006; Marin et al., 2020).

As palhetas convencionais de 0,25 mL (French straws) foram os primeiros dispositivos
utilizados na vitrificagdo de embrides bovinos. Por possuirem paredes relativamente espessas e
acomodarem maior volume de solucdo, as taxas de resfriamento atingidas sdo relativamente

baixas (cerca de 2.500°C/min), o que exige concentragdes mais elevadas de crioprotetores para
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garantir a vitrificagdo. Sua vantagem ¢ a compatibilidade com inovuladores de transferéncia
convencionais, tornando o dispositivo compativel com a infraestrutura ja disponivel nos
laboratérios de PIVE. As palhetas de 0,5 mL apresentam desempenho inferior as de 0,25 mL
para vitrificagdo, sendo utilizadas principalmente em congelamento lento (Santin et al., 2009).

A Open Pulled Straw (OPS) representa um avango fundamental na vitrificacdo de
embrides bovinos. Desenvolvida por Vajta ef al. (1997, 1998), a OPS ¢ obtida a partir de uma
palheta convencional de 0,25 mL submetida a um processo de estiramento a quente, que reduz
seu diametro interno de aproximadamente 1,0 mm para 0,8 mm e sua espessura de parede de
0,15 mm para cerca de 0,07 mm. Com esse tratamento, o volume de solucao carregado ¢ inferior
a 1 uL e as taxas de resfriamento em contato direto com o nitrogénio liquido superam
20.000°C/min. A OPS proporcionou melhora expressiva nas taxas de sobrevivéncia e prenhez
com embrides PIVE vitrificados, tornando-se o dispositivo mais amplamente utilizado em
protocolos de pesquisa e em programas comerciais de PIVE bovina no Brasil (Vajta et al., 1998;
Ramos, 2025).

O Cryotop, descrito por Kuwayama et al. (2005), consiste em uma folha plastica
ultrafina (espessura de 0,4 mm) fixada a um cabo, na qual o embrido ¢ carregado em volume
minimo de solucdo vitrificante, inferior a 0,1 uL. O dispositivo € coberto por uma manga
protetora e imerso no nitrogénio liquido, atingindo taxas de resfriamento superiores a
23.000°C/min. Estudos com embrides e o6citos bovinos demonstraram que o Cryotop
proporciona taxas de reexpansdo e de maturidade nuclear superiores as obtidas com OPS e
palhetas convencionais, posicionando-o como um dos dispositivos de maior desempenho para
vitrificagdo de odcitos imaturos (Scielo, Cryotop, 2024; Kuwayama et al., 2005). Entretanto,
por ser um dispositivo aberto, o Cryotop expde o material biologico diretamente ao nitrogénio
liquido, suscitando preocupagdes regulatorias quanto ao risco de contaminagao cruzada entre
amostras (Marin et al., 2020).

Os sistemas fechados de vitrificagdo, como o High Security Vitrification (HSV), o
Rapid-I e o Cryopette, foram desenvolvidos para eliminar o contato direto do embrido com o
nitrogénio liquido, reduzindo o risco de contaminagao bioldgica. Nesses sistemas, o embriao ¢
envasado em camara selada antes da imersdo. A desvantagem ¢ a redugdo das taxas de
resfriamento em comparacao aos dispositivos abertos, o que pode exigir ajustes nos protocolos
de crioprotetores. Para uso em bancos de germoplasma de acesso regulado, em importagdo e

exportagdo de material genético, e em contextos onde biosseguranca € requisito prioritario, os
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sistemas fechados sdo a escolha recomendada pelas diretrizes internacionais (Marin et al., 2020;

Kuwayama et al., 2005).

3.3.4 Desvitrificacio e reidratacio embrionaria

A desvitrificagdo, ou processo de aquecimento e reidratacdo, ¢ a etapa que sucede o
armazenamento criogénico e precede a avaliagdo e transferéncia dos embrides vitrificados.
Assim como o resfriamento, o aquecimento deve ser realizado com extremo cuidado para evitar
a recristalizagdo, fendmeno em que pequenos nucleos de gelo, que podem ter se formado
durante a vitrificacdo, crescem ao atingir determinada faixa de temperatura, causando danos
mecanicos as estruturas celulares (Dalcin; Lucci, 2010).

Para evitar a recristalizagdo, o aquecimento deve ser realizado de forma ultrarrapida,
especialmente na faixa critica de —130°C a —60°C. Diferentes protocolos de aquecimento sao
utilizados dependendo do dispositivo de vitrificacdo empregado. Para OPS, o procedimento
mais comum consiste na imersao direta do dispositivo carregado com o embrido em solugdo de
reidratacao (sacarose 0,5 M ou 0,25 M) pré-aquecida a 37°C-39°C, com o embrido liberado
imediatamente na solucdo. O contato com a solugdo aquecida promove aquecimento
ultrarrapido, interrompendo qualquer possivel processo de recristalizagdo antes que os cristais
atinjam dimensdes danosas (Pyles, 2006; Ramos, 2025).

Para palhetas convencionais utilizadas no Direct Transfer, o aquecimento pode ser feito
ao ar por 10 segundos, seguido de imersdo em banho-maria a 37°C por 30 segundos. Em ambos
os casos, a velocidade de aquecimento deve ser estritamente controlada para garantir que a
transi¢do da temperatura criogénica para a fisioldgica ocorra de forma suficientemente rapida
para evitar a recristalizagao e suficientemente gradual para ndo provocar choque osmético ao
embrido (Pyles, 2006; Jove, 2011).

Apds o aquecimento, o embrido ¢ submetido a reidratacdo gradual, que consiste na
dilui¢do progressiva dos crioprotetores intracelulares e na reentrada controlada de 4gua na
célula. Esse processo ¢ realizado pela passagem sequencial do embrido por solugcdes com
concentragdes decrescentes de sacarose, tipicamente 0,5 M por 3 minutos, 0,25 M por 3 a 5
minutos, ¢ 0,00 M (apenas meio de base) por 5 minutos, a 38°C-39°C. A reidratacao
excessivamente rapida pode provocar choque osmotico reverso, causando inchago celular e lise.
A excessivamente lenta pode permitir a persisténcia de crioprotetores intracelulares em

concentragdes toxicas por tempo prolongado (Pyles, 2006; Dalcin; Lucci, 2010).
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Apds a reidratagdo, os embrides sdo avaliados morfologicamente sob
estereomicroscopio e colocados em cultivo in vitro por 1 a 2 horas, periodo durante o qual se
observa a reexpansao da blastocele como indicativo de viabilidade. De acordo com os dados da
Embrapa (2023) com o protocolo Embrapa Vitrificagdo Direta (VD), 95,6% dos embrides PIVE
submetidos a vitrificagdo e ao protocolo de aquecimento padronizado apresentaram reexpansao
da blastocele ja nas primeiras 2 horas de cultivo pds-aquecimento, demonstrando a eficécia do
protocolo de desvitrificacdo e reidratacao desenvolvido. Outros estudos com embrides PIVE
vitrificados em OPS e reaquecidos pelo protocolo de sacarose decrescente reportam taxas de
reexpansao que variam entre 60% e 95%, dependendo da qualidade do embrido, do protocolo

crioprotetor e das condigdes de laboratério (Ramos, 2025; Reyes, 2021).

3.3.5 Taxas de sobrevivéncia e prenhez

As taxas de sobrevivéncia e prenhez obtidas com embrides bovinos vitrificados variam
na literatura em fun¢do de multiplos fatores: tipo de embrido (in vivo ou in vitro), estagio de
desenvolvimento, grau de qualidade morfoldgica, dispositivo de vitrificacdo utilizado,
protocolo crioprotetor adotado, condi¢cdes do laboratorio e caracteristicas das receptoras. Em
linhas gerais, embrides in vivo respondem melhor a vitrificagdo do que os embrides PIVE, em
fun¢do de sua menor carga lipidica intracitoplasmatica e maior resisténcia ao chilling injury
(Santin ef al., 2009; Ramos, 2025).

Para embrides in vivo vitrificados em OPS, estudos relatam taxas de gestacao entre 45%
e 65%, comparaveis as obtidas com embrides a fresco de qualidade equivalente. (Lopatarova et
al; Santin et al., 2009), comparando vitrificagdio em OPS com o congelamento DT para
embrides in vivo, ndo encontraram diferenga estatisticamente significativa entre as taxas de
gestacao: 55,1% versus 54,1% para embrides Grau I, e 36,4% versus 32,9% para embrides Grau
I1, respectivamente. Esses resultados evidenciam que, para embrides in vivo de alta qualidade,
ambas as técnicas de criopreservacao sao equivalentes em eficacia reprodutiva (Lopatarova et
al.; Santin et al., 2009).

Para embrides PIVE, as taxas de gestagao apoés vitrificagdo situam-se tipicamente entre
25% e 50%, inferiores as taxas obtidas com embrides a fresco (40%—65%), mas com tendéncia
de melhora progressiva conforme os protocolos sdo aperfeicoados. (Martinez et al., 2002;
Ramos, 2025) afirmaram que a vitrificagdo pode ser utilizada com sucesso na criopreservacao
de embrides bovinos produzidos in vitro em programas comerciais. Estudos comparativos entre

congelamento lento e vitrificagdao para embrides PIVE demonstraram superioridade consistente
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da vitrificacdo: a taxa de expansdo embrionaria apds 24 horas foi de 89,0% e 86,2% para dois
protocolos de vitrificacdo avaliados por Cuervo-Arango et al. (Reyes, 2021), contra 73,6% para
o congelamento lento.

Um marco recente nessa area foi o desenvolvimento do Protocolo Embrapa Vitrificagdo
Direta (VD), que associa vitrificagdo com transferéncia direta (Direct Transfer) para embrides
PIVE. Os resultados in vitro demonstraram que 95,6% dos embrides Embrapa Vitrificagao
Direta (VD) estavam reexpandidos apos apenas 2 horas de cultivo. In vivo, as taxas de prenhez
foram de 33% para embrides Embrapa Vitrificacdo Direta (VD) versus 44% para embrides a
fresco, sem diferenca estatisticamente significativa. As taxas de perda gestacional também
foram similares (22% vs 20%), indicando que o protocolo Embrapa Vitrificagdo Direta (VD)
oferece resultados gestacionais comparaveis aos de embrides a fresco, representando um
avanco expressivo para a aplicagdo comercial da vitrificagdo em programas de campo (Oliveira
et al, 2024).

Estudos complementares realizados por pesquisadores da Universidade Auténoma de
Barcelona (Martinez-Rodriguez et al., 2021) demonstraram que um periodo de equilibrio mais
curto na SV1 melhora os desfechos pos-aquecimento de embrides bovinos PIVE vitrificados
pelo método in-straw (com transferéncia direta), resultando em maior sobrevivéncia e menor
indice de apoptose celular. Esses resultados corroboram a tendéncia de que a simplificagdo e
otimiza¢do dos tempos de exposicdo aos crioprotetores representam um caminho promissor
para o aprimoramento das técnicas de vitrificacdo com transferéncia direta (Martinez-

Rodriguez et al., 2021).

3.4 Técnica de Direct Transfer

3.4.1 Conceito e vantagens do Direct Transfer

O Direct Transfer (DT), também denominado transferéncia direta, congelamento One-
Step ou método de inovulagdo direta, ¢ uma técnica de criopreservagdo embriondria na qual o
embrido, apos o descongelamento da palheta, ¢ imediatamente inoculado no utero da receptora,
sem nenhuma etapa intermediaria de remocao do crioprotetor em bancada laboratorial. Essa
caracteristica confere ao DT uma praticidade operacional inigualdvel entre os métodos de
criopreservacdo embrionaria, tornando-o especialmente indicado para uso em programas de
transferéncia de embrides in vivo conduzidos em campo, onde infraestrutura laboratorial ¢

limitada ou inexistente (Leibo, 1984, Santin et al., 2009; Alta Genetics, 2024).
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O fundamento do DT reside na propriedade do etilenoglicol (EG) de ser bem tolerado
pelo trato reprodutivo das receptoras em concentragdes da ordem de 1,4 a 1,8 M, ao contrario
do glicerol, crioprotetor classico dos primeiros protocolos, que exigia diluicdo obrigatoria por
ser citotoxico ao endométrio. O EG ¢ absorvido rapidamente pelo utero e sua eliminagdo pelo
trato reprodutivo ndo causa danos as células uterinas nem interfere com a implantacio
embrionaria, desde que utilizado nas concentragdes € volumes definidos para o protocolo DT
(Jove, 2011; Leibo, 1984, Santin et al., 2009).

As principais vantagens do Direct Transfer podem ser sistematizadas nos seguintes
pontos: (1) eliminacdo das etapas de descongelamento em banho-maria, avaliacdo pos-
descongelamento e remocgao do crioprotetor, reduzindo o tempo de manipulagdo do embrido
fora do nitrogénio liquido a segundos; (2) reducdo de riscos de contaminacado, lesdo mecanica
e variagoes de temperatura durante o processamento pds-descongelamento; (3) possibilidade de
execugdo em campo sem laboratorio, bastando dispor de um canister de nitrogénio liquido, um
inovulador de embrido padrao de 0,25 mL e o protocolo de suporte minimo; (4) reducdo de
custos operacionais, pela dispensabilidade de equipamentos de descongelamento, reagentes
especificos para remog¢ao do crioprotetor e estrutura laboratorial no local de transferéncia; (5)
maior rastreabilidade logistica, pois o embrido permanece na mesma palheta de congelamento
desde o processamento em laboratorio até a inovulag@o na receptora; e (6) menor variabilidade
operacional entre técnicos de campo, pela simplificagdo do protocolo (Alta Genetics, 2024;

Santin et al., 2009; Rumpf, 2007).

3.4.2 Protocolos aplicados ao Direct Transfer

O protocolo classico de Direct Transfer, consolidado a partir dos trabalhos de Leibo
(1984) e Dochi et al. (1995), envolve as seguintes etapas sequenciais: (1) avaliacao e selecao
do embrido (Grau 1 ou 2, estagio de blastocisto ou blastocisto expandido); (2) equilibrio do
embrido em solugdes com concentracdes crescentes de EG, habitualmente 0,5 M por 5 minutos,
seguido de 1,0 M por 5 minutos, para promover a permeagao gradual do crioprotetor ao interior
das células sem causar danos osmoticos bruscos; (3) transferéncia do embrido para a palheta de
0,25 mL contendo a solug¢ao de congelamento com 1,4 a 1,8 M de EG, com ou sem sacarose
(0,1 a 0,25 M) como crioprotetor ndo permeante auxiliar; (4) congelamento em maquina de
curva controlada, com velocidade de —0,3°C/min a —0,5°C/min até —7°C; (5) indu¢do da

nucleacdo do gelo (seeding) a —7°C por método manual ou automatico; (6) continuag¢do do
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resfriamento a —0,3°C/min até¢ —35°C; e (7) imersdo final em nitrogénio liquido a —196°C
(Dochi et al., 1995; Santin et al., 2009; Cenatte, 2015; Viana, 2009).

O arranjo interno da palheta para DT ¢ padronizado e deve ser rigorosamente respeitado
para garantir que o embrido esteja adequadamente posicionado para a inovulag¢do: coluna de
meio de manutencdo (coluna 1) | bolha de ar | solug¢do crioprotetora com o embrido (coluna
central) | bolha de ar | coluna de meio de manuteng¢@o (coluna 2). As colunas de meio funcionam
como amortecedores das extremidades, e as bolhas de ar delimitam e protegem a coluna central
onde o embrido esta contido. Esse arranjo € essencial para que o embrido nio entre em contato
com o émbolo do inovulador e para que a inovulagdo seja feita com precisdo (Stringfellow;

Givens, 2007; Viana, 2009).

4 cm (meio) 6cm (PBS) .

R T R
1cm (ar)

Figura 1 - Palheta de 0,25mL acoplada a ponteira e seringa para carregar as solugdes
(acima) e desacoplada (abaixo), contendo coluna de PBS, coluna de ar, e
coluna de meio de reaquecimento

Fonte: Embrapa

Estudos realizados por Dochi et al. (1995), comparando solugdes com 1,8 M de EG puro
e 1,8 M de EG + 0,25 M de sacarose para congelamento DT de morulas e blastocistos bovinos
in vivo, obtiveram taxas de gestacdo de 69% e 52%, respectivamente, apos inovulacdo direta
nas receptoras. Esses resultados indicaram que, para embrides in vivo de alta qualidade, o DT
com EG puro apresentou desempenho superior a combinag¢do com sacarose naquele protocolo
especifico, possivelmente pela maior toxicidade osmética da combinagdo. Contudo, pesquisas
subsequentes com diferentes concentragdes de sacarose obtiveram resultados distintos,
demonstrando que o efeito da sacarose ¢ dependente da concentragao utilizada (Dochi et al.,
1995, Santin et al., 2009).

Variagdes do protocolo de DT publicadas na literatura incluem modificagcdes na
concentragdo de EG (de 1,0 M a 2,0 M), adig¢@o de diferentes crioprotetores ndo permeantes
(sacarose, trealose, rafinose), variacdes na temperatura de seeding, ajustes na velocidade de
resfriamento e no uso de maquinas automaticas de congelamento versus curvas manuais. A
Embrapa (2011) padronizou um protocolo de DT para embrides in vivo com 1,5 M de EG em
PBS + 10% de SFB, com seeding manual a —7°C e mergulho em nitrogénio liquido a —35°C,

que se tornou referéncia para os laboratdrios brasileiros de TE.
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O protocolo Embrapa Vitrificagdo Direta (VD) representa a evolugdo mais recente do
conceito de Direct Transfer, aplicado agora a vitrificagdo de embrides PIVE. Nesse protocolo,
o embrido PIVE vitrificado em OPS ¢ diretamente inserido na palheta de inovulacdo e
transferido para a receptora sem etapa de reidratagdo prévia em bancada, eliminando a
necessidade de equipamento de aquecimento no campo. A reidratagdo ocorre in vivo, no trato
reprodutivo da receptora. Os resultados publicados pela Embrapa (2023) demonstraram taxas
de prenhez de 33% para embrides Embrapa Vitrificacdo Direta (VD) versus 44% para embrides
a fresco, sem diferenga estatisticamente significativa, um resultado expressivo considerando a

simplicidade operacional do método (Oliveira et al, 2024).

3.4.3 Compatibilidade com diferentes crioprotetores

A compatibilidade do Direct Transfer com diferentes agentes crioprotetores € um tema
amplamente investigado na literatura, uma vez que a viabilidade do protocolo depende, em
ultima instincia, da tolerancia uterina da receptora ao crioprotetor presente na palheta no
momento da inovulagdo (Leibo, 1984; Dochi et al., 1995; Stringfellow; Givens, 2007;
Martinez-Rodriguez et al., 2021).

O glicerol, utilizado nos primeiros protocolos de congelamento de embrides bovinos, ¢
altamente eficaz como crioprotetor e foi durante décadas o padrdo no método convencional
(com remogdo obrigatoria). Em concentragdes necessarias ao congelamento (1,4 a 1,5 M), o
glicerol provoca irritacdo e toxicidade celular ao endométrio uterino quando inoculado
diretamente sem dilui¢ao prévia. Por isso, o glicerol ndo ¢ compativel com o protocolo de Direct
Transfer e sua aplicagdo requer rigorosamente a remog¢ao em bancada laboratorial (Jove, 2011;
Leibo, 1984, Santin et al., 2009).

O etilenoglicol ¢ o crioprotetor compativel com o DT por exceléncia. Seu baixo peso
molecular (62 g/mol), alta permeabilidade celular, alta solubilidade em 4gua e menor toxicidade
endometrial em concentragdes de 1,4 a 1,8 M permitem a inovulagdo direta sem
comprometimento da fertilidade da receptora. Estudos in vivo confirmaram que a presenca de
EG em concentragoes de até 1,8 M na palheta ndo afeta significativamente as taxas de
implantacdo embriondria em receptoras bovinas, desde que o volume total inovulado seja o
padrao da palheta de 0,25 mL (Jove, 2011; Dochi et al., 1995; Santin et al., 2009).

O propilenoglicol e o dimetilsulfoxido (DMSO) té€m sido avaliados como alternativas
ou associacdes ao EG em protocolos de DT. O propilenoglicol apresenta menor eficiéncia

crioprotetora que o EG para embrides bovinos € maior viscosidade, dificultando a manipulagao.
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O DMSO, embora eficaz como crioprotetor, apresenta toxicidade tecidual quando utilizado em
altas concentragdes e ¢ metabolizado em produtos volateis de odor caracteristico que podem
interferir com o microambiente uterino. Por essas razdes, o EG permanece como a escolha

preferencial para protocolos de DT em bovinos (Santin et al., 2009; Dalcin; Lucci, 2010).

3.4.4 Resultados e eficiéncia reprodutiva

A eficiéncia reprodutiva do Direct Transfer para embrides bovinos produzidos in vivo
¢ bem estabelecida na literatura, com taxas de gestacdo consistentemente boas e comparaveis
as obtidas com embrides a fresco quando os protocolos sdo corretamente executados. Estudos
conduzidos por Dochi et al. (1995) com embrides in vivo reportaram taxas de gestagdao de 69%
com DT em EG puro, resultados que equiparam o DT ao congelamento convencional com
remocao do crioprotetor e que fundamentaram a ado¢cao do método em escala comercial (Dochi
et al., 1995; Santin et al., 2009). Lopatarova et al. e Santin et al, em estudo comparativo de
maior escala com embrides in vivo, obtiveram taxas de prenhez de 54,1% para DT e 55,1%
para vitrificagdo em OPS com embrides Grau I, e de 32,9% e 36,4%, respectivamente, para
embrides Grau II. A auséncia de diferenga estatisticamente significativa entre os grupos reforca
a equivaléncia entre as duas técnicas para embrides de origem in vivo.

Para embrides PIVE, os resultados com DT convencional sao historicamente inferiores
aos obtidos com embrides in vivo, refletindo a maior sensibilidade dos embrides PIVE ao
chilling injury durante o congelamento lento. Taxas de gestacdo de 20% a 35% sdo
frequentemente relatadas para embrides PIVE congelados por DT em protocolos convencionais
(Cenatte, 2015; Oliveira et al, 2024). Esse desempenho inferior ¢ atribuido principalmente a
maior carga lipidica intracitoplasmatica dos embrides PIVE, que favorece os danos por chilling
injury durante a rampa de resfriamento lento do método convencional (Santin et al., 2009).

O protocolo Embrapa Vitrificagdo Direta (VD) foi desenvolvido justamente para
superar essa limitagdo, associando a prote¢do criobioldgica superior da vitrificagdo a
praticidade operacional do Direct Transfer. Com o protocolo Embrapa Vitrificagdo Direta
(VD), embrides PIVE vitrificados sdo transferidos diretamente para as receptoras sem etapa de
reidratagdo em laboratorio, e os resultados publicados (33% de prenhez para Embrapa
Vitrificacdo Direta (VD) vs 44% para embrides a fresco, sem diferenga estatistica) representam
um avango consideravel em relagdo aos resultados com DT convencional para embrides PIVE

(Oliveira et al, 2024).
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Na pratica comercial brasileira, o Direct Transfer consolidou-se como a técnica padrdo
para criopreservacao de embrides bovinos in vivo transferidos em campo. Empresas de
biotecnologia reprodutiva como a Alta Genetics comercializam embrides bovinos PIVE
congelados com tecnologia DT, destacando a facilidade operacional e a rastreabilidade como
diferenciais competitivos. A crescente demanda do mercado por embrides com tecnologia DT,
aliada ao desenvolvimento de protocolos como o Embrapa Vitrificagao Direta (VD), posiciona
o Direct Transfer como componente estratégico e dindmico do setor de biotecnologia

reprodutiva bovina brasileiro (Alta Genetics, 2024; Oliveira et al, 2024).

3.5 Comparativo entre Vitrificacao e Direct Transfer

3.5.1 Vantagens e limitacoes de cada técnica

A andlise comparativa entre a vitrificagdo e o Direct Transfer deve ser realizada com
base em multiplos critérios, que incluem eficiéncia biolodgica (taxas de sobrevivéncia e
prenhez), complexidade técnica, requisitos de infraestrutura, biosseguranca, custo-beneficio e
adequacdo ao tipo de embrido utilizado (Mapletoft, 2013; Phillips; Jahnke, 2016; Dalcin; Lucci,
2010; Stringfellow; Givens, 2007; Pugliesi et al., 2024).

A vitrificagdo apresenta como principais vantagens: (a) auséncia total de cristais de gelo,
resultando em taxas de sobrevivéncia superiores, especialmente para embrides PIVE; (b) taxas
de reexpansdo proximas a 100% com embrides de alta qualidade em protocolos bem
estabelecidos; (c) menor tempo total de processamento por embrido no momento do
congelamento; (d) flexibilidade para uso com diferentes dispositivos e volumes; e (e)
eliminacdo do risco de chilling injury durante a rampa de congelamento, que ¢ inexistente no
processo de vitrificagdo. Como limitagdes, a vitrificagdo exige: treinamento técnico especifico
para o manuseio dos dispositivos, especialmente OPS e Cryotop; infraestrutura laboratorial para
realizacdo do reaquecimento e da reidratagdo gradual; atengdo rigorosa ao controle dos tempos
de exposicao as solucdes; e, para protocolos com dispositivos abertos, medidas adicionais de
biosseguranga para evitar contaminacao cruzada (Vajta; Kuwayama, 2006; Marin et al., 2020).

O Direct Transfer destaca-se pela simplicidade operacional: o técnico de campo pode
descongelar e inovular o embrido sem infraestrutura laboratorial, utilizando apenas o canister
de nitrogénio e o inovulador de transferéncia padrdo juntamente com a bainha. Isso reduz
significativamente o nimero de etapas e a probabilidade de erros humanos durante o

processamento pods-descongelamento. Adicionalmente, o DT elimina os riscos de danos
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decorrentes do manuseio laboratorial pos-descongelamento, aquecimento por contato manual,
choque osmotico durante a remog¢ao do crioprotetor, contaminacao durante a remocao. As
principais limitagdes sdo: (a) menor eficiéncia para embrides PIVE, que sdo mais sensiveis ao
chilling injury durante o congelamento lento; (b) necessidade de equipamento de congelamento
lento com curva controlada (maquina programavel) no momento do processamento dos
embrides em laboratério; (c) maior variabilidade de resultados quando o protocolo de
congelamento nao ¢ executado com rigor técnico (Cenatte, 2015; Alta Genetics, 2024).

Em sintese, para embrides bovinos produzidos in vivo de alta qualidade morfologica,
ambas as técnicas apresentam resultados reprodutivos equivalentes. A escolha entre elas deve
ser guiada principalmente pelas condi¢des de campo, pela disponibilidade de infraestrutura e
pela experiéncia técnica da equipe. Para embrides PIVE, a vitrificacao ¢ tecnicamente superior
em termos de sobrevivéncia pds-criopreservacao, embora o protocolo Embrapa Vitrificagao
Direta (VD) ofereca uma alternativa pratica que busca combinar a eficiéncia biologica da
vitrificagcdo com a simplicidade logistica do DT (Oliveira et al, 2024; Lopatarova et al., Santin

et al., 2009).

3.5.2 Indicacoes praticas de uso

Com base na revisdo da literatura cientifica e nos dados técnicos disponiveis, ¢ possivel
estabelecer diretrizes praticas para a selecdo entre vitrificacdo e Direct Transfer nas diferentes
situagdes encontradas na rotina da reproducao bovina (Mapletoft, 2013; Phillips; Jahnke, 2016;
Stringfellow; Givens, 2007; Pugliesi et al., 2024).

A vitrificagdo ¢ indicada preferencialmente nas seguintes situagdes: (a) embrides
produzidos in vitro (PIVE), pela protecdo superior contra o chilling injury; (b) programas de
exportacdo ou transporte internacional de material genético, especialmente com dispositivos
fechados para cumprimento das exigéncias sanitdrias internacionais; (c¢) bancos de
germoplasma com exigéncias regulatérias especificas quanto a biosseguranca e a
rastreabilidade dos lotes; (d) laboratérios equipados com infraestrutura completa para
reaquecimento, reidratagdo e avaliacdo poOs-aquecimento; e (€) programas em que a
maximizacao das taxas de prenhez € o objetivo principal, independentemente do custo ou da
complexidade técnica (Marin et al., 2020; Vajta; Kuwayama, 2006; Oliveira et al, 2024).

O Direct Transfer ¢ indicado preferencialmente nas seguintes situacdes: (a) embrides
produzidos in vivo (por superovulagdo e lavagem uterina), que apresentam composicao lipidica

mais favoravel ao congelamento lento; (b) programas de TE conduzidos em campo, sem acesso
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a laboratorio equipado para reaquecimento e reidratacdo; (c) logistica de distribuicdo de
embrides para multiplas propriedades e técnicos, em que a simplicidade do protocolo de campo
¢ um diferencial decisivo; e (d) cendrios em que o custo operacional por embrido transferido €
um fator limitante, pois o DT dispensa reagentes e equipamentos especificos para o
processamento pos-descongelamento (Alta Genetics, 2024; Santin et al., 2009; Cenatte, 2015).

Uma tendéncia emergente ¢ a utilizagdo do protocolo Embrapa Vitrificagdo Direta
(VD), que associa vitrificagdo com transferéncia direta para embrides PIVE, em programas
comerciais de campo, ampliando gradualmente as fronteiras entre as duas técnicas. A medida
que kits comerciais de vitrificagdo com suporte para DT tornam-se mais acessiveis, espera-se
que essa abordagem hibrida ganhe espaco crescente no mercado brasileiro de biotecnologia

reprodutiva bovina (Oliveira et al, 2024; Rumpf, 2007).

3.5.3 Custo-beneficio e aplicabilidade no campo

A andlise de custo-beneficio entre vitrificagdo e Direct Transfer ¢ complexa e
dependente do contexto operacional especifico de cada programa de reprodugdo bovina.
Diferentes varidveis compdem o custo por embrido transferido: equipamentos de laboratoério,
reagentes, dispositivos, tempo de técnico, custo de transporte dos embrides, taxa de prenhez e
valor genético do embrido produzido (Phillips; Jahnke, 2016; Dalcin; Lucci, 2010; Mapletoft,
2013; Pugliesi ef al., 2024).

Para laboratérios de PIVE com alto volume de produgdo, os custos marginais dos
dispositivos de vitrificagdo e das solucdes especificas sdo diluidos pela escala, tornando a
vitrificagdo economicamente competitiva em relacdo ao congelamento lento. O custo de um
dispositivo OPS, por exemplo, ¢ minimo em relagdo ao valor de um embrido PIVE de alto valor
genético. Por outro lado, em programas de TE in vivo de menor escala realizados em campo, o
DT elimina a necessidade de equipamentos de reaquecimento e reagentes de remog¢do do
crioprotetor no local de transferéncia, traduzindo-se em redugdo significativa dos custos
operacionais por embrido transferido (Ramos, 2025; Cenatte, 2015).

A relagdo custo-beneficio deve também considerar as taxas de prenhez como variavel
central. Para embrides PIVE, mesmo que o custo de processamento pela vitrificagdo seja
marginalmente superior ao do DT convencional, a obtencdo de taxas de prenhez 10 a 15 pontos
percentuais superiores pode justificar amplamente esse diferencial de custo, especialmente
quando os embrides vitrificados sdo de genotipos de alto valor zootécnico (Reyes, 2021;

Oliveira et al, 2024).
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3.6 Bases legais e normativas para a criopreservaciao e transferéncia de embrides
bovinos no Brasil

A realizacdo de procedimentos de criopreservacao e transferéncia de embrides bovinos
no Brasil estd inserida em um conjunto de marcos regulatérios que visam garantir a
rastreabilidade, a sanidade animal e a padronizacdo das praticas executadas pelos
estabelecimentos envolvidos. O conhecimento dessas bases legais ¢ indispensavel para o
profissional da area de reproducdo animal, uma vez que orienta tanto a atuacgao técnica quanto
a adequacgao dos laboratérios e equipes as exigéncias do poder publico (Brasil, 2018; MAPA,

2023; Brasil, 2024a; Brasil, 2024Db).

3.6.1 Marco regulatorio federal: Lei n° 15.021/2024

A Lein®15.021, de 12 de novembro de 2024, constitui o principal marco regulatério do
material genético animal no Brasil. Referida lei dispde sobre o controle e a fiscalizagdo da
producdo, da manipulagdo, da importacdo, da exportacdo ¢ da comercializagdo de material
genético animal, abrangendo expressamente embrides, ooOcitos e demais materiais de
multiplicagdo de animais domésticos de interesse zootécnico (Brasil, 2024a). A norma revogou
a Lei n° 6.446/1977, que até entdo regulamentava a matéria, e representa uma atualizagdo
legislativa significativa para o setor de reproducdo animal, estabelecendo ainda as diretrizes
para o registro dos fornecedores junto ao 6rgdo federal competente como condicdo para o

exercicio das atividades de producao e comercializacao de material genético (Brasil, 2024a).

3.6.2 Registro e fiscalizacio dos estabelecimentos: Portaria SDA/MAPA n° 1.204/2024
No plano infralegal, a Portaria SDA/MAPA n° 1.204, de 28 de novembro de 2024,
regulamenta os procedimentos para registro, controle e fiscalizacdo dos estabelecimentos de
coleta e processamento de embrides de animais domésticos (Brasil, 2024b). Referida portaria
classifica esses estabelecimentos em trés categorias: o Centro de Coleta e Processamento de
Embrides (CCPE), onde os animais sdo reunidos para a realizagdo da coleta e do
processamento; o Estabelecimento Prestador de Servico em Coleta e Processamento de
Embrides (EPSE), que executa tais atividades em propriedades de terceiros para uso exclusivo
nessas propriedades; e o Centro de Produ¢do /n vitro de Embrides (CPIVE), destinado a
maturacao e fecundagao de odcitos e ao cultivo de embrides (Brasil, 2024b). A norma também

exige a elaboragdo e cumprimento de Procedimentos Operacionais Padrao (POPs),
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instrumentos que visam assegurar a qualidade, a identidade e a rastreabilidade do material

produzido em cada estabelecimento.

3.6.3 Rastreabilidade e identificacao dos embrides

A rastreabilidade ¢ um dos pilares centrais da regulamentacdo vigente. A Portaria
SDA/MAPA n° 1.204/2024 determina que os embrides obtidos de producdo in vivo sejam
envasados em embalagens com identificagdo minima obrigatoria, incluindo o cédigo DT para
embrides destinados a transferéncia direta, o nimero da palheta, o registro genealdgico da
doadora e a identificagdo do doador do s€émen, todos precedidos dos respectivos codigos de raca
padronizados internacionalmente (Brasil, 2024b). Essas exigéncias garantem a identificacio
inequivoca do material genético ao longo de toda a cadeia produtiva, sendo essenciais tanto

para fins comerciais quanto para o controle sanitario e genealdgico dos rebanhos bovinos.

3.6.4 Requisitos zoossanitarios para importacido de embrides bovinos: Instrucio
Normativa n° 38/2018

No que diz respeito ao transito internacional de material embrionario, a Instrugao
Normativa n° 38, de 25 de julho de 2018, incorpora ao ordenamento juridico brasileiro os
requisitos zoossanitarios do MERCOSUL para a importacdo de embrides de bovinos e
bubalinos coletados in vivo e produzidos in vitro (Brasil, 2018). A norma determina que os
embrides devem ser coletados, processados e armazenados em conformidade com as
recomendagdes do Codigo Sanitario para os Animais Terrestres da Organizagdo Mundial de
Saude Animal (OMSA) e do Manual da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
(IETS), sendo obrigatoria a utilizagdo do protocolo de lavagens suplementares com tripsina
(Brasil, 2018). Adicionalmente, apos as lavagens, a zona pelicida de cada embrido deve ser
inspecionada com microscopio de aumento minimo de 50 vezes, verificando-se sua integridade
e a auséncia de material aderente em sua superficie (Brasil, 2018). Tais exigéncias evidenciam
a harmoniza¢do da legislacdo nacional com os padrdes internacionais de biosseguridade

aplicaveis a transferéncia embrionaria.

3.6.5 Fiscalizacdo permanente e responsabilidade técnica
O Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), por meio da estrutura de defesa
agropecuadria, ¢ responsavel pelo controle dos estabelecimentos de coleta e processamento de

embrides, bem como pelo monitoramento dos exames sanitarios dos animais doadores (Brasil,
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2024b). Os estabelecimentos registrados sdo obrigados ao envio periddico de relatérios de
producdo e comercializagcdo, e estao sujeitos a auditorias regulares conduzidas por Fiscais
Federais Agropecuarios (Brasil, 2024). Nesse contexto, o médico veterinario responsavel
técnico ocupa posicao central, respondendo pela conformidade de todas as etapas do processo,
desde a selecdo dos animais doadoras até o acondicionamento e expedicdo dos embrides
criopreservados, em observancia as disposicoes da Lei n° 15.021/2024 ¢ da Portaria

SDA/MAPA n° 1.204/2024.

3.7 Boas praticas na criopreservaciao de embrioes bovinos

A criopreservacdo de embrides bovinos, para que produza resultados reprodutivos
consistentes e sanitariamente seguros, depende nao apenas da escolha adequada do protocolo
técnico, mas também da adogdo rigorosa de boas praticas em todas as etapas do processo. Essas
praticas abrangem desde a estrutura fisica e o controle ambiental do laboratorio até o manuseio
e armazenamento do material biolégico em nitrogénio liquido, passando pelo controle de
qualidade dos insumos e pela rastreabilidade individual de cada embrido processado
(Stringfellow; Givens, 2007). A IETS estabelece, em seu Manual de Procedimentos, os padrdes
minimos internacionais que orientam a organizacdo dos laboratdrios de transferéncia de
embrides e a conduta dos profissionais envolvidos, reconhecendo que a padronizagdo das
rotinas ¢ condi¢do indispensdvel para a obtencdo de taxas de sobrevivéncia e prenhez
reprodutiveis entre laboratorios e ao longo do tempo (Stringfellow; Givens, 2007). No contexto
brasileiro, as exigéncias do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e as
diretrizes da FAO para a gestdo de bancos de germoplasma refor¢am essa perspectiva, ao
atribuir ao laboratorio responsabilidade técnica, sanitdria e documental sobre o material
genético processado (FAO, 2021; MAPA, 2023). Os tépicos a seguir detalham as principais

dimensodes das boas praticas aplicadas a criopreservacao embriondria bovina.

3.7.1 Condic¢oes de laboratério e biosseguranca

As boas praticas de laboratorio aplicadas a criopreservacao de embrides bovinos t€m
como objetivo garantir a viabilidade dos embrides processados, a seguranga sanitaria do
material bioldgico, a prote¢ao dos operadores e a reprodutibilidade dos resultados ao longo do

tempo. A padronizacao rigorosa das condi¢gdes laboratoriais ¢ condi¢do indispensavel para a
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obtencdo de resultados reprodutivos consistentes, rastredveis e auditaveis (Stringfellow;
Givens, 2007; FAO, 2021).

O laboratério destinado a criopreservagao de embrides deve atender a requisitos
minimos de infraestrutura: temperatura ambiente controlada entre 20°C e 25°C, auséncia de
correntes de ar e variacdes bruscas de temperatura durante a manipulacdo dos embrides,
iluminacao adequada para avaliacdo microscopica sem aquecimento excessivo das superficies
de trabalho, bancadas planas, antivibratorias e de facil higienizagdo. O acesso deve ser restrito
ao pessoal autorizado e treinado, e a limpeza e desinfec¢do das superficies deve ser realizada
com periodicidade definida, utilizando solugdes virucidas e bactericidas compativeis com os
materiais presentes (Stringfellow; Givens, 2007; Marin et al., 2020).

Os equipamentos essenciais para a criopreservacao embrionaria bovina incluem:
estereomicroscOpio com objetivas de 10 a 40 vezes com placa aquecedora integrada (38°C—
39°C), placa aquecida autbnoma para manuten¢do dos embrides durante a manipulacdo, pipetas
de transferéncia calibradas (volumes de 1 a 5 pL), dispositivos de vitrificacao (OPS, Cryotop,
palhetas), tanques de nitrogénio liquido para armazenamento e transporte, maquina automatica
de congelamento com curva programavel (para protocolos DT), e incubadora de CO: para
cultivo de avaliagdo pos-aquecimento. Todos os equipamentos devem ser calibrados
periodicamente, com registros de calibragdo disponiveis para auditoria (Stringfellow; Givens,
2007; Dalcin; Lucci, 2010).

A biosseguranca ¢ aspecto fundamental na rotina da criopreservagdo embrionaria,
especialmente considerando os riscos de transmissdo de patogenos através do material
biolégico e do nitrogénio liquido. O nitrogénio liquido, embora seja um meio criogénico estéril
no momento da producdo industrial, pode ser contaminado por patégenos presentes em
dispositivos de vitrificacdo abertos que entram em contato com o liquido do tanque. Estudos
publicados por Marin et al. (2020) demonstraram experimentalmente, em modelo de coelho,
que tanto a contaminagdo cruzada (de embrides para o nitrogénio) quanto a infec¢do cruzada
(do nitrogénio para os embrides) sdo possiveis quando dispositivos abertos sdo utilizados sem
medidas de segregacdo adequadas. Por esse motivo, o uso de dispositivos fechados ¢
recomendado para armazenamento em bancos de germoplasma e para transporte internacional,
onde a segregac¢do sanitaria € requisito regulatdrio (Marin et al., 2020; Joaquim, 2017).

No tocante a satde dos operadores, o manuseio de nitrogénio liquido exige uso
obrigatorio de luvas criogénicas de isolamento térmico, oculos de protecdo e avental de

protecao. Exposi¢do da pele ao nitrogénio liquido ou aos seus vapores pode causar queimaduras
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criogénicas graves em fragdes de segundo. Ambientes fechados com grande volume de
nitrogénio liquido exigem ventilagdo adequada para prevenir o deslocamento do oxigénio
atmosférico, fendmeno que pode levar a hipéxia dos operadores sem sinais de alerta prévio.
Detectores de oxigénio com alarme sonoro sdo recomendados em salas de armazenamento de

nitrogénio (Joaquim, 2017; , 2025).

3.7.2 Manuseio e armazenamento em nitrogénio liquido

O nitrogénio liquido (NL:) é o meio criogénico universalmente utilizado para
armazenamento de embrides bovinos e demais materiais bioldgicos criopreservados, por manter
temperatura constante de —196°C e apresentar disponibilidade industrial ampla e custo
acessivel. A manutengdo correta do nitrogénio e dos tanques criogénicos ¢ condigao
indispensavel para a preservagao da integridade do material armazenado a longo prazo (, 2025;
Joaquim, 2017).

Os tanques de nitrogénio liquido utilizados para armazenamento de embrides devem ser
submetidos a inspe¢ao regular quanto ao nivel de nitrogénio, que deve ser mantido acima do
minimo recomendado pelo fabricante, geralmente suficiente para manter todos os canisters e as
palhetas completamente submersos ou na fase de vapor de temperatura inferior a —150°C. A
perda de nitrogénio por evaporacdo ¢ inevitdvel e varia conforme o modelo do tanque, a
frequéncia de abertura, as condi¢des ambientais e o estado de vedacao do isolamento a vécuo.
Tanques modernos de alta performance apresentam taxas de evaporagdo inferiores a 0,1 L/dia,
mas tanques mais antigos ou danificados, especialmente aqueles com comprometimento do
isolamento a vacuo, podem perder volumes significativamente maiores (, 2025).

O monitoramento do nivel de nitrogénio deve ser realizado com sensores automaticos
de nivel, associados a alarmes de baixo nivel com disparo em tempo real. Em laboratorios e
centrais de genética de grande porte, recomenda-se a utiliza¢do de sistemas de monitoramento
redundantes com leituras de temperatura e nivel a cada 15 a 30 minutos, registros automatizados
e alerta remoto por SMS ou aplicativo dedicado. Essa estrutura garante a cadeia de custodia
ininterrupta do material biologico e permite a intervencao imediata em caso de falha do tanque
ou queda do nivel de nitrogénio (, 2025; Joaquim, 2017).

O sistema de organizagdo interna dos tanques ¢ fundamental para a rastreabilidade e o
acesso eficiente ao material armazenado. Os canisters (gaiolas cilindricas de aluminio) devem
ser numerados e associados a registros detalhados de seu conteudo. Cada gobelet (copo plastico

dentro do canister) deve corresponder a um lote especifico de palhetas, com identificagdo clara
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por cor, nimero ou codigo alfanumérico. A organizacdo hierdrquica tanque — canister —
gobelet — palheta, com registro fiel em planilha eletronica ou software de gestdo de

germoplasma, ¢ a estrutura recomendada para garantir rastreabilidade completa de cada
embrido armazenado (Stringfellow; Givens, 2007; , 2025).

Durante as operagdes de busca e transferéncia de palhetas no tanque, ¢ imprescindivel
que todas as manipulacdes sejam realizadas de forma rdpida, mantendo as palhetas
permanentemente abaixo do nivel do nitrogénio liquido ou, no minimo, na fase de vapor a
temperatura abaixo de —150°C. A exposicao acidental de palhetas vitrificadas ao ar ambiente,
mesmo por poucos segundos acima de —130°C, pode desencadear a recristalizagdo do material
criopreservado, comprometendo irreversivelmente a viabilidade dos embrides sem que
qualquer alteragdo morfoldgica seja visivel durante a avaliacdo pos-aquecimento. Para evitar
esse risco, o uso de pingas criogénicas pré-resfriadas e a execucao das buscas em tanque com
nivel de nitrogénio adequado sao medidas obrigatorias (Stringfellow; Givens, 2007; Dalcin;

Lucci, 2010).

3.7.3 Controle de qualidade e rastreabilidade

O controle de qualidade em programas de criopreservagdo embrionaria bovina envolve
a implementagdao de procedimentos sistematicos que garantam a consisténcia dos resultados
reprodutivos, a integridade do material genético armazenado ¢ o cumprimento dos padrdes
técnicos ¢ sanitarios estabelecidos pela IETS e pelos 6rgdos regulatorios nacionais e
internacionais (Stringfellow; Givens, 2007; FAO, 2021).

Um componente essencial do controle de qualidade ¢ a avaliagdo morfologica
sistematica de todos os embrides antes e apds a criopreservagdo. A avaliagdo pré-
criopreservacdo documenta, para cada embrido, o estdgio de desenvolvimento, o grau
morfoldgico (1 a4 segundo a IETS), a integridade da zona pelucida e quaisquer particularidades
morfoldgicas observadas. A avaliacdo pos-aquecimento, realizada apds 1 a 2 horas de cultivo
em incubadora, documenta a taxa de reexpansao da blastocele e a integridade morfologica do
embrido. O registro sistematico dessas informacdes compde o historico de qualidade de cada
lote e permite identificar tendéncias e padrdes de desempenho ao longo do tempo, orientando
ajustes nos protocolos (Stringfellow; Givens, 2007; Oliveira et al, 2024).

A rastreabilidade do material genético bovino criopreservado ¢ exigéncia regulatoria em
varios paises e requisito indispensavel para a comercializagdo internacional de embrides. No

Brasil, a comercializacdo de embrides bovinos ¢ regulada pelo Ministério da Agricultura,
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Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que estabelece exigéncias de identificacdo das doadoras,
dos reprodutores utilizados, dos embrides produzidos, das técnicas empregadas e das
receptoras. Esses registros devem ser mantidos pelo laboratdrio responsavel pelo programa de
TE por periodo minimo definido em regulamentacdo especifica e devem estar disponiveis para
inspec¢ao pelos 6rgdos fiscalizadores competentes (Stringfellow; Givens, 2007; MAPA, 2023).

A rastreabilidade individual de cada palheta exige, no minimo, as seguintes informagdes
impressas ou gravadas na propria palheta: nome ou codigo da doadora, identificacdo do
reprodutor, data de processamento, estagio de desenvolvimento do embrido, grau morfoldgico,
técnica de criopreservagdo utilizada e nimero do lote ou da coleta. Sistemas de codificacio por
cores de palheta, por gravagdo a laser e por etiquetas adesivas criogeicamente resistentes sao
recursos amplamente utilizados para garantir a legibilidade das informag¢des mesmo apos
longos periodos de armazenamento em nitrogénio liquido (, 2025; Stringfellow; Givens, 2007).

A validagdo periddica dos protocolos de criopreservacao utilizados ¢ outro componente
critico do controle de qualidade. Cada laboratorio deve manter registros historicos das taxas de
sobrevivéncia e prenhez obtidas por protocolo, por tipo de embrido e por técnica, com analise
estatistica regular para identificacdo de desvios e implementacao de agdes corretivas. A
participacdo em programas de controle de qualidade interlaboratorial, com intercambio de
amostras e comparagdo de resultados entre laboratorios, ¢ recomendada pela IETS como

ferramenta de validagdo externa dos protocolos em uso (Dalcin; Lucci, 2010; , 2025).

3.7.4 Erros comuns e como evita-los

A pratica da criopreservacdo embrionaria, tanto por vitrificagdo quanto por Direct
Transfer, esta sujeita a erros técnicos cujas consequéncias se manifestam como reducdo das
taxas de sobrevivéncia e prenhez. A identificagao sistematica desses erros € o desenvolvimento
de estratégias preventivas sao partes essenciais do treinamento técnico e da padronizag¢dao dos
procedimentos operacionais (Stringfellow; Givens, 2007; Dalcin; Lucci, 2010).

Na técnica de vitrificagdo, os erros mais frequentes e de maior impacto incluem: (1)
Tempo excessivo de exposicao a SV2, mesmo segundos a mais além do protocolo podem causar
toxicidade crioprotetora irreversivel ao embrido; a solugdo ¢ o uso de crondmetro preciso €
disciplina rigorosa no controle do tempo. (2) Temperatura inadequada das solugdes, solucdes
frias aumentam a viscosidade e reduzem a velocidade de permeacdo dos crioprotetores,
comprometendo o equilibrio osmético; solugdes excessivamente quentes aumentam a

toxicidade. (3) Demora na transferéncia do dispositivo para o nitrogénio apds o contato com
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SV2, cada segundo de demora entre a iltima exposi¢ao ao crioprotetor € a imersao no nitrogénio
aumenta exponencialmente os danos toxicos e osmoéticos ao embrido. (4) Exposicao acidental
das palhetas vitrificadas ao ar durante o manuseio no canister, causa recristalizag¢ao silenciosa
irreversivel. (5) Reaquecimento lento durante a desvitrificagdo, a passagem lenta pela faixa de
—130°C a —60°C favorece a recristalizagdo (Santin et al., 2009; Dalcin; Lucci, 2010).

No Direct Transfer, os erros mais comuns envolvem: (1) Velocidade de resfriamento
inadequada durante o congelamento lento, decorre de maquinas descalibradas, interrupgoes de
energia ou inicio do congelamento com temperatura de pré-resfriamento incorreta; a solugdo ¢
a calibracdo periddica da maquina e o monitoramento com termometro externo. (2) Falha na
inducdo da nucleacdo do gelo (seeding), a auséncia de seeding ou sua realizagdo em temperatura
incorreta resulta em superesfriamento seguido de cristalizagdo desordenada; em maquinas
automaticas, esse passo deve ser programado corretamente; em curvas manuais, o seeding ¢
realizado com pinga de metal pré-resfriada aplicada sobre a palheta a —=7°C. (3) Concentragao
incorreta de EG na solucdo, erros de pesagem, uso de reagentes fora do prazo de validade ou
de pureza inadequada; a solugdo ¢ a validacao analitica dos reagentes e o preparo da solugao
sempre no dia do uso. (4) Volume incorreto na palheta, volumes excessivos ou insuficientes
alteram a relagdo embrido/crioprotetor; o carregamento deve ser monitorado sob
estereomicroscopio. (5) Descongelamento acidental, exposi¢do a temperatura ambiente durante
transporte ou movimentagdo dos tanques; tanques de transporte com isolamento adequado e
monitoramento da temperatura sao medidas preventivas essenciais (Cenatte, 2015; Santin et al.,
2009).

Erros comuns a ambas as técnicas incluem: (1) Avaliagdo morfoldgica imprecisa dos
embrides, resultando na criopreservagdo de estruturas Grau 3 ou 4 sem potencial de
desenvolvimento pos-aquecimento. (2) Identificacdao incorreta das palhetas, erro humano de
anotacdo que compromete a rastreabilidade e pode levar a transferéncias incorretas. (3)
Contaminacao bacteriana ou flingica do material biolégico por higienizagdo deficiente do
laboratorio, equipamentos ou reagentes. (4) Qualidade do nitrogénio liquido inadequada,
nitrogénio contaminado, com presenca de umidade, 6leo ou impurezas industriais; o nitrogénio
deve ser adquirido de fornecedores certificados e armazenado em tanques exclusivos para uso
biologico. (5) Temperatura inadequada da placa aquecida durante a manipulacao, variacdes de
+2°C ja podem comprometer a permeagao dos crioprotetores e a vitalidade embriondria (Marin

et al., 2020; Stringfellow; Givens, 2007).
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Para a prevencdo sistemdtica desses erros, a elaboracdo e implementacdo de
Procedimentos Operacionais Padrao (POPs) detalhados para cada etapa do processo de
criopreservacao ¢ medida indispensavel. Os POPs devem incluir: descricdo passo a passo de
cada procedimento, especificagdo de materiais e reagentes com fornecedores e numeros de lote,
critérios de aceitacdo e rejeicdo de lotes de reagentes, fluxogramas de decisdo para situagdes de
nao conformidade e checklists de verificacdo a serem preenchidos pelo operador em cada
sessao. O treinamento regular dos técnicos, com avaliagdes praticas periddicas e supervisdao por
profissional habilitado, complementa a estrutura de prevengao de erros e garante a manutencao
dos resultados reprodutivos nos programas de criopreservagdo embriondria bovina

(Stringfellow; Givens, 2007; FAO, 2021; , 2025).
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Lista de siglas e abreviaturas

Sigla / Abreviatura Significado / Definicdo

AIE

ABNT

BSA

BSE

Bx

cco

CFMV

CIDR

Clv

CPA

DMF

DMSO

DT

EG

EGF

Aspiracao Intrafolicular Ecoguiada (sinbnimo de OPU)

Associacdo Brasileira de Normas Técnicas

Albumina Sérica Bovina (Bovine Serum Albumin)

Encefalopatia Espongiforme Bovina (Bovine Spongiform
Encephalopathy)

Blastocisto expandido

Complexo Cumulus-Odcito

Conselho Federal de Medicina Veterinaria

Dispositivo Intravaginal de Liberacdo Controlada de
Progesterona (Controlled Internal Drug Release)

Cultivo In Vitro

Agente Crioprotetor (Cryoprotective Agent)

Dimetilformamida

Dimetilsulféxido

Direct Transfer (Transferéncia Direta)

Etilenoglicol (Ethylene Glycol)

Fator de Crescimento Epidérmico (Epidermal Growth
Factor)



EPI

ES

FIV

FSH

HM

HSV

IATF

IETS

IGF-1

LH

MAPA

MCI

Mi

Equipamento de Protecao Individual

Solucdo de Equilibrio (Equilibration Solution)

Fertilizagdo In Vitro

Hormonio Foliculo-Estimulante (Follicle-Stimulating
Hormone)

Holding Medium — PBS + 5% SFB; meio de manutencao
a38°C

High Security Vitrification (vitrificacdo de alta seguranca
em sistema fechado)

Inseminacao Artificial em Tempo Fixo

Identificacdo

Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides
(International Embryo Technology Society)

Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1
(Insulin-like Growth Factor 1)

Instrucao Normativa

Hormonio Luteinizante (Luteinizing Hormone)

Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

Massa Celular Interna

Metafase | (estagio da meiose)
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Mil

MIV

MTE

MV

NC

NL / NL;

NR-9

NR-32

OIE / WOAH

OPS

OPU

PBS

PHE

PIVE

POP

Metafase Il (odcito maduro)

Maturacgao In Vitro

Ministério do Trabalho e Emprego

Médico Veterinario

N3ao Conformidade

Nitrogénio Liquido (-196 °C)
Norma Regulamentadora n2 9 — Programa de
Prevencdo de Riscos Ambientais (MTE)

Norma Regulamentadora n? 32 — Seguranca e Saude
no Trabalho em Servicos de Saude (MTE)

Organizacdo Mundial de Saude Animal (World
Organisation for Animal Health)

Open Pulled Straw — palheta estirada artesanalmente
para vitrificacdo (~100-150 um de @ interno)

Ovum Pick-Up — aspiracgdo folicular transvaginal guiada
por ultrassonografia

Solucdo Salina Tamponada com Fosfato (Phosphate
Buffered Saline)

Mistura de Penicilamina + Hipotaurina + Epinefrina
(capacitacdo espermatica)

Producao In Vitro de Embrides

Procedimento Operacional Padrao
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Rapid-I

RT

SDA

SFB

SOF

SR1

SR2

SV1-CT

SV1-OPS

SV2-CT

SV2-OPS

T.A.

TE

TCM-199

VD

Dispositivo fechado de vitrificagdo de alta seguranga
(High Security Vitrification)

Responsavel Técnico

Secretaria de Defesa Agropecuaria (MAPA)

Soro Fetal Bovino

Fluido Sintético de Oviduto (Synthetic Oviduct Fluid)

Solugdo de Reaquecimento 1: HM + 0,25 M sacarose |
38°C | 5min

Solugdo de Reaquecimento 2: HM + 0,15 M sacarose
38°C | 5min

Solucdo de Pré-equilibrio Cryotop: HM + 7,5% EG +
7,5% DMSO | 38 °C | 3 min

Solucdo de Pré-equilibrio OPS: HM + 10% EG + 10%
DMSO | 38°C | 1 min+10's

Solugao de Vitrificacdo Cryotop: HM + 15% EG + 15%
DMSO + 0,5 M sacarose | T.A. | 45-60 s

Solugao de Vitrificacdo OPS: HM + 20% EG + 20% DMSO
+0,5 M sacarose | T.A. | £20s

Temperatura Ambiente

Transferéncia de Embrides

Tissue Culture Medium 199 — meio de maturacao in
vitro

Vitrificacdo Direta (Protocolo Embrapa)
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VG Vesicula Germinativa (estagio imaturo do odcito)

Quebra da Vesicula Germinativa (Germinal Vesicle

VGED Breakdown)
VS Solucdo de Vitrificacdo (Vitrification Solution)
VT Vitrificacdo
ZpP Zona Pelucida
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Contexto e justificativa

I Contexto e justificativa

Por que criopreservar embrides bovinos?

O Brasil possui o maior rebanho comercial bovino do planeta e consolidou-se
como o maior transferidor de embriGes bovinos do mundo (IETS, 2023). Essa
posicao impde demanda crescente por técnicas de criopreservacao eficientes e
padronizadas. Antes da criopreservagdo, o0s embrides precisavam ser
transferidos imediatamente apds a coleta. Com o armazenamento a -196°C em
nitrogénio liquido, a transferéncia de embriGes ganhou escala comercial e
alcance global.

O que a criopreservacgao viabiliza na pratica?

1. Transporte de embriGes sem perda de viabilidade
2. Comercializacao de material genético superior em escala nacional e internacional
3. Constituicdo de bancos genéticos para conservar ragas ameacadas de extingdo

4. Acumulo e distribuicdo de lotes sincronizados com a disponibilidade de receptoras

O numero real de transferéncias no Brasil supera em mais de 119% o volume

oficialmente registrado: evidéncia do dinamismo real do setor (IETS, 2023).

Fonte: Canal Rural 8



45

Contexto e justificativa

As duas técnicas centrais deste trabalho:

VITRIFICAGAO

PRINCIiPIO

« Solidificacdo ultra-rapida sem formacao de cristais de gelo

» Usa altas concentracgdes de crioprotetores (EG, DMSO, glicerol)

e Resfriamento: -196°C em nitrogénio liquido

ESPECIFICIDADES
» EmbriGes devem estar no estagio ideal (blastocisto expandido)
» Tempo de exposicdo ao crioprotetor é critico
« Sistemas: palheta aberta (OPS), Cryotop, Cryoloop

« Aguecimento rapido é obrigatério para evitar recristalizagao

DIRECT TRANSFER

PRINCIPIO
« Transferéncia do embrido sem descongelamento prévio em laboratdrio
» O embrido é aquecido na palheta, através de banho maria.
ESPECIFICIDADES
» Meio de diluicdo do Etilenoglicol ja esta dentro da proépria palheta (colunas
separadas)
» Padrao de envase: sistema de 3 ou 4 colunas na palheta

e Muito utilizado em programas de IATF em larga escala no Brasil

Fonte: Imagem criada com o uso de IA Fonte: Imagem criada com o uso de IA
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Fundamentos criobiolégicos

2 Fundamentos criobiolégicos

Os trés riscos do congelamento

Para entender por que cada passo dos protocolos existe, é preciso conhecer os
trés riscos bioldgicos centrais do congelamento. Eles justificam cada detalhe das

técnicas: da escolha do crioprotetor a velocidade de aquecimento.

1 Cristais de gelo intracelulares
A dgua dentro da célula solidifica formando cristais irregulares que perfuram

membranas, organeias e citoesqueieto, dano mecanico direto e irreversivel.
Resposta dos protocolos: Vitrificacao elimina cristais completamente

(>20.000°C/min). Congelamento lento desidrata a célula antes de cristalizar.

2 Efeito solu¢do (danos osméticos)

O gelo extracelular concentra solutos, criando gradiente que drena a agua da
célula. Rapido demais = gelo intracelular. Lento demais = desidratagdo excessiva.
Resposta dos protocolos: Crioprotetores substituem a dgua intracelular e a

velocidade de resfriamento é calibrada para cada tipo de embrido.

Cristais formados no congelamento crescem na faixa de —-130°C a -60°C
durante o aquecimento, causando novos danos em células que ja sobreviveram

ao resfriamento.
Resposta dos protocolos: Aquecimento ultrarrdpido (imersdo direta a 37-39°C)

atravessa a faixa critica antes que os cristais cresgam.

Principio central: substituir a dgua intracelular por crioprotetores antes do

congelamento minimiza simultaneamente os danos osmaticos e a formagdo de

‘ 3 Recristalizagao no aquecimento

cristais.

10
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Fundamentos criobioldgicos

Equilibrio de dois fatores

A criobiologia busca sempre equilibrar dois riscos opostos:

-concentragéo de CPA - | cristalizagdo, mas 4 toxicidade quimica

-concentragéo de CPA - { toxicidade, mas 4 risco de cristalizagdo

Fonte: Imagem criada com o uso de IA

1
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Produgao in vitro de embrides (PIVE)

Producao in vitro de embrides (PIVE)

O que é a PIVE?
A PIVE é o conjunto de biotecnologias que permite a obtencao de embrides fora

do organismo materno, a partir da colheita de odcitos imaturos, sua maturagao,

fertilizacdo e cultivo in vitro até o estagio de transferéncia.

Diferentemente da Transferéncia de Embrides (TE) convencional, a PIVE
independe da superovulacao prévia da doadora, aproveitando o pool folicular
presente nos ovdrios de fémeas de alto valor genético, inclusive animais

gestantes, em lactacdo ou abatidos.

65%

Da producdo mundial de embrides bovinos via PIVE (IETS, 2023)

>600 mil

Embrides PIVE produzidos no Brasil em 2022

25 - 50%

Taxa média de blastocisto in vitro

12
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Produgao in vitro de embrides (PIVE)

Etapas da PIVE
A PIVE é dividida em 5 fases:

OPU / AIE

Colheita de odcitos por
aspiracdo folicular

MIV

Maturagao in vitro do
oocito

Fertilizagdo in vitro com
sémen selecionado

CIV

Cultivo in vitro até
blastocisto

Selecao

Avaliacdo e classificagcdo
dos embriGes

13
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Produgao in vitro de embrides (PIVE)

Etapa 01 : OPU - Ovum Pick-up
Essa fase consiste em aspiracao folicular transvaginal guiada por ultrassonografia

¢ \ [ N
Procedimento n Frequéncia e sincronizagao
Realizada com agulha de aspiragdo acoplada
a transdutor ultrassonografico transvaginal. Sessdes de OPU sdo realizadas 2x por
Uma agulha calibre 18-20G perfura a semana, com intervalo de 3—4 dias.
parede vaginal e aspira o contetido dos Protocolos com progesterona (CIDR) e
foliculos antrais visiveis (= 3 mm), com vacuo FSH/LH podem elevar o nimero de CCOs por
entre 60-80 mmHg. sessdo.
\, J \ J
(- f
HCompIexo cumulus-oécito n Classificagao dos CCOS
Unidade funcional coletada. CCOs de Grau |: 23 camadas compactas de células do
: cumulus, citoplasma homogéneo. Grau ll:
qualidade I e Il (cumulus compacto e
- . cumulus incompleto, cytoplasma levemente
multiplas camadas) apresentam maiores
taxas de maturagdo e blastocisto in vitro. granular. Grau lll/IV: desnudos ou
degenerados — descartados.
\ J \, J

Etapa 02: MIV - Maturagao In Vitro

Essa fase consiste na retomada da meiose e capacitagdo citoplasmatica do

odcito
Por que a MIV é
Meio TCM-199 + BSA + FSH + LH + desafiadora?
EGF + 17B-estradiol *Qdcitos imaturos (estagio VG) colhidos da
AIE precisam completar a meiose fora do
38,5 °C - 5% CO; - 95% umidade - L
22-24 horas eMaturagdo citoplasmatica (reorganizagdo de
organelas, reservas de mRNA) é igualmente
essencial
Progressdo: VG - VGBD > M| = eTaxas de maturagdo nuclear: 80-90%; taxas
MII (odcito maduro) citoplasmaéticas sdo menores e mais dificeis
de aferir
Indicador: extrusdo do 12 corpusculo polar —  eSuplementacio com fatores de crescimento
sinal de maturacdo nuclear (IGF-1, EGF) melhora taxas de blastocisto

14
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Produgao in vitro de embrides (PIVE)

Etapa 03: FIV - Fertilizacao In Vitro

Essa fase consiste na capacitacdo espermadtica e fusao gamética em meio

controlado

Preparo do sémen

Sémen congelado/descongelado é submetido a swim-up ou gradiente de Percoll para sele¢do dos

espermatozoides com maior motilidade progressiva.

Capacitacdo espermatica

Realizada com heparina (10 pg/mL) ou PHE (penicilamina + hipotaurina + epinefrina) por 15-30

min a 38,5 °C, desencadeando a reagdo acrossomica.

Co-incubagao

CCOs maduros + espermatozoides (1-2 x 10° sptz/mL) em meio TALP-FERT ou SOF-FERT. Periodo:
18-20 horas, 38,5 °C, 5% CO,.

Pontos criticos

e Taxa de polispermia elevada é o principal problema da FIV bovina (até
30%)

 Concentragdo espermatica deve ser ajustada por touro — touros com

alta capacidade fecundante usam menor concentragao

® PHE reduz polispermia em relagdo a heparina

18 - 20h 1-2x10° 30%

Co-incubacdo Sptz/ml FIV Polispermia
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Produgao in vitro de embrides (PIVE)

Etapa 04: CIV - Cultivo In Vitro

Essa fase vai do zigoto ao blastocisto — 7 a 8 dias de desenvolvimento

embrionario

——

Zigoto (pos-FIV) 2-4 células 8-16 células
Moérula compacta Blastocisto inicial Blastocisto expandido
[ w

Meio de cultivo

SOF (Synthetic Oviduct Fluid), CR1aa ou G-series.
Suplementados com BSA 4-8 mg/mL, aminoacidos,

vitaminas e antibidticos.

CondigGes gasosas

Sistema trigas: 5% O, + 5% CO, + 90% N, (hipdxia).
Trocas gasosas a cada 48-72h. Microgotas de 20-40
uL sob éleo mineral.

Co-cultivo

Células de granulosa ou tuba uterina (SOF-CF) auxiliam
no desenvolvimento embriondrio secretando fatores

paracrinos e reduzindo metabdlitos toxicos.

16



Produgao in vitro de embrides (PIVE)

Etapa 05: Selecdo e Classificagao

Essa fase consiste na avaliagdo morfolégica dos embrides no D7-D8 pds-FIV
Sistema IETS de classificagao

Excelente/bom

Blastémeros uniformes, MCl proeminente, zona pelucida integra

Regular

Pequenas irregularidades, MCl moderada, £20% extrusdo citoplasmatica

Ruim

Irregularidades graves, MCl fragmentada, >20% extrusdo

Degenerado
Massa celular indiferenciada — descartado para inovulagao

Estagios Morfologicos

Clivagem (2-16 células)

Morula compacta

Blastocisto inicial

Blastocisto

Blastocisto expandido

Blastocisto eclodido

53
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Crioprotetores (CPAs)

Crioprotetores (CPAs)

Dois grupos com mecanismos complementares

Os CPAs (Cryoprotective Agents) reduzem os danos causados pelo congelamento

e sao divididos em dois grupos:

Permeantes (intracelulares)

— EG (Etilenoglicol) — padrdo no DT e vitrificacdo
— DMSO — combinado com EG na vitrificacdo
— Glicerol — requer remoc¢ao obrigatdria antes da inoculagao

— DMF — usado em protocolos especificos
Atravessam a membrana, substituem a dgua, reduzem o ponto de

congelamento e aumentam a viscosidade intracelular.

Nao permeantes (extracelulares)

— Sacarose — reidratagdo gradual (0,5M = 0,25M - 0M)

— Trealose — estabilizacdao de membrana
— BSA / SFB — protecdo durante manipulagdo
Ficam no espaco extracelular, promovem saida controlada de dgua por osmose e

estabilizam a membrana plasmdtica.

Por que o EG domina o Direct Transfer?

il Baixo peso molecular (62 g/mol) — alta velocidade de permeacgdo celular,
superior ao glicerol (92 g/mol).

i)yl Menor toxicidade endometrial — tolerado pelo trato reprodutivo bovino nas
concentracoes de uso (1,4-1,8 M).

WEW Alta solubilidade em dgua — homogeneidade da solugdo garantida.

18
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Crioprotetores (CPAs)

O glicerol é INCOMPATIVEL com o Direct Transfer: toxico ao endométrio
bovino nas concentracdoes necessdrias ao congelamento. Exige remogdo

obrigatoria em bancada antes da inovulagdo.

Mecanismo de ag¢ao

o Substituicdo da agua: CPAs penetrantes ocupam o espaco intracelular
reduzindo agua disponivel para cristalizar

« Efeito coligativo: rebaixam o ponto de fusdo/congelamento da solugdo

 Aumento de viscosidade: dificultam a mobilidade molecular necessaria para
formacao de cristais

o Estabilizacido de membrana: alguns CPAs interagem diretamente com
fosfolipidios

« Desidratacdo osmotica prévia (ndo penetrantes): retiram agua da célula antes
do resfriamento

Solug¢des comerciais comuns

» VS1/VS2 (Vajta): EG + DMSO + sacarose — base de muitos protocolos OPS

« Cryotop solution (Kitazato): EG + DMSO em formulagdo prépria

» Ethylene glycol-based straws: formulag¢des para Direct Transfer com glicerol

Fonte: Imagem criada com o uso de IA L
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Vitrificagdo (VT)

5 Vitrificacao (VT)

O que é vitrificagao?

Solidificagdo ultrarrapida de uma solucdo altamente concentrada de
crioprotetores, resultando em estado amorfo (vitreo): sem formacdo de nenhum
cristal de gelo, intra ou extracelular. Descrita por Rall & Fahy (1985); aplicada
comercialmente em bovinos com a OPS (Vajta et al., 1998) e Cryotop (Kuwayama
et al., 2005).

Etapas do protocolo

Etapas do protocolo — Vitrificagao (VT)

exposicdo ao CPA zona criogénica
(@
Embrido selecionado
Blastocisto expandido — Grau 1 ou 2
\l/ J
Fi~ N
Solugdo de equilibrio (ES)
5 a 15 min — concentragao parcial de CPA
¢
g 1 4
(8]
g (@ N
g Solugédo de vitrificagédo (VS)
g 30 a 60 seg — concentragao tolal (5-8 M)
3 - \|, )
(G 2\
Carregamento no dispositivo
iz Volume minimo — OPS, Cryotop ou Cryoloop
\§ J

Imersdo em N: liquido (-196 °C)
Resfriamento ultra-répido — >15.000 °C/min

eo|ugbouo euoz

Armazenamento em botijdo criogénico
-196 °C — preservacao indefinida

Fonte: Imagem criada com o uso de IA

20



57

Vitrificagao (VT)

Fonte: Imagem criada com o uso de IA
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Vitrificagao (VT)

As duas etapas criticas do protocolo

SV1 — Equilibrio

Composi¢ao: EG 10% + DMSO 10% + SFB 5-10%
Tempo/Temp: 1-3 min - 38-39°C

Permeacdo parcial: crioprotetor entra, agua sai. A temperatura elevada

aumenta a fluidez da membrana e acelera a permeacao.

Composigao: EG 20% + DMSO 20% + Sacarose 0,5M
Tempo/Temp: 20-30 seg maximo
Permeagdo mdxima para estado vitreo. CRONOMETRO E OBRIGATORIO. Apds o

tempo: imersdo imediata no NL, sem qualquer pausa.

Imersdo no NL, deve ocorrer em menos de 60 segundos apos contato com SV2.

Prepare dispositivo e nitrogénio ANTES de iniciar a SV2.

Dispositivos e taxas de resfriamento

Dispositivo Taxa (°C/min) Tipo Quando usar

Exige maior concentracao de
Palheta 0,25 mL ~2.500 Fechado CPA. Compativel com
inovuladores convencionais.

Padrao comercial no Brasil
OPs >20.000 Aberto para PIVE. Volume < 1 L,

parede ~0,07 mm.

Alta performance para odcitos

Cryot >23.000 Aberto
Lrasen e PIVE. Capa protetora incluida.
Exportacdo e bancos de
HSV / Rapid-I <OPS Fechado germoplasma. Elimina contato

com NL,.
22



59

6 Direct transfer (DT)

O que é o Direct Transfer?

Técnica em que o embrido é descongelado na proépria palheta e inoculado
diretamente na receptora, sem nenhuma etapa de remog¢ao do crioprotetor em
bancada laboratorial. Possivel gracas ao EG, que é tolerado pelo endométrio
bovino nas concentracdes de uso (1,4-1,8 M). Descrito por Leibo (1984) e

aperfeicoado por Dochi et al. (1995).

Vantagens praticas: por que o DT domina o campo

v Sem remocao de crioprotetor, sem laboratério no local de transferéncia

v'Reduc3o drastica de pontos de falha durante o processamento pds-descongelamento
v O embrido permanece na mesma palheta do laboratério até a inovulagdo,
rastreabilidade superior

v/ Menor variabilidade entre técnicos de campo pela simplificacdo do protocolo

v Custo operacional reduzido, sem reagentes de remo¢do nem equipamentos de

aguecimento no campo

Protocolo classico: arranjo da palheta

Meio EG + embrido Meio

Selecdo: Grau 1-2, preferencialmente blastocisto expandido (estagio 7)
Equilibrio gradual: EG 0,5M x 5 min - EG 1,0M x 5 min

Carregamento na palheta com EG 1,4-1,8M (* sacarose 0,1-0,25M)
n Congelamento: -0,3 a -0,5°C/min até -7°C

B Seeding a -7°C — manual ou automatico (etapa critica)
ﬂ -0,3°C/min até -35°C - imersdo em NL, a —-196°C

23



Direct Transfer (DT)

Etapas do protocolo

60

exposi¢céo ao CPA

zona criogénica

Temperalura (°C)

Etapas do protocolo

laboratério

ransfer

Embrido selecionado
Grau 1 ou 2 — blastocisto ou mérula

]

Equilibrio em EG 1,5 M
10 min — temperatura ambiente

]

Envase na palheta
Sistema de colunas com sacarose

)

Selagem da palheta
PVC ou ultrassom

J

Congelamento em maquina programavel

Rampa A — Queda livre até -6 °C

[ Seeding a =6 °C - 10 min
Nucleagio controlada — ETAPA CRITICA

Rampa B: -0,50 °C/min de -6 °C a =32 °C

Estabilizacdo final a =32 °C - 5 min

+20°C 1

0°CH

-6 °C

-20°C 1

=32°C

Armazenamento em botijdo criogénico
-196 °C — preservagao indefinida

Curva de congelam

Infcio (+20 °C)

Seeding -6 °C [J - 10 min

10 min

campo
-
4
R Retirada do botijdo
Identificagao e selegao da palheta
K
’ !
2\ Aquecimento da palheta
Ao ar 5-10 seg ou agua 35 °C por 5-8 seg
=
a J
( . o -
B Palheta inserida no aplicador 8
Sem abertura — direta no IEG b=
L _
’ J
B Transferéncia convencional
Corno uterino ipsilateral ao corpo lateo
(@ =
] Diluigdo do EG in situ
Calor corporal + sacarose das colunas
to — Cryogen HSE (Protocolo Embriées Bovinos)
Estab. inicial - 2 min
- NL
H -196 °C

i
Estab. -32 °C - 5 min

Fonte: Manual Cryogen HSE (Neovet, 2016)

Tempo

Protocolo Eml

16es Bovinos 24
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Vitrificagdo X Direct Transfer

7 Vitrificacao X Direct transfer

Como escolher?

Vitrificacdo e DT ndo sdo técnicas concorrentes — sdo complementares. A

escolha correta depende do tipo de embrido, da infraestrutura disponivel e do
objetivo do programa.

Critério

Vitrificagao

Direct Transfer

Embrido ideal PIVE/In vivo In vivo/PIVE (conv.)

Parcial — cristais
extracelulares controlados

Protecao contra cristais Total — estado vitreo

Sem laboratério no campo N&do — requer reaquecimento Sim — s6 NL; e inovulador

Complexidade técnica Maior

Menor
Prenhez Grau |l in vivo 54-65% 54-69%
Prenhez PIVE 25-50% (até 33% Embrapa VD) 20-35% (convencional)

Exportagdo /

. . . Compativel com normas
Preferencial (dispositivos fechados) P
germoplasma sanitdrias

Custo operacional campo Maior Menor

Para PIVE - Vitrificagdo. Para in vivo em campo - DT. Para PIVE em campo

com praticidade - Protocolo Embrapa VD.

Diretrizes de selegao rapida

Use Vitrificacao quando Use Direct Transfer quando

— Embrides PIVE

— Embrides in vivo por superovulagao
— Laboratorio com infraestrutura completa

— Programa em campo sem laboratdrio
— Exportac¢do ou banco de germoplasma

— Logistica para multiplas propriedades
— Maximizar taxa de prenhez

— Custo operacional é fator limitante

25
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Boas praticas e erros comuns

8 Boas praticas e erros comuns

A padronizacao dos procedimentos operacionais é o fator mais determinante
para a reprodutibilidade dos resultados, mais do que a escolha entre as técnicas

em si.

Condigoes essenciais de laboratério e NL,

e Temperatura ambiente 20-25°C e auséncia de correntes de ar durante a
manipulacdo
e Placa aquecida calibrada a 38—39°C com termémetro de referéncia, +2°C ja

compromete resultados

» Nivel de NL, sempre acima do minimo; sensores automaticos com alarme em
grandes centrais
o EPI obrigatério: luvas criogénicas, oculos e avental. Detectores de O, em

salas com NL,

e Organizagao do tanque: Tanque -> Canister - Gobelet - Palheta, com
registro em planilha

Fonte: Imagem criada com o uso de IA
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Boas praticas e erros comuns

Erros criticos e como evita-los

Consequéncia Prevencao

Toxicidade irreversivel, Crondmetro de precis&o.

Tempo excessivo na ~
VT - embrido parece normal ~ Nunca ultrapasse o tempo

mas n3o se desenvolve protocolado.

Palheta exposta ao Recristalizagdo silenciosa, Pingas pré-resfriadas. Planejar
ar no tanque dano invisivel busca antes de abrir o tanque.

Falha no seeding a Superesfriamento, Verificar programacao da
-7°C cristalizacdo explosiva maquina antes de cada uso.

Curva de Calibrar maquina
DT

Cristalizacdo intracelular  periodicamente + termémetro

resfriamento 4 -
. ou dano osmotico
incorreta externo.

L Rastreabilidade :
Identificagdo errada ) L. Checklist duplo antes de
comprometida, genética .
das palhetas . congelar. Seguir POPs.
incorreta

POPs (Procedimentos Operacionais Padréo) séo a principal ferramenta de
prevencgdo de erros: reduzem dependéncia de memdria individual e sd@o exigidos

pela Portaria SDA/MAPA n? 1.204/2024.

27
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Procedimento operacional padrao

Procedimento operacional padrao

I. IDENTIFICAGAO

Campo Informagao

Nome do Processo Vitrificagdo e Direct Transfer de Embrides Bovinos
Caodigo CRYO-01
Versao 01
Unidade Responsavel Laboratdrio de Reprodugao Animal
Subunidade Setor de Criopreservagdo Embrionaria
Data de Elaboragao [Inserir data]
Data de Vigéncia [Inserir data]
Préxima Revisdao [Inserir data — maximo 12 meses apos vigéncial
Elaborado por [Nome do responsavel técnico]
Aprovado por [Nome do aprovador]

Il. PUBLICO-ALVO

I Médicos Veterindrios responsaveis pela execugdo e supervisdo dos procedimentos de

criopreservacdo embrionaria bovina.

Bidlogos e técnicos de laboratdrio atuantes no setor de criopreservagdo de embrides.

Graduandos e pds-graduandos em Medicina Veterinaria, Zootecnia e areas afins em
estdgio supervisionado.

Pesquisadores e professores que utilizam as instalagdes para fins didaticos e
cientificos.

PRE-REQUISITO
Conhecimento de biologia embriondria bovina, manejo de nitrogénio liquido, uso de

microscopio estereoscopio e micropipetas. Executores sem experiéncia prévia devem
ser supervisionados por profissional habilitado até demonstrar competéncia nas etapas
criticas.
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Procedimento operacional padrao

Il. O QUE E ESTE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO?

Este POP descreve os dois protocolos de criopreservagao de embrides bovinos
utilizados neste laboratério: Vitrificacdo e Direct Transfer. Diferem na composi¢do das
solucdes crioprotetoras, nos dispositivos de envase e no protocolo de reaquecimento.

VITRIFICACAO DIRECT TRANSFER (DT

m Solidificacdo ultrarapida com EG + mPalheta convencional 0,25 mL com EG
DMSO + sacarose como Unico permeavel
m Dispositivos: OPS (~2.500 °C/min) ou mSistema de colunas: HM | ar |

EG+embrido | ar | HM

mDiluicdo do crioprotetor dentro da
palheta no reaquecimento

Cryotop (~23.000 °C/min)
mEstado vitreo — zero cristais de gelo

mReaquecimento exige laboratério (SR1 mldeal para campo — sem etapa
- SR2) laboratorial

Este POP NAO abrange: coleta de embrides, superovulagéo, PIVE nem o protocolo de

inovulagdo. Estes sdo objetos de POPs especificos.

IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL: Padronizar os procedimentos laboratoriais de criopreservagdo de
embriées bovinos pelos métodos de Vitrificagdo (OPS e Cryotop) e Direct Transfer,

garantindo viabilidade embriondria pds-reaquecimento, biosseguranga dos
profissionais e rastreabilidade do processo.

01. Estabelecer critérios morfoldgicos
IETS de selecdo dos embrides aptos a
cada protocolo.

02. Definir composicao, volumes e
temperaturas de todas as solugdes (SV1,
SV2, SR1, SR2, Sol. DT).

03. Detalhar confeccdo das palhetas
OPS e parametros de uso do Cryotop,
com tempos criticos de exposi¢ao.

04. Descrever o protocolo completo de
Direct Transfer, incluindo sistema de
colunas e reaquecimento.

05. Orientar a escolha justificada do
protocolo conforme o tipo de embrido e
infraestrutura disponivel.

06. Normatizar o armazenamento, a
identificacdo e o controle de estoque
criogénico.

08. Definir EPIs, medidas de
biosseguranca e sistema de registro de
ocorréncias.

07. Estabelecer indicadores de
desempenho e metas minimas
aceitdveis por protocolo.
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Procedimento operacional padrao

V. BASES LEGAIS

Base Legal Descri¢do / Aplicabilidade

Resolugdao CFMV n2 Regulamenta a atuagdo do MV em biotécnicas

1.236/2018 reprodutivas, incluindo criopreservacdo de embrides.
IN MAPA ne 48/2016 Rquisitos t’e'cnicos' para uso e armézgnamelj"co de
material genético animal em laboratérios habilitados.
Lei Federal n® 5.517/1968 Dispse sopr(le 9 exercicio da profissdo de Médico
Veterindrio, regulamentada pelo CFMV.
Programa de Prevencgao de Riscos Ambientais — riscos
NR-9 (MTE . - : !
( ) quimicos (DMSO, EG) e fisicos (criogenia).
NR-32 (MTE) Seguranga e SauE:Je po TrtabaAIh'o em Serylg.os de Saude —
substancias criogénicas e quimicas.
IETS Manual 42 Ed. Norma |nterna.C|onaI~para avalla.gNao, criopreservagéo e
manipulacdo de embrides bovinos.
WOAH/OIE Cédigo Normas de sanidade animal para rastreabilidade e
Sanitario

transporte de embrides bovinos.

VOELKEL & HU (1992) Publicacdo de referéncia do protocolo‘Dlrect Transfer com
EG em palheta convencional.
PHILLIPS & JAHNKE (2016 Atualizacgdo técnica do protocolo DT com etilenoglicol para
( ) embrides bovinos.

VI. RESPONSABILIDADES

Responsavel Atribuicdes

Supervisionar/executar todos os procedimentos; autorizar
inicio de cada sessdo; assinar registros; responsabilizar-se
pela qualidade do material criopreservado.

Executar etapas de preparo de solucdes e criopreservacao;
manter planilhas atualizadas; verificar equipamentos antes
de cada procedimento.

Médico Veterinario RT

Técnico de laboratério

Realizar procedimentos somente sob supervisao direta; ndao
iniciar etapas criticas sem autorizacdo; participar dos
treinamentos obrigatoriamente.

Alunos / Estagiarios

. Controlar entrada, saida e descarte de dispositivos; verificar
Responsavel pelo : :
validade dos reagentes; reabastecer NL; manter planilha de
estoque .
estoque atualizada.
Responsavel pela Garantir dlsponlbl:\llcli_'aQe de EPI; conciuz;r trelnamjntc;s de
biosseguranca seguranca com NL; inspecionar extintores e saidas de

emergéncia.
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Procedimento operacional padrao

VII. DEFINIGOES E ABREVIATURAS

Termo Defini¢ao
pPoOP Procedimento Operacional Padrao
S B Criopreservacao ultrardpida com EG + DMSO + sacarose via OPS ou
Vitrificacdao

Cryotop; solidificacdo em estado vitreo sem cristais de gelo

Direct Transfer  Criopreservacdo em palheta 0,25 mL com EG e sistema de colunas;

(DT) permite reaquecimento a campo sem laboratério
oPS Open Pulled Straw — palheta estirada artesanalmente (~100-150
um de @ interno); taxa ~2.500 °C/min
Dispositivo comercial com pelicula ultrafina (< 0,1 pL); taxa de
Cryotop . o .
resfriamento ~23.000 °C/min
EG Etilenoglicol — crioprotetor permedvel principal nos trés
protocolos
DMSO Dimetilsulféxido — crioprotetor permedvel complementar; usado
na VT OPS e Cryotop; ausente no DT
Osmoprotetor ndo permeavel: SV2 (0,5 M); SR1 (0,25 M); SR2 (0,15
Sacarose .
M). Ausente ou opcional no DT
NL Nitrogénio liquido (-196 °C)
HM

Holding Medium — PBS + 5% SFB; meio de manutencao a 38 °C
SV1-0OPS Pré-equilibrio OPS: HM + 10% EG + 10% DMSO | 38 °C | 1 min+10s

SV2-0PS Vitrificacdo OPS: HM + 20% EG + 20% DMSO + 0,5 M sacarose |
TA.|<20s
SV1-CT Pré-equilibrio Cryotop: HM + 7,5% EG + 7,5% DMSO | 38 °C | 3 min
SV2-CT Vitrificagdo Cryotop: HM + 15% EG + 15% DMSO + 0,5 M sacarose |
T.A. | 45-60s
SR1 Reaquecimento 1: HM + 0,25 M sacarose | 38 °C | 5 min
SR2 Reaquecimento 2: HM + 0,15 M sacarose | 38 °C | 5 min
EG1,5Mou 1,4 M+ 0,15 M sacarose em PBS; coluna central da
Sol. DT
palheta DT
Sistema colunas HM | bolha de ar | EG+embrido | bolha de ar | HM — permite
DT

diluicdo in-straw

PBS / SFB Phosphate Buffered Saline / Soro fetal bovino

Bx / PIVE /EPI/ Blastocisto expandido / Producdo In Vitro de Embrides / EPI / Intl.
IETS Embryo Technology Society
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Procedimento operacional padrao

VIIl. MATERIAIS, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

MATERIAIS DE CONSUMO REAGENTES

PBS (Dulbecco's) — base de todas as

Palhetas OPS 0,25 mL — vitrificagdo solucbes
Kit Cryotop (Kitazato® ou equiv.) — SFB certificado (BSE-livre) — 5% em HM
vitrificagdo Etilenoglicol (EG) — crioprotetor principal

Palhetas convencionais 0,25 mL — DT DMSO — complementar (ausente no DT)

Capilares de vidro finos — depésito

Sacarose grau analitico — osmoprotetor
Cryotop ,
. Agua ultrapura / osmose reversa
Lacradores coloridos para palheta

. Alcool 70° — desinfecgdo de bancadas
Placas de Petri 35 mm e 60 mm

Tubos Falcon 15 mL e 50 mL EQUIPAMENTOS

Micropipetas monocanal 200 pL e 1000

ML Microscopio estereoscopio + mesa
Goblets e canisters de identificacio aquecida 38 °C
EPI completo (luvas criogénicas, 6culos, Botijdo de NL (minimo 10 L)

jaleco, calcado fechado) Banho-maria digital 38 °C

Caneta permanente criogénica /

. ) . Cronémetro (obrigatorio — tempos
etiquetas crioresistentes ( 8 P

criticos)

IX. ORIENTAGCOES GERAIS E EPI

EPI Obrigatoriedade

Jaleco de manga longa Obrigatério em todas as etapas laboratoriais.
Luvas de procedimento Obrigatérias para toda manipulacdo laboratorial.
Luvas criogénicas refor¢adas Obrigatdrias ao manusear o botijdao de NL.
Oculos de protegio Obrigatérios ao abrir o botijado.
Calgcado fechado Obrigatodrio. Sapatos abertos sao proibidos.

SEGURANCA COM NITROGENIO LiIQUIDO

NL causa queimaduras criogénicas graves — uso de EPI é inegocidvel em todas as
etapas.
Trabalhar exclusivamente em ambiente ventilado (NL desloca o O, do ar).

Nunca selar hermeticamente palhetas imersas em NL — risco de explosao.

Contato com pele: irrigar com dgua morna por = 15 min; ndo friccionar; acionar
médico imediatamente.

Extintor de CO, ou pd quimico: visivel, sinalizado e acessivel no laboratério.
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Procedimento operacional padrao

X. SELECAO DE EMBRIOES E ESCOLHA DO PROTOCOLO

Classificagao IETS Critério morfolégico Indicacdo
Grau | — Excelente Simétrico, blastdmeros uniformes Todos os protocolos
Grau ll - Bom 10-25% de células comprometidas Todos
Grau lll - Regular 25-50% de células comprometidas NAO indicado
Grau IV — Pobre > 50% de células comprometidas CONTRAINDICADO
— descartar
ORIENTAGAO PARA ESCOLHA DO PROTOCOLO
In vivo Grau | — campo sem infraestrutura Direct Transfer (DT)
In vivo Grau | — laboratoério equipado OPS ou DT
In vitro PIVE — qualquer grau indicado Cryotop preferencial
. S A Cryotop ou OPS. Evitar DT
Grau Il — maior susceptibilidade criogénica 7
quando possivel
Laboratério de pesquisa / alta tecnologia Cryotop — melhor padronizagao

X.4 — VITRIFICACAO: METODO OPS — Solugbes e Confecgio

Solugao Composicao Temperatura Tempo de
HM PBS + 5% SFB 38°C Pré-aquecido

SV1-OPS HM + 10% EG + 10% DMSO 38 °C 1min+10s

SV2-OPS HM + 20% EG + 20% DMSO + 0,5 M A 20-254C <20s &
SR1 HM + 0,25 M sacarose 38 °C 5 min
SR2 HM + 0,15 M sacarose 38 °C 5 min

CONFECGAO DAS PALHETAS OPS

1. Aproximar extremidade da palheta 0,25 mL da chama (3-5 cm), girando 5-8 s até
amolecer.

2. Estirar suavemente até ~100-150 um de diametro interno. Cortar com tesoura reta
(~2 cm de regido estirada).

3. Fabricar imediatamente antes do uso — nunca reutilizar.

4. Inspecionar ao estereoscopio: descartar OPS com dobras, rupturas ou diametro
irregular.
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Procedimento operacional padrao

X.4 — VITRIFICACAO OPS: Etapas do Procedimento

Descricao Tempo
Transferir embrido (Grau I/11) para gota de HM 38 °C. Imediato
2 lavagens em HM (38 °C). Remove residuos do meio. ~1 min

Transferir para SV1-OPS (38 °C).Retracdo + re-expansdo osmotica. 1min+10s

Posicionar OPS sobre gota de SV2-OPS. Preparacao
Transferir embrido para SV2-OPS e aspirar com a OPS (1-2 pL). t=0s
Mergulhar a OPS no NL (-196 °C), posigdo horizontal. <20 s do t=0 <20s
Manter submersa por no minimo 30 s. >230s

T Dentro do NL, fixar no goblet identificado, transferir para canister. <5 s fora NL

Registrar: codigo, data, raca/ID doadora, estagio, grau IETS, lote, Imediato
técnico.

m

Y
N o w

Q

X.5 — VITRIFICACAO: METODO CRYOTOP

Solugao Composicao Temperatura Tempo de
HM PBS + 5% SFB 38°C Pré-aquecido
SV1-CT HM + 7,5% EG + 7,5% DMSO 38°C 3 min exatos
SV2-CT HM + 15% EG + 15% DMSO + 0,5 M T.A.20-25°C 45-60 s
SR1 HM + 0,25 M sacarose 38 °C 5 min
SR2 HM + 0,15 M sacarose 38°C 5 min
7 ETAPAS DO PROCEDIMENTO CRYOTOP
1 Transferir embrido para HM 38 °C. Confirmar ID. Imediato
2 lavagens em HM (38 °C). ~1 min
Transferir para SV1-CT (38 °C). Observar retragdo e re-expansao. 3 min exatos
Transferir para SV2-CT. INICIO DO TEMPO CRITICO. fi=D8
Depositar embrido na pelicula com capilar em volume < 0,1 uL.  45-g0s A\
6 Mergulhar pelicula no NL (-196 °C), pelicula voltada para baixo. <1s
7 Encaixar tampa protetora dentro do NL - goblet - canister. Imediato
B Registrar: cddigo, data, raga/ID, estégio, grau IETS, lote, técnico. Imediato
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Procedimento operacional padrao

X.6 — DIRECT TRANSFER: Solugdes e Sistema de Colunas

Criopreservagéo com EG como Unico crioprotetor permedvel. A dilui¢do ocorre dentro
da propria palheta durante o reaquecimento a 20-25 °C por 5-10 s, eliminando
qualquer etapa laboratorial a campo.

oot comporgio |

Protocolo 1 (Voelkel & EG 1,5 M em PBS
Protocolo 2 (variante) EG 1,4 M + 0,15 M sacarose em
HM (colunas externas) PBS + 5% SFB
CONFIGURAGAO DO SISTEMA DE COLUNAS — PALHETA 0,25 mL
Coluna 1 :{J Coluna 2~ Al
HM ~75 p.l- EG+embrido ~ 25 10
mm puL mm
& extremidade posterior (lacrador) « « + « -+ o o - s extremidade anterior (inovulador) -

PRINCIPIO DO REAQUECIMENTO in-straw: ao aquecer a palheta em banho-maria a
20-25 °C por 5-10 s, as moléculas de dgua das colunas externas de HM difundem-se
osmoticamente para a coluna central de EG, diluindo o crioprotetor dentro da palheta.
O embrido é reidratado sem sair da palheta — que vai diretamente para o inovulador.

X.6 — DIRECT TRANSFER: Etapas do Procedimento

Eta Descricao Tempo

n Selecionar embrido (Grau | obrigatério). Obrigatério

n 3 lavagens em HM (38 °C) para remover residuos. ~1-2 min

nPalheta: Coluna 1 (HM ~75 uL) + bolha 1 + Coluna 2 (Sol. DT ~20 ul Preparacao

n Transferir embrido para ~5 uL de Sol. DT em placa de Petri. <30snoEG
5 Aspirar embrido + Sol. DT - completar Coluna 2. INICIO t=0. t=0s

| () Criar bolha 2 (~*10 mm) + Coluna 3 (HM ~75 pL). < 2 min do t=0
7 | Lacrar extremidade posterior. Verificar posi¢cdo ao Antes de imergir
8 Mergulhar palheta em.NL (-19IG ‘;C), posicao horizontal. <4 min do t=0
9 Fixar no goblet identificado = canister. Registrar. Imediato
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Procedimento operacional padrao

X.7 / X.8 - REAQUECIMENTO: VT (OPS/Cryotop) e Direct Transfer
REAQUECIMENTO — VITRIFICACAO (OPS / CRYOTOP)

4l Retirar OPS/Cryotop do botijdo com pinga longa. Confirmar ID. Dentro do NL
OPS: banho-maria 25 °C/10 s ou 37 °C/5-7 s. Cryotop: depositar
SR1 (38 °C) sobre pelicula.

Transferir embrido para SR1 (HM + 0,25 M sacarose, 38 °C). .
Observar re-expansao. 5 min

Transferir para SR2 (HM + 0,15 M sacarose, 38 °C). Diluicao

10s

. 5 min
progressiva.

ransferir para HM puro (38 °C). Lavagem final e equilibrio & mi
completo. i
Avaliar: re-expansdo da blastocele + integridade da ZP. Apto - Obrigatério

prosseguir. Inapto - descartar.

REAQUECIMENTO — DIRECT TRANSFER

Retirar palheta DT do botijao com pinga longa. Confirmar ID.  pentro do NL

Mergulhar em dgua 20-25 °C por 5-10 s. O HM das colunas

ﬂ externas dilui o EG dentro da palheta. 5-10s
Enxugar exterior com papel toalha. Palheta pronta: embrido Imediat
reidratado, EG diluido. meciato
Palheta vai diretamente para o inovulador. Sem etapas .
laboratoriais. ~ inovulador

X1 / XIl = RESULTADOS ESPERADOS E MONITORAMENTO

Indicador de Desempenho Meta Aceitavel

Sobrevivéncia pés-reaquecimento — OPS > 70% (re-expansao + ZP
Sobrevivéncia pds-reaquecimento — Cryotop > 80% (morfologia preservada)
Sobrevivéncia pés-reaquecimento — DT > 65% (re-expansao observavel)
Integridade da ZP (OPS e Cryotop) > 85% dos dispositivos
Rastreabilidade dos dispositivos em estoque 100% identificados e
Conformidade das solugdes 100% preparadas no dia,
Perda por armazenamento inadequado Meta: 0%

MONITORAMENTO — FREQUENCIAS

Mesa aquecedora Diariamente antes de procedimentos. 38 + 0,5 °C.
Banho-maria Antes de cada sessao de reaquecimento. 38 £ 0,5 °C.
Nivel de NL Semanalmente; reabastecer ao atingir 50%.
Calibragdo micropipetas A cada 3 meses ou suspeita de desvio.

Validade dos reagentes Antes de cada uso; descartar lotes vencidos.
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Procedimento operacional padrao

XIll. ACOES CORRETIVAS

Sobrevivéncia OPS < 70% Sobrevivéncia Cryotop < 80%

1. Revisar SV1/SV2-OPS. 1. Revisar SV1/SV2-CT.
2. Checar temperatura da mesa. 2. Volume na pelicula < 0,1 uL.
3. Revisar confecgdo das OPS. 3. Checar integridade.
4. Verificar tempo SV2 < 20s. 4. Tempo SV2-CT 45-60 s.
5. Retreinar. 5. Retreinar.
1. Concentracdo Sol. DT (1,4-1,5 M). 1. Inspecionar dispositivo ao
2. Tempo de exposicao < 4 min. estereoscoépio.
3. Sistema de colunas correto. 2. Temperatura SR1/SR2 (38 °C).
4. Reaquecimento 20-25 °C/5-10s. 3. Registrar como perda.
5. Retreinar. 4. Investigar falha no envase.
1. Interromper o procedimento. 1. Suspender retirada de dispositivos.
2. Manter dispositivos em NL. 2. Acionar fornecedor.
3. Acionar assisténcia técnica. 3. Verificar comprometimento.
4. Registrar NC. 4. Registrar.
1. Quarentenar — ndo utilizar. 1. Interromper o procedimento.
2. Investigar rastreabilidade. 2. Descartar lote.
3. Registrar NC. 3. Avaliar impacto.
4. Reforgar protocolo de ID. 4. Registrar e revisar controle.

XIV / XV — REGISTROS DE OCORRENCIAS E FREQUENCIA

Documento Campos Obrigatdrios
Planilha de Criopreservagio Cédigo, protocolo, data/hora, raga/ID, estagio, grau IETS, lote, técnico,
assinatura.
Planilha de Estoque Data, movimentagdo, codigo, protocolo, canister/goblet, saldo, responsével.

Planilha de Reaquecimento Cédigo, protocolo, re-expanséo (S/N), ZP integra (S/N), aptiddo, técnico, data.

Data, hora, equipamento, temperatura medida, técnico. Antes de cada

Planilha de Temperatura :
procedimento.

Planilha de Reagentes Reagente, lote, vencimento, abertura, descarte, responsavel.
Livro de Ndo Conformidades Data/hora, NC, causa, agdo corretiva, responsavel, verificagdo, assinatura.
Controle de reagentes Conforme demanda — apds coleta in vivo ou sessdo PIVE

Verificagdo de temperatura L .
Diariamente antes de procedimentos programados

Verificagdo do nivel de NL Quinzenalmente e antes de qualquer procedimento
Revisdo deste POP Anualmente ou quando houver mudang¢a normativa

Treinamento dos

Antes da primeira execugdo; revisdo anual
executores
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Procedimento operacional padrao

XVI.1 - FLUXOGRAMA: Criopreservacao pelo Método OPS

INICIO: embrido disponivel para criopreservagio

Avaliacdo morfoldgica ao estereoscépio (mesa 38 °C) - Classificacdo IETS

Grau l ou Il = APTO para OPS | Grau lll ou IV - DESCARTAR

v

HM - SV1-OPS (10% EG + 10% DMSO) - SV2-OPS (20% EG + 20% DMSO + 0,5 M sacarose)
Confeccdo e inspecdo da OPS (~100-150 um @) - Preparo das gotas na placa (38 °C)
3 lavagens em HM (38 °C) - ~1 min

Pré-equilibrio em SV1-OPS - 1 min £ 10 s - 38 °C

Imersao imediata da OPS em NL (-196 °C) - posi¢ao horizontal

v

Envase na OPS com SV2-OPS - 1-2 pL - < 20 s - TEMPO CRITICO

\4

Goblet identificado - canister no botijao - Registro imediato

XVI.2 - FLUXOGRAMA: Criopreservagao pelo Método Cryotop

INICIO: embrido disponivel para criopreservagio

Avaliagdo morfoldgica ao estereoscdpio (mesa 38 °C) - Classificagdo IETS
Grau |l ou Il & APTO para Cryotop | Graulll ou IV - DESCARTAR
HM - SV1-CT (7,5% EG + 7,5% DMSO) - SV2-CT (15% EG + 15% DMSO + 0,5 M sacarose)
Inspecdo do Cryotop (pelicula integra) - Preparo das gotas na placa (38 °C)
3 lavagens em HM (38 °C) - ~1 min
Pré-equilibrio em SV1-CT - 3 min - 38 °C

Depésito na pelicula com SV2-CT - < 0,1 pL - 45-60 s - TEMPO CRITICO

Imersdo do Cryotop em NL (-196 °C) - pelicula voltada para baixo

Tampa protetora no NL - goblet - canister - Registro imediato
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Procedimento operacional padrao

XVI.3 - FLUXOGRAMA: Criopreservacgao pelo Protocolo Direct Transfer

INICIO: embrido disponivel para criopreservagio

Avaliacdo morfoldgica ao estereoscopio (mesa 38 °C) - Classificagdo IETS
Graul > APTO | Graull apenas sem alternativa | Grau llI/IV - DESCARTAR

Preparo Sol. DT: EG 1,5 M em PBS (P1) ou EG 1,4 M + 0,15 M sacarose (P2)

v

3 lavagens do embrido em HM (38 °C) - ~¥1-2 min

<

Montagem da palheta: HM (~75 uL) | bolha 1 | Sol. DT (~20 uL) sem embrido

<

Transferéncia do embrido para Sol. DT (~5 uL) - INiCIO DO TEMPO CRITICO (t=0)

Aspirar embridgo - Coluna 2 central - bolha 2 | HM (~75 pL) - Lacrar posterior
Verificar posi¢do ao estereoscopio - Todo o processo < 4 min do t=0

Imersao imediata da palheta em NL (-196 °C) - posi¢ao horizontal

Goblet identificado -» canister no botijao - Registro imediato

XVII. CONTROLE DE APROVAGOES PARA USO

Data da Aprovacgao Nome do Responsavel Unidade/Subunidade

[Data 01] [Responsavel 01] [Unidade/Subunidade 01]

[Data 02] [Responsavel 02] [Unidade/Subunidade 02]

[Data 03] [Responsavel 03] [Unidade/Subunidade 03]
Elaboracdo/Revis3o por: Aprovado por: Data da Aprovagao:

Codigo: CRYO-01 | Versdo: 01 | Unidade: Laboratério de Reprodugdo Animal |

Setor: Criopreserva¢cdao Embrionaria
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Conclusao

o OConsideragﬁes finais

Para embrides in vivo de alta qualidade, vitrificacdao e DT sao equivalentes

(54-69% prenhez para Grau l), a escolha é logistica, ndo bioldgica.

Para embrides PIVE, a vitrificacdo é biologicamente superior, elimina o chilling

injury e os cristais intracelulares do congelamento lento.

O protocolo Embrapa VD (33% de prenhez, sem diferenca estatistica frente a

embrides a fresco) representa o estado da arte para PIVE em campo.

A padronizagdo dos procedimentos operacionais (POPs) é condigcdo
indispensavel para a reprodutibilidade dos resultados, independente da

técnica.

A Lei 15.021/2024 e a Portaria SDA/MAPA 1.204/2024 impdem

responsabilidades claras ao médico veterinario RT sobre rastreabilidade e

controle de qualidade.



77

Conclusdo

“Vitrificagdo e Direct Transfer sdo técnicas complementares. Conhecer

suas indicag¢oes e aplica-las com base em protocolos padronizados é o

que garante os resultados que a ciéncia jad demonstrou serem possiveis."

Fonte: Imagem criada com o uso de IA
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A criopreservacao de embrides bovinos constitui, na contemporaneidade, um dos elos
mais estratégicos da cadeia produtiva da biotecnologia reprodutiva bovina, permitindo o
armazenamento, a distribuicdo e a preservagdo de material genético de alto valor em escala
nacional e internacional. O Brasil, como maior transferidor mundial de embrides bovinos,
encontra-se em posicao privilegiada para se beneficiar dos avangos cientificos e tecnoldgicos
nessa area, com reflexos diretos sobre a competitividade e a sustentabilidade da pecuaria
nacional. A presente revisdo de literatura permitiu sistematizar o conhecimento disponivel
sobre as duas principais técnicas de criopreservacdo aplicadas a rotina da TE bovina, a
vitrificagdo e o Direct Transfer , , evidenciando suas bases cientificas, protocolos, dispositivos,
resultados reprodutivos e boas praticas associadas.

Com base na literatura analisada, pode-se concluir que a vitrificagdo representa o
método de criopreservacdo de maior eficiéncia bioldgica para embrides bovinos, especialmente
os produzidos in vitro, pela eliminagdo completa dos cristais de gelo durante o processo
criogénico. A introdu¢do da Open Pulled Straw (OPS) por Vajta ef al. (1998) foi um marco
decisivo na evolu¢do da técnica, tornando viavel a vitrificagdo em escala comercial. O
desenvolvimento subsequente do Cryotop por Kuwayama et al. (2005) e do protocolo Embrapa
Vitrificagdo Direta (VD) pela Embrapa (2023) ampliou as possibilidades de aplicagdo da
vitrificagdo, incluindo sua associacdo com a transferéncia direta para uso em campo. Os
resultados reprodutivos com embrides PIVE vitrificados pelo protocolo Embrapa Vitrificacao
Direta (VD) (33% de prenhez vs 44% para embrides a fresco, sem diferenga estatistica)
representam um avango expressivo e abrem perspectivas para a popularizagdo da vitrificacdo
em programas de campo no Brasil.

O Direct Transfer, por sua vez, ¢ consolidado e amplamente utilizado para embrides in
vivo, apresentando taxas de prenhez equivalentes as da vitrificagdo para esse tipo de embrido
(em torno de 54% a 69% para embrides Grau I). Sua principal vantagem ¢ a simplicidade
operacional em campo, eliminando as etapas de remog¢do do crioprotetor em bancada
laboratorial. Para embrides PIVE, os resultados com DT convencional sdo inferiores aos da
vitrificagdo, limitando sua aplicacdo a programas com infraestrutura laboratorial reduzida ou
onde o custo operacional ¢ fator determinante.

A andlise das boas praticas demonstrou que a padronizacdo dos procedimentos

operacionais ¢ fator determinante para a reprodutibilidade e a consisténcia dos resultados de
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criopreservacdo. Erros técnicos em etapas criticas, como o tempo de exposicdo as solugdes
vitrificantes, a inducdo do seeding no DT, a manuten¢do do nitrogénio liquido e a
rastreabilidade das palhetas, sdo causas frequentes de variabilidade nos resultados reprodutivos.
A implementacdo de Procedimentos Operacionais Padrao (POPs), o treinamento continuo das
equipes técnicas e o uso de sistemas de controle de qualidade e rastreabilidade sdo, portanto,
medidas indispensaveis para a exceléncia nos programas de criopreservacdo embrionaria
bovina.

Do ponto de vista das perspectivas futuras, a tendéncia de crescimento da PIVE bovina
no Brasil e no mundo, combinada com o aumento da demanda por embrides criopreservados
de alta qualidade genética, deve impulsionar o desenvolvimento de novos protocolos de
vitrificagdo com transferéncia direta, bem como de novos crioprotetores menos toxicos e de
novos dispositivos que combinem alta velocidade de resfriamento com seguranga sanitaria. O
uso de citocinas como FGF2, LIF e IGF1 no cultivo embrionario pré-criopreservacao
(Stoecklein et al., 2021) e a aplicagdo de ferramentas de inteligéncia artificial para selecdo de
embrides antes da criopreservagao sao areas de pesquisa em desenvolvimento que prometem
elevar ainda mais as taxas de sobrevivéncia e prenhez poOs-criopreservagdo nas proximas
décadas.

Conclui-se que a vitrificagdo e o Direct Transfer sdo técnicas complementares e
igualmente indispenséaveis no arsenal biotecnoldgico da reprodugdo bovina brasileira. A escolha
entre elas deve ser embasada em analise criteriosa do tipo de embrido disponivel, das condi¢des
de campo e laboratorio, dos objetivos do programa e dos recursos disponiveis. A adogdo de
boas praticas padronizadas ¢ a condicdo fundamental para que qualquer técnica de
criopreservacdo produza os resultados reprodutivos que a ciéncia demonstrou serem
alcancaveis. O manual técnico derivado desta revisdo de literatura visa contribuir para essa
padronizagdo, disponibilizando de forma organizada e acessivel as informagdes cientificas
necessarias para a execucao segura e eficiente da criopreservacdo de embrides bovinos por

vitrifica¢do e Direct Transfer.
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