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RESUMO 

 

A criopreservação de embriões é uma importante ferramenta que possibilita a logística de 

armazenamento e transferência de blastocistos de alto mérito genético. Existem na 

atualidade duas principais metodologias distintas de criopreservação, o congelamento 

lento e a vitrificação, desenvolvidas a fim de evitar crioinjúrias. A vitrificação é uma 

técnica de congelamento rápido, que transforma o líquido em estado vítreo, diminuindo 

os efeitos negativos da formação de cristais de gelo. Contudo, a técnica de vitrificação 

ainda pode causar danos referentes à formação dos cristais de gelo. Algumas proteínas 

foram identificadas como inibidoras de formação de gelo intracelular, denominadas de 

proteínas anticongelantes (antifreeze proteins - AFP). Estas proteínas têm ação na 

modificação da estrutura do cristal de gelo, diminuindo o ponto de congelamento e 

inibindo a atividade de recristalização. Com base no exposto este trabalho objetivou 

avaliar os efeitos crioprotetores da AFP extraída da gramínea Lolium perenne (LpAFP) e 

da AFP extraída da larva do besouro do Tenebrio molitor (TmAFP) na vitrificação de 

embriões bovinos. Para isto, blastocistos bovinos produzidos in vitro foram vitrificados 

utilizando o método cryotop em ambos experimentos. No primeiro experimento, durante 

o processo de vitrificação, os blastocistos foram aleatoriamente separados em dois grupos 

experimentais, sendo o grupo controle (GC) contendo 0 ng/mL de LpAFP e o grupo 

tratamento (GT) suplementado com 500 ng/mL de LpAFP. A vitrificação deu-se 

transferindo os blastocistos para a solução de equilíbrio: 7,5% de etilenoglicol (EG) e 

7,5% de dimetil sulfóxido (DMSO) por 2 min, posteriormente para a solução de 

vitrificação: 15% EG, 15% dimetil sulfóxido (DMSO) e em seguida depositados na haste 

do cryotop e submersos em Nitrogênio líquido. O aquecimento foi realizado em três 

etapas com concentrações decrescentes de sacarose (1,0, 0,5 e 0,5 M de sacarose). Após 

o aquecimento, os blastocistos foram cultivados por 24 horas e analisados a taxa de 

sobrevivência (expansão e/ou eclosão), marcados com Hoechst para avaliação do número 

total de células e analisados em microscopia eletrônica de transmissão para avaliação 

ultraestrutural. No segundo experimento, os blastocistos produzidos in vitro foram 

aleatoriamente separados em três grupos experimentais e vitrificados com meio de 

estabilização e vitrificação suplementados com diferentes concentrações de TmAFP: 0 

ng/mL; 500 ng/mL e 1.000 ng/mL. O processo de vitrificação e aquecimento se deu da 

mesma forma do primeiro experimento. Após 24 horas de cultivo pós aquecimento, foram 

analisadas a taxa de sobrevivência (expansão e/ou eclosão) e realizada análise 



 
 

ultraestrutural dos embriões expandidos. No experimento 1 os resultados mostraram que 

não houve diferença significativa na taxa de reexpansão 24 horas após aquecimento, 

entretanto houve variação (P < 0,05) na taxa de eclosão no GT. O número total de células 

24 horas após o aquecimento foi significativamente maior no GT quando comparado ao 

GC (GT 114,87 ± 7,24 vs. GC 91,81 ± 4,94). A análise ultraestrutural demonstrou 

diminuição das lesões citoplasmáticas, principalmente nas mitocôndrias e reticulo 

endoplasmático rugoso no GT. No experimento dois, o grupo suplementado com 500 

ng/mL de TmAFP (500TmAFP) apresentou maior taxa de sobrevivência quando 

comparado aos outros dois grupos, controle (0 ng/mL de TmAFP) e 1000TmAFP (1000 

ng/mL de TmAFP), também foi observada maior taxa de expansão da blastocele no grupo 

500TmAFP. Lesões ultraestruturais foram observadas em todos os embriões vitrificados, 

entretanto os embriões dos grupos 500TmAFP e 1000TmAFP apresentaram menos lesões 

citoplasmáticas quando comparadas ao grupo controle. Em conclusão, o experimento 1 

demonstrou que a adição de 500 ng/mL de LpAFP durante a vitrificação de embriões 

bovinos produzidos in vitro se mostrou favorável na melhoria da sobrevivência e 

desenvolvimento dos blastocistos após o aquecimento. Em adição, o experimento 2 

evidenciou que a suplementação de TmAFP pode mitigar as alterações celulares, as quais 

envolvem organelas e componentes celulares essenciais para o funcionamento adequado 

e viabilidade pós aquecimento de embriões bovinos produzidos in vitro vitrificados. 

 

Palavras-chave: Lolium perenne; Tenebrio molitor; Criopreservação; Vitrificação; 

Cryotop; Blastocistos, PIVE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Embryo cryopreservation is an important tool that enables the logistics of storage and 

transfer of blastocysts of high genetic merit. There are currently two main distinct 

cryopreservation methodologies, slow freezing and vitrification, developed in order to 

avoid cryoinjuries. Vitrification is a rapid freezing technique that transforms the liquid 

into a glassy state, reducing the negative effects of ice crystal formation. However, the 

vitrification technique can still cause damage related to the formation of ice crystals. 

Some proteins have been identified as inhibitors of intracellular ice formation, called 

antifreeze proteins (AFP). These proteins have action in modifying the structure of the 

ice crystal, decreasing the freezing point and inhibiting the recrystallization activity. 

Based on the above, this study aimed to evaluate the cryoprotective effects of AFP 

extracted from the grass Lolium perenne (LpAFP) and AFP extracted from the larva of 

the Tenebrio molitor beetle (TmAFP) on the vitrification of bovine embryos. For this, in 

vitro produced bovine blastocysts were vitrified using the cryotop method in both 

experiments. In the first experiment, during the vitrification process, the blastocysts were 

randomly separated into two experimental groups, the control group (GC) containing 0 

ng/mL LpAFP and the treatment group (GT) supplemented with 500 ng/mL LpAFP. 

Vitrification was carried out by transferring the blastocysts to the equilibrium solution: 

7.5% ethylene glycol (EG) and 7.5% dimethyl sulfoxide (DMSO) for 2 min, then to the 

vitrification solution: 15% EG, 15 % dimethyl sulfoxide (DMSO) and then deposited on 

the cryotop rod and submerged in liquid nitrogen. Heating was carried out in three steps 

with decreasing concentrations of sucrose (1.0, 0.5 and 0.5 M sucrose). After heating, the 

blastocysts were cultured for 24 hours and analyzed for survival rate (expansion and/or 

hatching), stained with Hoechst to evaluate the total number of cells and analyzed under 

transmission electron microscopy for ultrastructural evaluation. In the second experiment, 

in vitro produced blastocysts were randomly separated into three experimental groups and 

vitrified with stabilization and vitrification medium supplemented with different 

concentrations of TmAFP: 0 ng/mL; 500 ng/mL and 1000 ng/mL. The vitrification and 

heating process took place in the same way as in the first experiment. After 24 hours of 

post-warming cultivation, the survival rate (expansion and/or hatching) was analyzed and 

ultrastructural analysis of the expanded embryos was performed. In experiment 1, the 

results showed that there was no significant difference in the reexpansion rate 24 hours 

after heating, however there was variation (P < 0.05) in the hatching rate in the GT. The 



 
 

total number of cells 24 hours after heating was significantly higher in the GT when 

compared to the GC (GT 114.87 ± 7.24 vs. GC 91.81 ± 4.94). The ultrastructural analysis 

showed a decrease in cytoplasmic lesions, mainly in mitochondria and rough endoplasmic 

reticulum in GT. In experiment two, the group supplemented with 500 ng/mL of TmAFP 

(500TmAFP) had a higher survival rate when compared to the other two groups, control 

(0 ng/mL of TmAFP) and 1000TmAFP (1000 ng/mL of TmAFP), also a higher rate of 

blastocoel expansion was observed in the 500TmAFP group. Ultrastructural lesions were 

observed in all vitrified embryos, however embryos from the 500TmAFP and 

1000TmAFP groups showed less cytoplasmic lesions when compared to the control 

group. In conclusion, experiment 1 demonstrated that the addition of 500 ng/mL of 

LpAFP during the vitrification of in vitro produced bovine embryos proved to be 

favorable in improving the survival and development of blastocysts after heating. In 

addition, experiment 2 showed that TmAFP supplementation can mitigate cellular 

changes, which involve organelles and cellular components essential for proper 

functioning and viability after heating of vitrified in vitro produced bovine embryos. 

 

Keywords: Lolium perenne; Tenebrio molitor; cryopreservation; vitrification; cryotop; 

Blastocysts, PIVE. 
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INTRODUÇÃO  

 

O desenvolvimento da tecnologia para produção de embriões in vitro (PIVE) 

reforça o ganho genético, pois possibilita maior utilização de matrizes e reprodutores de 

elite. A criopreservação é uma ferramenta que possibilita a melhoria na logística de 

armazenamento e transferência dos blastocistos e consequentemente a difusão do 

germoplasma por todo o mundo, além de possibilitar o armazenamento de embriões 

produzidos em excesso.  

De acordo com a Sociedade Internacional de Tecnologia de Embriões (IETS, 

2021), em 2019, foram transferidos, em todo mundo, 797.190 embriões bovinos 

produzidos in vitro, deste total, 44,39% foram de embriões congelados-descongelados. 

Apesar do número crescente de embriões criopreservados, esse processo de 

armazenamento pode causar lesões nas células embrionárias devido à formação de cristais 

de gelo intracelular, ao choque osmótico e à toxidade de crioprotetores (Alfarha et al., 

2018; Ferreira et al., 2015). Em adição, embriões produzidos in vitro são mais sensíveis 

à criopreservação, quando comparados com seus equivalentes produzidos in vivo, em 

decorrência, sobretudo do alto teor lipídico presente no citoplasma de embriões PIVE 

(Pryor et al., 2011; Sudano et al., 2011). 

As estratégias para superar essas adversidades incluem, principalmente, a redução 

do volume de solução de crioproteção e o aumento da criotolerância com a incorporação 

de aditivos ao meio de criopreservação (Pereira e Marques, 2008), além de diferentes 

métodos de criopreservação utilizados. O congelamento lento e vitrificação são os 

procedimentos mais comumente empregados para criopreservação de embriões (Arshad 

et al., 2021). 

A vitrificação tem como objetivo solidificar células sem cristalização, diminuindo 

os efeitos adversos do congelamento, além dos benefícios adicionais que permitem 

flexibilidade e praticidade, podendo ser realizada rapidamente e eliminando a necessidade 

de equipamentos caros e de alta manutenção (Liebermann e Tucker, 2004). Quando 

comparada ao congelamento lento, a vitrificação se torna mais eficiente quando é avaliada 

a taxa de gestação após a transferência dos embriões criopreservados (An et al., 2016; Do 

et al., 2017). 
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Diversos dispositivos são utilizados para a vitrificação de blastocistos, como 

grades de microscopia eletrônica, cryotop, cryoloop, hemistraws e cryotip (Morató et al., 

2010), entre estes, podemos destacar o cryotop como excelente dispositivo de vitrificação, 

devido ao baixo volume de meio de criopreservação e a exposição direta dos blastocistos 

em nitrogênio líquido, que leva à transição para um estado semelhante ao vidro e por 

conseguinte reduz o potencial dano celular (Morató et al., 2010). 

Contudo, a vitrificação pode causar alterações nos blastocistos bovinos (Inaba et 

al., 2016). Em embriões porcinos foi observado retardo na proliferação de blastômeros 

vivos durante o cultivo pós aquecimento (Nguyen et al., 2018), sugerindo que este 

procedimento pode afetar o desenvolvimento subsequente dos embriões que 

sobreviveram à vitrificação. 

Diversas pesquisas têm sido conduzidas para diminuir os efeitos negativos da 

formação dos cristais de gelo durante a criopreservação (Nishijima et al., 2014). Entre 

elas, podemos destacar a suplementação do meio de vitrificação com proteínas 

anticogelantes (AFPs) (Nishijima et al., 2014; Lee et al., 2015; Liang et al., 2016). 

 As AFPs são encontradas em diversos seres vivos que são adaptados a ambientes 

frios (Rubinsky et al., 1991), como peixes do ártico e antárticos, além de vegetais, anfíbios 

e insetos, desempenhando assim, papel importante para sua sobrevivência em ambientes 

com temperaturas abaixo de 0 °C (Yeh e Feeney, 1996; DeVries e Wohlschlag, 1969). 

Estas proteínas têm afinidade de ligação ao gelo e podem cineticamente diminuir a 

temperatura para a formação de cristais de gelo, sendo assim, prevenindo os danos 

mecânicos causados às células devido à formação de cristais de gelo. (Jia e Davies, 2002; 

Madura et al., 2000). 

Com base no exposto, objetivou-se analisar os efeitos crioprotetores da AFP 

extraída da gramínea Lolium perenne (LpAFP) e da AFP extraída da larva do besouro do 

Tenebrio molitor (TmAFP) na vitrificação de embriões bovinos produzidos in vitro. 
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1.1. Conservação de recursos genéticos animal 

 

Os avanços científicos e tecnológicos alcançados durante as últimas décadas na 

reprodução animal resultaram no desenvolvimento de uma variedade de ferramentas 

comumente referidas como tecnologias de reprodução assistida, que tem como principal 

objetivo maximizar o número de descendentes de animais geneticamente superiores e 

disseminar o germoplasma por todo mundo (Ferré et al., 2020). A conservação de gametas 

e embriões animais, incorporada às biotecnologias da reprodução assistida, é um pré-

requisito para utilização destes materiais genéticos em escala comercial, além de permitir 

a criação de bancos de germoplasma de animais geneticamente superiores além dos 

ameaçados de extinção.  

Em 1938 Basile J. Luyet e Eugene L. Hodapp publicaram o primeiro relato bem-

sucedido de vitrificação de espermatozoides (Arav, 2014), no entanto, somente após 

1949, Christopher Polge, Audrey Smith e Alan Parkes, ao tentarem duplicar os resultados 

de Luyet, descobriram acidentalmente que o glicerol possuía propriedades crioprotetoras, 

sendo este fato, um marco nos estudos da criobiologia (Polge et al., 1949). 

A criobiologia, termo derivado do grego (crio = frio, bios = vida e logos = ciência), 

pode ser definida como o estudo dos efeitos das baixas temperaturas sobre as células ou 

seres vivos com o propósito da criopreservação, e inclui a análise de células, proteínas, 

órgãos ou todo o organismo de animais e plantas submetidas à criopreservação (Moawad, 

2010).  

Todavia, a criobiologia não estuda exclusivamente a criopreservação de células, 

tecidos, gametas e embriões de animais e humanos, podemos destacar outras áreas de 

estudos que incluem: o estudo da adaptação ao frio; o armazenamento de órgãos em 

condições hipotérmicas para transplante; a liofilização; criocirurgias e os aspectos de 

engenharia mecânica da transferência de calor durante resfriamento e aquecimento 

(Moawad, 2010). 

A criopreservação de embriões permite o incremento das taxas de melhoramento 

genético em rebanhos, pois favorece a logística de difusão genética, contemplando 

machos e fêmeas de elite, beneficiando o intercâmbio internacional de germoplasma e 

evitando o transporte de animais (Pereira e Marques, 2008). Contudo as técnicas de 

criopreservação não são exclusivas de espécies domésticas, tecidos e células de animais 
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selvagens ameaçados de extinção também podem ser criopreservados com o objetivo de 

diminuir o risco do seu desaparecimento (Holt e Comizzoli, 2022). 

1.1.1. Métodos de criopreservação de oócitos e embriões 

 

Além da refrigeração, na atualidade existem dois métodos principais de 

criopreservação de gametas, a saber: o congelamento lento e a vitrificação. Estas duas 

abordagens foram desenvolvidas para evitar a formação de cristais de gelo intracelular 

durante o congelamento bem como lesões osmóticas e toxidade dos crioprotetores (Figura 

1) (Alfoteisy, 2012). 

 

Figura 1. Representação esquemática de um embrião durante os métodos de congelamento lento 

e vitrificação. Os hexágonos brancos representam os cristais de gelo. A concentração de 

crioprotetores é mostrada pela escuridão do sombreamento (Adaptado de Moawad, 2010). 

 

 

O congelamento lento tem a vantagem de usar baixas concentrações de 

crioprotetores que, em grandes concentrações, estão associados com toxicidade química 

e choque osmótico (Arav, 2014). A vitrificação é um processo rápido de criopreservação 

em que os embriões são imediatamente congelados em nitrogênio líquido levando à 

formação de uma camada vítrea (Argyle et al., 2016). 

Ambas as metodologias de criopreservação são baseadas em dois principais 

fatores: os crioprotetores e as taxas de resfriamento e aquecimento (Moawad, 2010). O 

armazenamento, aquecimento e remoção dos crioprotetores (reidratação) difere pouco 

entre as técnicas de criopreservação, sendo a principal diferença a quantidade dos 

crioprotetores e a taxa de resfriamento (Vajta e Kuwayama 2006). 
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1.1.1.1. Método de Congelação lenta 

 

A técnica de congelamento lento foi desenvolvida pela primeira vez, em 1971, 

para criopreservação de embriões de camundongos (Whittingham et al., 1972; Willadsen 

et al., 1978) e poucos anos depois, a técnica estava bem estabelecida para ovelhas 

(Willadsen et al., 1976) e gado bovino (Willadsen et al., 1978). O método de resfriamento 

lento pode ser definido como um procedimento onde o material biológico é embebido em 

soluções crioprotetoras e resfriado lentamente a cerca de 1°C/min (Woods et al., 2004). 

Levando ao congelamento da solução extracelular antes que os cristais de gelo 

intracelulares se formem, criando um desequilíbrio osmótico e favorecendo a saída da 

água do meio intracelular através da membrana celular (Hardin, 2016). 

Nesta técnica, as células são gradualmente expostas ao meio de congelamento com 

concentrações relativamente baixas de crioprotetores (CPs) penetrantes, que minimizam 

os danos mecânicos causados às células, evitando a formação de cristais de gelo 

intracelular. 

O congelamento lento tem sido usado com sucesso para congelar oócitos e 

embriões de várias espécies de mamíferos, especialmente aqueles que são menos 

sensíveis ao frio, como camundongo e gato (Luvoni et al., 1997; Ruppert-Lingham, 2003; 

Luvoni, 2006) e também foi utilizado para congelar oócitos e embriões humanos (Fabbri, 

2006). Por outro lado, resultados insatisfatórios foram relatados para espécies mais 

sensíveis a lesões por frio, incluindo bovinos, ovinos, suínos e equinos (Martino et al., 

1996; Isachenko et al., 1998; Vajta et al., 1998; LeGall and Massip, 1999). 

 

1.1.1.2. Método de Vitrificação 

 

A vitrificação é uma técnica de congelamento rápido, que transforma o líquido em 

estado de vidro sem formação de cristais de gelo (Hardin, 2016). A camada vítrea se 

molda ao formato da membrana celular, permitindo a sua integridade estrutural para 

permanecer intacta, ao contrário do congelamento lento (Mandawala et al., 2016). 

Apesar de ter sido relatada em 1938 por Basile J. Luyet e Eugene L. Hodapp com 

espermatozoides (Luyet e Hodapp, 1938), apenas em 1985 a vitrificação foi apresentada 

por Rall e Fahy (1985) com embriões murinos e mais tarde, em 1987, obtiveram sucesso 

com a vitrificação de embriões de ratos (Rall et al., 1987).  
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Por vários anos, a vitrificação não foi o método de escolha para a criopreservação, 

o congelamento lento tinha a preferência. Isto devido ao fato de que o sucesso da 

vitrificação não foi alcançado facilmente, em razão da necessidade de altas concentrações 

de crioprotetores penetrantes e volumes relativamente alto de amostras (Arav, 2014).  

Um dos fatores determinantes para o sucesso da técnica de vitrificação é a 

viscosidade do meio em que os embriões ou células estão suspensos. Quanto maior a 

concentração de crioprotetores maior será a variação de temperatura para a transição 

vítrea, diminuindo assim as chances de cristalização da água, e diferentes crioprotetores 

e aditivos têm variados níveis de toxidade, taxa de penetração e temperatura de transição 

vítrea, a viscosidade do meio é definida pela concentração de vários crioprotetores e 

aditivos durante a vitrificação (Arav, 2014). 

No método de vitrificação altas concentrações de crioprotetores penetrantes são 

utilizados para aumentar a viscosidade da amostra ao ponto onde as moléculas 

permanecem imobilizadas. Em seguida, a amostra é resfriada em velocidade ultrarrápida 

(-100°C/min) para temperatura extremamente baixa, imergindo-a diretamente em 

nitrogênio líquido (-196 °C), deixando as células ou tecidos solidificados, semelhante ao 

vidro (Fahy et al., 1984; Argyle et al., 2016). 

Os crioprotetores penetrantes utilizados na vitrificação entram na célula 

rapidamente e formam ligações de hidrogênio com as moléculas de água intracelular, 

diminuindo o ponto de congelamento para menos de -120 °C (Alfoteisy, 2012). A 

vitrificação bem sucedida utilizando uma combinação de etilenoglicol (EG), 

dimetilsulfóxido (DMSO) e sacarose foi inicialmente relatada por Ishimori et al. (1992), 

onde se estabeleceu as bases para os protocolos de vitrificação. 

As soluções de vitrificação comumente consistem em duas ou três soluções que 

são preparadas em Meio de Cultura de Tecidos (TCM-199) com 10% de Soro Fetal 

Bovino (SFB) (Hardin, 2016).  Os meios de vitrificação são classificados ou denominados 

como meio de equilíbrio no qual há baixa concentração de crioprotetores que então é 

aumentada na segunda e/ou terceira solução. Estas soluções também contêm sacarose ou 

trealose como crioprotetores não penetrante (Kuleshova et al., 1999; Hardin, 2016). As 

concentrações dos crioprotetores penetrantes podem variar, e a quantidade de tempo em 

cada solução também pode ser diferente entre os protocolos, pois ainda não foi 

estabelecido um protocolo ideal (Hardin, 2016). 

 Além da viscosidade do meio, devido às altas concentrações de crioprotetores, a 

probabilidade do sucesso da vitrificação aumenta à medida em que o volume da amostra 
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com solução diminui. Volumes menores permitem melhor transferência de calor, 

facilitando assim maiores taxas de resfriamento (Arav, 2014). Além disso, o pequeno 

volume tem efeito independente sobre a probabilidade de nucleação do gelo como foi 

descoberto no século XIX por Gay-Lussac, que ao subir em um balão percebeu que as 

gotas das nuvens não congelavam, apesar das temperaturas abaixo de 0 °C. Descobriu-se 

o efeito do volume mínimo sobre a resistência ao congelamento (Arav, 2014). 

Atualmente, o uso da vitrificação é preferível ao congelamento lento, porque 

permite a conservação da viabilidade do embrião, pois há a redução dos danos causados 

à membrana celular quando as células passam pela zona crítica de temperatura, entre -5 

°C a -80 °C, onde geralmente ocorre a ruptura da membrana celular causada pela 

formação de cristais de gelo intracelular (Vajta e Nagy, 2006). 

A técnica de vitrificação geralmente pode ser dividida em duas categorias 

distintas: as técnicas de superfície e técnicas de tubulação (Saragusty e Arav, 2011). As 

técnicas de superfície incluem grade de microscopia eletrônica (Martino et al., 1996), 

Cryotop (Hamawaki et al., 1999; Kuwayama et al., 2005), Cryoloop (Lane et al, 1999), 

Hemi-straw  (Vanderzwalmen et al., 2000), superfície sólida (Dinnyes et al., 2000), malha 

de náilon (Matsumoto et al., 2001), Cryoleaf  (Chian et al., 2005), vitrificação de 

cobertura direta (Chen et al., 2006), plug de fibra (Muthukumar et al, 2008), espátula de 

vitrificação (Tsang e Chow, 2009), Cryo-E (Petyim et al., 2009), lâmina de plástico 

(Sugiyama et al., 2010) e Vitri-Inga (Almodin et al., 2010).  

Entre as técnicas de tubulação pode-se citar a palheta plástica (Rall e Fahy, 1985), 

palheta aberta (Vajta et al., 1998), palheta fechada puxada (Chen et al., 2001), pipeta 

flexipet-desnudadora (Liebermann et al., 2002), palheta aberta superfina (Isachenko et 

al., 2003), CryoTip (Kuwayama, 2007), ponta de pipeta (Sun et al., 2008), dispositivo de 

vitrificação de alta segurança (Camus et al, 2006), palheta selada (Yavin et al, 2009), 

Cryopette (Portmann et al., 2010), Rapid-i (Larman e Gardner, 2010) e JY Straw (Arav, 

2014). 

 

1.2. Mecanismos de injúria celular durante a criopreservação 

 

Embriões submetidos a processos de criopreservação são desafiados 

termicamente, mecanicamente, tóxica e osmoticamente, provocando uma série de 

mudanças (Valente et al., 2020). Diversas injúrias celulares são causadas durante a 

criopreservação, os crioinjurias podem ser definidos como uma série de eventos devido 
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ao comprometimento das funções celulares após a criopreservação, mais precisamente 

durante o congelamento da água intracelular (Smith e Silva, 2004). 

Podem ocorrer criodanos em todos os intervalos de temperatura durante o 

processo de criopreservação. Na faixa de 15 °C a -5 °C podem ocorrer danos irreversíveis 

às gotículas lipídicas citoplasmáticas e aos microtúbulos (Vajta e Nagy, 2006). Entre -5 

°C e -80 °C o principal criodano observado é a formação de cristais de gelo intracelular, 

já entre -50 °C e -150 °C é quando são observadas fraturas na zona pelúcida e danos em 

organelas citoplasmáticas (Rall e Meyer, 1989). Temperaturas abaixo de -150 °C 

correspondem à fase de menor injúria celular (Becker, 2016) 

 

1.2.1. Tipos de injúrias durante a criopreservação 

 

A despeito do método empregado no processo de criopreservação, vários fatores 

podem levar a crioinjurias celulares. A formação de cristais de gelo, efeitos tóxicos dos 

crioprotetores e choque osmótico são alguns exemplos de injúrias causadas às células 

durante o protocolo de criopreservação, independentemente do método de congelamento 

lento ou da vitrificação (Vajta e Kuwayama, 2006). 

 O processo de criopreservação em geral, provoca diversas alterações celulares, 

geralmente em decorrência da formação dos cristais de gelo e do choque osmótico, dentre 

elas podemos citar: alterações cromossômicas, modificações da zona pelúcida, alterações 

ultraestruturais do citoesqueleto e das membranas mitocondriais, e a fragmentação do 

material genético (Moussa et al., 2014). A Tabela 1 mostra o tipo e a causa de danos 

causados durante a criopreservação dentro de sistemas biológicos.  
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Tabela 1. Fatores associados ao resfriamento e criopreservação, à lesão celular e morte em 

sistemas biológicos (Adaptado de Shaw e Troson, 2000). 

Sistema Tipo / causa do criodano 

Todos 

Formação de gelo intracelular / extracelular 

Toxidade 

Desbalanço de Ca 

Produção de radicais livres 

Falha de fertilização 

Membrana 

Ruptura 

Vazamentos 

Fusão 

Microvilosidades 

Cromossomos 
Perda / ganho 

Tetraploidia 

DNA 
Fusão 

Rearranjo 

Citoesqueleto 
Os microtúbulos se dissolvem 

Actina 

Proteínas / 

enzimas 

Desidratação 

Perda de função 

Ultra 

estrutural 

Microvilosidades mitocondrial 

Vesículas 

Grânulos corticais 

Zona 

pelúcida 

Endurecimento 

Fratura 

 

 

1.2.2. Formação de cristais de gelo 

 

Na ausência de crioprotetores, durante o processo pelo qual qualquer tecido 

animal é congelado, a água irá se cristalizar tanto do lado de fora da célula (extracelular) 

quanto do lado de dentro (intracelular) (Do et al., 2019). O congelamento da água parece 

ser um criodano óbvio causado pelo processo de criopreservação de oócitos e embriões, 

a formação destes cristais de gelo pode perfurar ou rasgar as células e destruir estruturas 

celulares simplesmente por ação mecânica (Pegg, 2015). 

Além de danos mecânicos, a formação dos cristais de gelo altera completamente 

a composição do meio, concentrando os solutos dissolvidos e precipitando os solutos que 

estão supersaturados, resultando em desidratação osmótica da célula (Nardid et al., 1997). 

Os criodanos causados pela formação de cristais de gelo provocam o encolhimento e 

expansão das células, que podem ser muito intensos para que elas mantenham a 

integridade estrutural, resultando em criodanos irreversíveis (Smith e Silva, 2004) 
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Contudo, Mazur et al. (2005) citam que a formação de cristais de gelo 

extracelulares pode não ser prejudicial à célula, eles relataram que mesmo havendo 

distorções no citoplasma da célula e da membrana plasmática, essas alterações são 

reversíveis, e, dentro de 3 a 4 minutos após o derretimento do gelo extracelular, a zona 

pelúcida volta à sua forma original. Em contraste, a formação de cristais de gelo 

intracelular durante o processo de criopreservação é prejudicial à célula (Mazur, 2010). 

Uma vez formados, os cristais de gelo possuem uma taxa de crescimento 

dependente da temperatura, quanto mais baixa for a temperatura, mais lenta será a taxa 

de cristalização da água. Rápidas taxas de resfriamento, como na vitrificação, resultará 

em muitos pequenos cristais de gelo, poque não haverá tempo para a cristalização (Yavin 

e Arav, 2007), logo, uma taxa de resfriamento mais lenta leva a formação de cristais de 

gelo intracelulares maiores. 

Embora o processo de vitrificação minimize a formação de cristais de gelo durante 

o congelamento, é durante o aquecimento que ocorrem os criodanos causados pela 

formação de cristais de gelo neste tipo de criopreservação (Teng, 2020). Quando as 

células são aquecidas, os núcleos de gelo minúsculos formados durante o resfriamento 

começam a crescer e acelera à medida que a temperatura aumenta, levando uma grande 

fração do solvente inicialmente vitrificado a se converter em gelo, causando lesões 

mecânicas às células (Hopkins et al., 2012). 

 

1.2.3. Choque osmótico  

 

 Uma das consequências fundamentais da transição da água para o gelo é a 

alteração da capacidade da água de solvatar sais e outros solutos (Elliott et al., 2017). Os 

solutos são expulsos das estruturas dos cristais de gelo, levando a aumento da 

concentração de sais na fração residual da água (Cocks e Brower, 1974).  

O aumento de solutos no meio extracelular é um fator prejudicial às células 

durante o congelamento, causando danos irreversíveis à membrana e subsequente lise 

celular durante o descongelamento (Elliott et al., 2017). Foi observado que durante o 

processo de criopreservação de células há a perda de íons de Potássio (K+) tornando as 

membranas mais permeáveis, o que intensifica o gradiente osmótico, resultando em 

lesões da membrana (Gomes, 2020). 
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1.3. Crioprotetores 

 

 A prevenção da formação de cristais de gelo intracelular e choque osmótico 

podem ser adquiridas utilizando meios de criopreservação que incluem crioprotetores 

(Shaw et al., 1997). Os crioprotetores além de atuar como um gradiente osmótico para 

auxiliar o movimento da água através da membrana celular, também agem reduzindo o 

ponto de fusão dessa água, diminuindo a formação dos cristais de gelo (Hardin, 2016).  

De modo geral, os agentes crioprotetores podem ser divididos em dois grupos: 

penetrantes e não penetrantes. Os crioprotetores penetrantes são compostos por 

substâncias com baixa massa molecular, os quais atravessam facilmente a membrana 

celular. Todavia os crioprotetores não penetrantes são compostos por açucares ou grandes 

polímeros de cadeia longa, os quais não conseguem atravessar as membranas celulares 

(Gomes, 2020) (Tabela 2). 

 A combinação de crioprotetores penetrantes e não penetrantes podem preservar as 

células de maneira ideal durante o processo de criopreservação, entretanto, há diversos 

fatores que precisam ser avaliados individualmente, antes de estabelecer algum protocolo, 

como a concentração, combinação de crioprotetores penetrantes e não penetrantes e o 

tempo de exposição em cada solução que podem afetar a viabilidade das células que serão 

criopreservadas (Hardin, 2016). 

 

Tabela 2 - Crioprotetores comumente utilizados na criopreservação de células (Adaptado de 

Hutmacher, 2008).   

Crioprotetores penetrantes 

Baixa massa molecular (Mp) 

Crioprotetores não penetrantes 

Alta massa molecular (Mp) 

Mp < 100 Da 180 ≤ Mp ≥ 594 Da Mp > 1.000 Da (1 KDa) 

Crioprotetor Mp (Da) Crioprotetor Mp (Da) Crioprotetor Mp (KDa) 

Etilenoglicol (EG) 62,07 Glicose 180,00 Hidroxietilamido 1,35 

Propilenoglicol 76,09 Frutose 180,16 
Polietilenoglicol 

(PEG) 
1,45 

Dimetilsulfóxido 

(DMSO) 
78,13 Lactose 342,30 

Polivinilpirrolidon

a (PVP) 
10 – 40 

Glicerol 92,09 Sacarose 342,30 
Álcool polivinílico 

(PVA) 
30 – 70 

Butilenoglicol 92,09 Trealose 378,33 Ficoll® 70 60 – 80 

Acetamida * 59,07 Rafinose 594,51 Dextran >500 

Formamida * 45,04     

* Crioprotetores mais tóxicos. 
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1.3.1. Crioprotetores penetrantes 

 

Os crioprotetores penetrantes são solventes orgânicos com massa molecular 

pequeno e consequentemente conseguem penetrar na célula (Rall et al., 1984), formando 

pontes de hidrogênio com as moléculas de água e baixando a temperatura de 

congelamento, prevenindo a formação de cristais de gelo (Chang et al., 2011). Além 

disso, os crioprotetores penetrantes também atuam na prevenção da exposição do material 

biológico a altas concentrações de eletrólitos (Castro et al., 2011). A eficiência dos CPs 

varia em função da estrutura a ser criopreservada, células ou tecidos, tipo, concentração 

e tempo de exposição aos crioprotetores, além das diferenças entre as espécies animais 

(Gandolfi et al., 2006; Faustino et al., 2010). 

Quando as células são expostas aos crioprotetores penetrantes, ocorre diminuição 

momentânea de tamanho e posteriormente verifica-se aumento de volume intracelular, 

devido ao movimento da água através da membrana (Alfotesis, 2012). O encolhimento é 

causado pela hiper osmolaridade da solução extracelular, este cessa quando o efluxo da 

água intracelular e o influxo do crioprotetor penetrante atingem o estado de equilíbrio. Os 

CPs entrarão nas células em taxas que variam de acordo com a permeabilidade, 

temperatura, razão entre a área de superfície e volume da célula e do gradiente de 

concentração extracelular de crioprotetores (Pegg, 2007).  

Os crioprotetores penetrantes atravessam para o interior da célula por difusão 

simples através da bicamada fosfolipídica da membrana celular ou por difusão facilitada 

por canais localizados na membrana. Quando a passagem é realizada por difusão simples, 

a permeabilidade será diminuída e é dependente da temperatura da solução. 

Contrariamente à penetração por difusão facilitada que depende menos da temperatura e 

possui maior permeabilidade (Jin et al. 2011). 

Altas concentrações de crioprotetores penetrantes são necessárias para proteger as 

células das lesões causadas pelo processo de criopreservação, entretanto, estudos 

evidenciam que estes são quimicamente tóxicos (Takahashi et al., 1985; Karlsson et al., 

2014). Já nos anos 1980, estudos consideravam o efeito tóxicos dos crioprotetores 

penetrantes como uma barreira para o êxito da criopreservação (Fahy, 1986). A procura 

de criprotetores adequados e suas concentrações apropriadas tem sido relevante em todos 

os protocolos de congelamento, crioprotetores com maior efeito osmótico e menor efeito 

tóxico nas células pós aquecimento é o objetivo principal de diversas pesquisas (Castro 

et al, 2011). 
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1.3.2. Crioprotetores não penetrantes 

 

Outra classe de crioprotetores são os agentes crioprotetores não penetrantes, ou 

extracelulares, eles não penetram na membrana celular e atuam sobre o desequilíbrio 

osmótico que ocorre durante a criopreservação (Hardin, 2016). São macromoléculas ou 

polímeros, de massa molecular e tamanho elevado, adicionados ao meio de 

criopreservação para reduzir o uso de crioprotetores penetrantes, assim, minimizando a 

toxidade da solução (Alfoteisy, 2012). Genericamente, os crioprotetores não penetrantes 

atuam na elevação da osmolaridade do ambiente extracelular, agindo na desidratação 

celular (Gomes, 2020). 

Embora não penetrem na célula, essa classe de crioprotetores a protegem por meio 

da sua ligação às cabeças dos grupos fosfolipídicos da membrana (Santos et al., 2008). 

Com isso controlam a entrada e saída de água da célula, levando a desidratação celular 

antes do congelamento, reduzindo os danos causados pelo choque osmótico (Shaw et al., 

2000). 

A adição de açúcares como crioprotetores não penetrante visa reduzir o gradiente 

osmótico entre as soluções intracelulares e extracelulares (Kuleshova et al., 1999; 

Alfoteisy, 2012). Os açúcares mais utilizados como crioprotetores não penetrantes são a 

sacarose, trealose, rafinose, lactose, glicose e frutose, além de proteínas e lipoproteínas 

(Pereira e Marques, 2008). Além disso, foi mostrado que a utilização em conjunto de 

crioprotetores não penetrantes, como os sacarídeos, e penetrantes reduzem os efeitos 

tóxicos destes (Baxter e Lathe, 1971; Saito et al., 1994; Orief et al, 2005). 

Outras macromoléculas são utilizadas nos meios de congelamento e atuam como 

crioprotetores não penetrantes, como o polietilenoglicol, polivinilpirrolidona, álcool 

polivinílico, Dextran e Ficoll. Este último sendo utilizado com sucesso na criopreservação 

de embriões bovinos (Lane et al., 1999) e humanos (Zech et al., 2005). 

 

1.3.3. Consequências tóxicas dos crioprotetores 

 

A toxidade dos crioprotetores é fator limitante fundamental para o sucesso da 

criopreservação (Fahy, 2010), as altas concentrações de crioprotetores podem ser 

prejudiciais às células (Meryman, 1971). É relatado que os efeitos tóxicos dos 

crioprotetores diminuem a viabilidade celular muito mais do que os danos causados pelo 

estresse osmótico (Zhang et al., 2005). Diversos estudos têm demonstrado variação nos 
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efeitos tóxicos dos crioprotetores nas células, por exemplo, o etilenoglicol (EG) e o 

Glicerol foram menos tóxicos que o Propanodiol (PrOH) e Dimetilsulfóxido (DMSO) 

(Hutmacher, 2008; Jomha et al., 2010). Cada crioprotetor possui um mecanismo tóxico 

diferente. 

Dentro da célula, o etilenoglicol é metabolizado inicialmente no retículo 

endoplasmático, convertido pela ação da enzima álcool desidrogenase em glicoraldeído, 

que por sua vez, tem como sub produto o ácido glicólico (Sumner et al., 1999). Conforme 

a quantidade de ácido glicólico excede a capacidade de tamponamento natural da célula, 

leva à diminuição do pH e consequentemente acidose celular (Carney, 1999). 

Por se tratar de um constituinte natural das membranas celulares, além de estar 

presente em óleos e gorduras animais e vegetais, todas as células são capazes de 

metabolizar o glicerol ou sua forma comercial, a glicerina, ressaltando uma atividade 

atóxica. Porém, foi relatado que o glicerol afeta a organização citoplasmática através da 

viscosidade e alterações na polimerização das tubulinas, além de alterar a permeabilidade 

e a estabilidade da membrana celular (Hammerstedt e Graham, 1992). 

Os efeitos tóxicos do propanodiol ainda não foram bem explorados, foi observada 

a produção de lactato intracelular e consequentemente acidificação e alterações 

hematológicas, ocasionando um desequilíbrio ácido-base e posteriormente morte celular 

(Wilson et al., 2005), em um mecanismo semelhante ao etilenoglicol. 

O dimetilsulfóxido é capaz de combinar ou relacionar-se com proteínas, lipídeos, 

carboidratos além de ácidos nucleicos, sem alterar de forma irreversível a configuração 

destas moléculas (Sojka et al, 1990), sendo essa substância considerada muitas vezes 

como atóxica (Wusteman et al., 2008). Entretanto, foi demonstrado que em altas 

concentrações (>2,0 M), o DMSO causou aumento do DNA mitocondrial, como tentativa 

de reparar as injúrias causadas, em concentrações maiores que 3,0 M, foi observado queda 

imediata dos níveis celulares de ATP e a incapacidade de replicação de DNA mitocondrial 

(Zampolla et al., 2009). 

Diferentes estratégias têm sido usadas para minimizar os efeitos tóxicos e nocivos 

da alta concentração de crioprotetores, sem alterar a capacidade de criopreservação (Fahy, 

2010). Além disso, verificou-se que a mistura de dois ou mais tipos de crioprotetores em 

meios de congelamento podem causar interações sinérgicas entre eles, ocasionando em 

menor toxidade do que a utilização de apenas um CPs (Fahy et al., 2004). A toxidade de 

um crioprotetor deve ser o principal fator limitante a ser considerado para alcançar uma 
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criopreservação bem sucedida, independente se for utilizada a metodologia de congelação 

lenta ou vitrificação (Fahy et al., 1987). 

  

1.4. Proteínas anticongelantes 

 

As proteínas anticogelantes (AFPs) foram descobertas no final dos anos 1960, 

sendo uma classe de polipeptídios, que estavam presentes em alguns peixes antárticos que 

possuíam a capacidade de resistir ao congelamento nas águas extremamente frias do 

oceano austral (DeVries e Wohlschlag 1969). Essas proteínas anticongelantes protegem 

as células da lesão por congelamento, reduzindo a formação de cristais de gelo durante o 

processo de congelamento (Chapsky e Rubinsky 1997).  

Elas reduzem o ponto de congelamento da água e podem se ligar à superfície de 

um cristal de gelo em crescimento para impedir seu crescimento contínuo (Davies e Hew, 

1990) e inibir a formação destes cristais durante o aquecimento (Knight et al., 1984). As 

AFPs já foram documentadas em vários peixes tolerantes ao frio (DeVries e Wohlschl, 

1969; DeVries et al., 1970), insetos (Graham et al., 1997), bactérias (Gilbert et al., 2005; 

Raymond et al., 2008), fungos (Park et al., 2012) e plantas (Griffith e Yaish, 2004) e por 

possuírem a capacidade de influenciar o crescimento dos cristais de gelo, se levou a uma 

ampla variedade de aplicações, desde a preservação de alimentos congelados à 

criopreservação de órgãos e células (Bang et al., 2013). 

Inicialmente foi sugerido que as AFPs se ligavam em forma de pontes de 

hidrogênio a átomos de oxigênio da superfície do gelo (combinação de rede) além da 

formação de pontes de hidrogênio em cadeias laterais (ocupação de rede). Entretanto, a 

maioria das estruturas das AFPs de determinados peixes descartam a ocupação de rede e 

seus locais de ligação ao gelo são geralmente hidrofóbicos, sugerindo que a ligação das 

AFPs com os cristais de gelo seja fortemente dependente de interações hidrofóbicas de 

van der Waals (Jia e Davies, 2002). 

A principal interpretação físico-química da atividade anticongelante jaz no fato da 

adsorção das AFPs aumentarem a curvatura do gelo, deixando-o energicamente menos 

favorável para as moléculas de água se juntarem à estrutura do gelo (Figura 2). Esse 

formato de ligação faz com que a temperatura do ponto de fusão seja diminuída, 

consequentemente diminuindo a formação de cristais de gelo. Essas proteínas podem 

reconhecer e ligar-se a planos específicos do gelo, controlando o crescimento dos cristais 

(Suris-Valls e Voets, 2019).  
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Resultando na diminuição do ponto de congelamento e aumento no ponto de 

fusão, sendo explicado pelo efeito Gibbs-Thompson (Knight et al., 1991). Esse efeito é 

um fenômeno onde ocorre uma variação no potencial químico através de uma superfície 

curvada ou de uma interface em uma superfície do gelo, além desse efeito as AFPs 

também possuem a capacidade de adsorver em um ou mais planos da superfície do gelo 

(Bar Dolev et al., 2016). 

 

Figura 2. Modelo de inibição-adsorção da atividade anticongelante. Representação esquemática 

(a) do modelo original no sentido da direção lateral (pinagem) e (b) modelo adaptado da inibição-

adsorção no sentido da direção normal por fixação na superfície (Adaptado de Knigt et al., 1991; 

Oude Vrielink et al., 2016). 

 

 

As AFPs de peixes foram classificadas em cinco tipos distintos, com base nas suas 

características estruturais, dois tipos foram caraterizados em insetos (Tabela 3), além de 

diversas variedades encontradas em plantas (Hon et al., 1995). Cada tipo de AFPs é 

radicalmente diferente dos demais em suas estruturas e possuem múltiplas isoformas que 

variam em comprimento ou sequência de aminoácidos (Jia e Davies, 2002). Essa 

diferença entre os tipos de AFPs mesmo em indivíduos da mesma familia, insinua que 

houve evolução muito recente dessas proteínas, por volta do início da glaciação da água 

do mar, cerca de 10 a 20 milhões de anos no hemisfério sul e 1-2 milhões de anos no 

hemisfério norte (Scott et al., 1986; Wilson, 1993; Cheng, 1998; Fletcher e Hew, 2001). 
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Tabela 3. Proteínas anticongelantes de peixes e insetos (Adaptado de Jia e Davies, 2002).  

Tipo Classificação 
Tamanho 

(KDa) 

Peixe   

I Hélice α rica em alanina 3 – 5 

II Dobra de lecitina do tipo C de estrutura mista α, β e alça 14 – 24 

III Proteína globular contendo pequenos filamentos β 7 

IV Pacote de hélice 12 

AFGP Glicoproteína anticongelante 3 – 24 

Insetos   

Tm e Dc Hélice β direita 8 – 9 

Cf Hélice β esquerda 9 - 12 
Legenda: Tm - Tenebrio Molitor; Dc - Dendroides canadenses; Cf - Choristoneura fumiferana 

 

Em geral, as AFPs formam estruturas tridimensionais mantidas por ligações de 

hidrogênio, interações eletrostáticas e ligações dissulfeto, mas o núcleo hidrofóbico 

tradicional às vezes pode não está presente (Sun et al., 2014; Davies, 2014; Marshall et 

al., 2002; Pentelute et al., 2008). Por exemplo, as AFPs tipo I têm uma estrutura mais 

simples, constituído por uma única hélice rica em Alanina (Sicheri e Yang, 1995), já as 

AFPs do tipo II e III são proteínas globulares relativamente pequenas, sendo a do tipo II 

estabilizada por ligações dissulfetos e as do tipo III por meio de um núcleo hidrofóbico 

(Liu et al., 2007; Ko et al., 2003). 

Um indicador frequentemente usado para indicar a atividade das AFPs é a 

diferença entre o ponto de congelamento e o de fusão, denominada histerese térmica (HT) 

(Kristiansen e Zachariassen, 2005). Acredita-se que a histerese térmica seja causada pelo 

efeito Kelvin, porque a ligação das AFPs à superfície do gelo gera uma estrutura micro 

convexa que é termodinamicamente menos favorável para as moléculas de água se 

ligarem em comparação à uma superfície plana de gelo (Knight e DeVries, 1989; Knight, 

2000). 

As AFPs também podem ser classificadas de acordo com sua eficácia pela HT 

(Mangiagalli et al., 2017). Podendo ser classificadas em hiperativas e moderadas, onde 

as AFPs moderadas têm HT de até 1 ºC nas concentrações milimolares enquanto que as 

AFPs hiperativas produzem HT mais altas em concentrações micromolares (Celik et al., 

2010). 
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Considerando estas propriedades crioprotetoras interessantes das AFPs, alguns 

pesquisadores adicionaram estas proteínas em seus protocolos de criopreservação de 

embriões de diversas espécies (Tabela 4), reduzindo assim o uso de crioprotetores tóxicos 

e proporcionando uma melhora na eficiência e segurança dos protocolos de 

criopreservação (Robles et al., 2019). 

 

Tabela 4. Principais estudos utilizando proteínas anticongelantes (AFPs) na criopreservação de 

embriões (Adaptador de Robles et al., 2019). 

AFPs Espécie Concentração Método de criopreservação Ano 

AFGP Camundongo 20 mg/mL Criopreservação 1994 

AFP III Camundongo 0,1 – 1 mg/mL Criopreservação 1995 

AFP Equina 20 mg/mL Resfriamento 1997 

AFP III Coelho 500 ng/mL Criopreservação 2014 

AFP 11 Bovina 10 mg/mL Hipotérmico 2015 

AFP III Bovina 500 e 1000 ng/mL Vitrificação 2016 

AFGP8 Bovina 1 nM Vitrificação 2017 

AFP III Porcina 1 ug/mL Hipotérmico 2018 

 

 

1.4.1. AFP tipo III 

 

A proteina anticongelante tipo III (AFP tipo III) contém 66 aminoácidos com 

tamanho de 7 kDa e raramente possui resíduos de alanina ou cisteína (Chaves et al., 2016), 

presente em membros da subclasse Zoarcoidei (Figura 3), um grupo de peixes polares 

que são resistentes ao congelamento (Antson et al., 2001; Salvay et al., 2010). A AFP tipo 

III protege o peixe do congelamento, adsorvendo à superfície dos cristais de gelo 

nucleantes e inibindo o seu crescimento. Assim, o ponto de congelamento do peixe é 

diminuido abaixo da temperatura do oceano por um processo não coligativo (Raymond e 

DeVries, 1997). 

Existem diversas isoformas da AFP tipo III oriunda da Macrozoarces americanos, 

peixe da subclasse Zoarcoidei, sendo a principal espécie onde a AFP tipo III é encontrada 

(Baardsnes e Davies, 2002).  
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Figura 3. Peixes da subclasse Zoarcoidei (Adaptado de DeVries, 2020). 

 

 

1.4.2. AFP TmAFP 

 

O Tenebrio molitor é uma praga de grãos, conhecido como besouro da farinha 

amarela, frequentemente encontrado em regiões de clima frio (Liou et al., 1999). Suas 

larvas (Figura 4) são intolerantes ao congelamento, contudo, são capazes de sobreviver a 

temperaturas abaixo de zero a uma média de -12 °C (Johnston e Lee, 1990), sua 

sobrevivência é facilitada pelo acumulo de AFPs (Ramsey, 1964, Tomchaney et al., 

1982), que aumentam a atividade da histerese térmica de sua hemolinfa e fluidos 

extracelulares impedindo seu congelamento (Tomalty et al., 2019). 

A AFP do T. molitor (TmAFP) é uma mistura de isoformas semelhantes na faixa 

de massa de 7-9 kDa (Tomalty et al., 2019), foi purificada cerca de três décadas depois 

que foi descrita pela primeira vez (Shears et al., 1993), tendo seu cDNA clonado e 

expresso em bactérias recombinantes (Graham et al., 1997).  

A tradução conceitual de 17 clones de cDNA rendeu 8 isoformas de TmAFP 

diferentes, todas codificando 84, 96 ou 120 aminoácidos, consistindo em 5, 6 ou 7 
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repetições, respectivamente, de uma sequência de 12 resíduos, Thr-Cys-Thr-X- Ser–X–

X–Cys–X–X–Ala–X (onde X pode ser qualquer resíduo). Os três primeiros resíduos de 

cada repetição de aminoácido, Thr-Cys-Thr, são empilhados e formam uma superfície 

plana da β-hélice, que é complementar à superfície do gelo (Liou et al., 2000). 

 

Figura 4. Larvas de Tenebrio molitor (Adaptado de Tomalty et al., 2019). 

 

 

Yang et al. (2003) estudaram a função de moléculas de água dentro de uma 

camada da β-hélice da TmAFP e demostraram que as moléculas de água regularmente 

dispostas na primeira camada de hidratação de TmAFP, participam de fortes interações 

não vinculadas com a TmAFP e aderem ao monômero de proteína como uma estrutura 

única em solução. Além disso, eles descobriram que um número maior de átomos de 

oxigênio de água regularmente dispostos (pontos de rede) no local de ligação de gelo de 

TmAFP teve chance melhor de iniciar o processo de reconhecimento e ligação. 

Em resumo, a atividade de TmAFP pode ser atribuída de duas maneiras, a 

interação direta de curto alcance da superfície da proteína com a superfície de gelo em 

crescimento e a interação de longo alcance pela dinâmica da água induzida por proteínas 

que se estende até 20 Å da superfície da proteína (Meister et al., 2013). Embora possua 

grande atividade anticongelante, não há relatos da utilização desta AFP em métodos de 

criopreservação de embriões. 
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 1.4.3. AFP LpAFP 

 

A LpAFP é uma proteína anticongelante da gramínea Lolium perene (Figura 5), é 

pertencente à família Poaceae, que são adaptadas para crescer no frio Hemisfério Norte 

(Sandve et al., 2011) e relatado para resistir ao congelamento (Kuiper et al., 2001). Sua 

cristalização mostrou que se trata de um beta hélice canhota estabilizado por escadas 

internas de Asn/His, sendo distinta da TmAFP. O local de ligação do gelo da LpAFP é 

plano e localizado em uma superfície do beta hélice, o que permite sua ligação aos planos 

basal e primário do gelo (Middleton et al., 2012). 

 

Figura 5. Azevém perene (Lolium perenne) (Jardim botânico da UTAD, 2022). 

 

 

O gene LpAFP consiste em 354 pb que codifica uma proteína de cerca de 118 

aminoácidos (13,5 kDa) com uma repetição semiconservada de sete aminoácidos X-X-

N-X-V X-G em todo o seu comprimento (Sidebottom et al., 2000; Middleton et al., 2009).  

LpAFP tem alta atividade de inibição da cristalização do gelo, mas baixa atividade 

de HT, sugerindo ser uma estratégia tolerante ao congelamento em vez de evitar o 

congelamento em plantas (Lauersen et al., 2011). Na natureza, a LpAFP é secretada para 

o apoplasto celular, onde o cristal de gelo geralmente cresce e atua para minimizar os 

danos causados pela geada ao tecido da planta (Bredow et al., 2017 e Middleton et al., 
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2009). Além de reduzir o ponto de congelamento a LpAFP também atua protegendo as 

células contra danos durante condições de não congelamento (Tomczak et al., 2002) 

principalmente devido às suas interações com as proteínas integrais da membrana 

(Rubinsky et al. 1991), os lipídios da membrana (Hays et al. 1996) e a membrana, que 

modifica a cadeia acila no núcleo de bicamada (Tomczak et al., 2002). Não existem 

relatos da utilização desta AFP na criopreservação de embriões ou gametas. 

 

1.5. Características de embriões produzidos in vitro 

 

 Embriões produzidos in vitro são menos resistentes à criopreservação quando 

comparados aos produzidos in vivo (Abe et al., 2002), essa diferença pode estar associada 

a diferenças físicas e morfológicas como maior quantidade de vacúolos, expressão 

reduzida de comunicações intercelulares, compactação menos pronunciada, disco 

embrionário geralmente menor com menos células, menor quantidade de células totais e 

zona pelúcida mais frágil (Crosier et al., 2001).  Além de serem mais sensíveis ao estresse 

oxidativo devido à alta concentração de lipídeos na membrana plasmática (Mata-

Campuzano et al., 2012) e por serem expostos a altas concentrações de oxigênio durante 

a sua produção (Agarwal et al., 2006).  

O acúmulo de lipídeos pode desempenhar papel fisiológico importante, uma vez 

que são as principais reservas energéticas para o desenvolvimento embrionário até a 

implantação (Sturmey et al., 2009). Sudano et al. (2014) sugeriram que a adição de Soro 

Fetal Bovino (SFB) ao meio de cultivo é um fator que pode influenciar o acúmulo de 

lipídeos nas células embrionárias. Portanto, o alto teor de lipídeos no citoplasma de 

embriões de mamíferos produzidos in vitro é considerado o principal fator para a baixa 

criotolerância destes (Valente et al., 2022).  

O alto teor de lipídeos pode ser resultado da captação destes do meio ou em 

consequência do metabolismo ineficiente das mitocôndrias embrionárias, uma vez que os 

embriões produzidos in vitro possuem um decréscimo da densidade de mitocôndrias 

maduras quando comparados com embriões produzidos in vivo (Farin et al., 2004; 

Barceló-Fimbres e Seidel Jr, 2007). 

Todavia, o aumento da quantidade de gotículas lipídicas em embriões PIV não é 

o único fator que altera negativamente a qualidade, pode-se destacar também diferenças 

nos perfis transcricionais, população esparsa de microvilosidades, menor número total de 

células, metabolismo excessivo de substratos energéticos e alta sensibilidade térmica 
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(Gardner et al., 2000, Lonergan et al., 2001, Abe et al., 2002, Sudano et al., 2014). Embora 

esteja bem estabelecida, a produção in vitro de embriões produz blastocistos com 

características que reduzem sua qualidade e consequentemente reduzindo sua 

criosobreviênvia quando comparado a seus pares produzidos in vivo (Valente et al., 2022). 
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Resumo 

No presente estudo, foram avaliados os efeitos crioprotetores da proteína anticongelante 

da Lolium perenne (LpAFP) na vitrificação de embriões bovinos. Para isto, blastocistos 

produzidos in vitro (n=120) foram divididos em dois grupos: Grupo Controle (GC) sem 

adição de LpAFP e o Grupo Tratamento (GT) com adição de 500 ng/mL de LpAFP nos 

meios de equilíbrio e vitrificação; e vitrificados utilizando o cryotop. A vitrificação deu-

se transferindo os blastocistos para a solução de equilíbrio: 7,5% de etilenoglicol (EG) e 

7,5% de dimetil sulfóxido (DMSO) por 2 min, posteriormente para a solução de 

vitrificação: 15% EG, 15% dimetil sulfóxido (DMSO) e em seguida depositados na haste 

do cryotop e submersos em nitrogênio líquido. O aquecimento foi realizado em três etapas 

com concentrações de sacarose (1,0, 0,5 e 0,5 M de sacarose). Os embriões foram 

avaliados quanto à expansão/eclosão, contagem do número total de células e análise 

ultraestrutural.  Os resultados mostraram que não houve diferença significativa na taxa de 

reexpansão 24 horas após aquecimento, entretanto houve variação (P < 0,05) na taxa de 

eclosão no GT. O número total de células 24 horas após o aquecimento foi 

significativamente maior no GT quando comparado ao GC (GT 114,87 ± 7,24 vs. GC 

91,81 ± 4,94). À análise ultraestrutural, foram observadas alterações em organelas 

referentes ao processo de vitrificação, contudo no GT houve menos danos às mitocôndrias 

e retículo endoplasmático rugoso quando comparado ao GC. Em conclusão, a adição de 

500 ng/mL de LpAFP durante a vitrificação de embriões bovinos produzidos in vitro se 

mostrou favorável na melhoria da sobrevivência e do desenvolvimento dos blastocistos 

após o aquecimento, além da mitigação de danos intracelulares. 

Palavras-chave: Criopreservação; Blastocistos; FIV; Reprodução assistida; Cryotop. 
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Abstract 

In the present study, the cryoprotective effects of Lolium perenne antifreeze protein 

(LpAFP) on the vitrification of bovine embryos were evaluated. For this, in vitro produced 

blastocysts (n=120) were divided into two groups: Control Group (CG) without addition 

of LpAFP and the Treatment Group (TG) with addition of 500 ng/mL of LpAFP in 

equilibrium and vitrification media; and vitrified using cryotop. Vitrification was carried 

out by transferring the blastocysts to the equilibrium solution: 7.5% ethylene glycol (EG) 

and 7.5% dimethyl sulfoxide (DMSO) for 2 min, then to the vitrification solution: 15% 

EG, 15 % dimethyl sulfoxide (DMSO) and then deposited on the cryotop rod and 

submerged in liquid nitrogen. Heating was carried out in three steps with sucrose 

concentrations (1.0, 0.5 and 0.5 M sucrose). Embryos were evaluated for 

expansion/hatching, total cell count and ultrastructural analysis. The results showed that 

there was no significant difference in the reexpansion rate 24 hours after heating, however 

there was variation (P < 0.05) in the hatching rate in the TG. The total number of cells 24 

hours after heating was significantly higher in the TG when compared to the CG (TG 

114.87 ± 7.24 vs. CG 91.81 ± 4.94). The ultrastructural analysis showed changes in 

organelles related to the vitrification process, however in TG there was less damage to 

mitochondria and rough endoplasmic reticulum when compared to CG. In conclusion, the 

addition of 500 ng/mL of LpAFP during the vitrification of in vitro produced bovine 

embryos was shown to be favorable in improving the survival and development of 

blastocysts after heating, in addition to mitigating intracellular damage. 

Keywords: Cryopreservation; blastocysts; IVF; Assisted reproduction; cryotop. 
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1. Introdução 

Em bovinos, as tecnologias de reprodução assistida (TRA), são amplamente 

utilizadas por empresas de pecuária para aumentar o progresso genético; reduzindo o 

intervalo de gerações e aumentando a intensidade da seleção. A criopreservação tem se 

tornado parte integral das TRA, por preservar os embriões de qualidade superior e 

permitir a disseminação de animais valiosos de alto mérito genético [1]. 

Entretanto, a criopreservação pode produzir lesões importantes em embriões, 

porque o choque térmico e osmótico, a formação de cristais de gelo ou a toxicidade do 

crioprotetor podem provocar consideráveis mudanças morfofuncionais [2]. De modo 

geral, esses efeitos reduziram as taxas de reexpansão e número total de células dos 

blastocistos e aumentaram as taxas de apoptose que levaram à diminuição na taxa de 

sobrevivência após o congelamento [2,3]. Neste contexto, a busca por novas alternativas 

para a melhoria deste processo permanece uma importante área de investigação.  

As proteínas anticongelantes (AFPs) encontradas em diversos organismos que são 

expostos a ambientes subcongelantes em algum momento de suas histórias de vida [4], 

têm sido consideradas moléculas interessantes para serem incluídas em protocolos de 

criopreservação, devido à habilidade das AFPs em controlar o crescimento de cristais de 

gelo, e em particular, inibir a recristalização [5]. Estudos anteriores demonstraram os 

efeitos crioprotetores da AFPs na prevenção de criodanos durante a criopreservação de 

gametas e embriões [6-10].  

No entanto, os benefícios do uso das AFPs são bastante variáveis, e o sucesso 

parece depender da espécie, tipo de célula ou estágio de desenvolvimento embrionário, 

tipo e concentração de AFP e também do protocolo de criopreservação utilizado [11]. 

Curiosamente, os ensaios realizados na criopreservação de embriões utilizaram AFPs de 

origem de peixes (principalmente AFPI, AFPIII e AFGP).  
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A Lolium perene (Lp), é uma gramínea forrageira tolerante ao congelamento, 

cultivada em todo o mundo, que prospera em ambientes frios [12]. Tem sido sugerido que 

a Lp, utiliza sua proteína anticongelante (LpAFP), como estratégia de tolerância ao 

congelamento, por meio da inibição da recristalização do gelo [13,14]. Contudo, relatos 

sobre a aplicação de LpAFP na crioproteção de embriões produzidos in vitro são ausentes. 

Com base no mencionado acima, o objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos 

crioprotetores de LpAFP na vitrificação de blastocistos bovinos produzidos in vitro. 

 

2. Materiais e métodos 

Declaração ética: Os ovários utilizados neste estudo foram obtidos de abatedouro 

comercial de animais que foram abatidos seguindo as diretrizes internacionais para a 

produção de carne para consumo humano. Portanto, a aprovação ética não foi necessária. 

 

2.1 Coleta de oócitos e maturação in vitro (MIV) 

Ovários bovinos foram coletados de abatedouros locais e transportados ao 

laboratório à 38 °C em solução salina (NaCl 0,9%) suplementada com 

antibiótico/antimicótico (Ab/Am; 100 U/mL penicilina, 100 µg/mL estreptomicina e 0,25 

µg/mL anfotericina B; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Os 

complexos cumulus-oócito (CCOs) foram aspirados de folículos medindo entre 4 e 8 mm 

de diâmetro utilizando agulha 18g acoplada a seringa de 10 mL contendo solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) à 38 ºC. Apenas oócitos com citoplasma uniforme e três 

ou mais camadas de células do cumulus compactas foram selecionados e lavados três 

vezes em meio de cultura de tecido (TCM199/HEPES; Gibco, Life Technologies), 

contendo gentamicina (10 mg/mL; Gibco, Life Technologies) (Meio de lavagem). Grupos 
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de 20 CCOs foram maturados em gotas de 100 µL de meio de maturação comercial pré-

equilibrado (MIV; GeneUp Biotecnologia, Regente Feijó, São Paulo, Brasil), em placas 

de petri de 35 mm (Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha), cobertos com óleo mineral à 38,5 

ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 24 horas.  

2.2 Fertilização in vitro (FIV) 

Após o período de maturação, CCOs foram recuperados, lavados em meio de 

lavagem e transferidos para gotas de 100 µL de meio de fertilização comercial pré-

equilibrado (FIV; GeneUp Biotecnologia). Sêmen congelado de um touro provado foi 

utilizado para obter espermatozoides móveis, após o aquecimento, durante todo o 

experimento. Para a capacitação espermática, após centrifugação por 5 min a 5.500 X g 

em gradiente de densidade descontinuo (45%/90%) de Percoll® (Pharmacia, Uppsala, 

Sweden), a fração espermática resultante foi ressuspensa em 1 mL de meio FIV e foi 

novamente peletizado por centrifugação por 3 min a 70 X g.  Os espermatozoides foram 

então contados em câmara de Neubauer e diluídos em volume adequado de meio FIV e 

adicionados em cada gota de fertilização na concentração de 1 x 106 espermatozoides/mL. 

Os gametas foram co-incubados por 18 horas à 38,5 °C em atmosfera úmida com 5% de 

CO2.  

2.3 Cultivo in vitro (CIV) 

Ao final do período de fertilização os prováveis zigotos foram completamente 

desnudados através de cuidadosas pipetagens e lavados em meio de cultura comercial 

pré-equilibrado (Fluido de Oviduto Sintético - SOF; GeneUp Biotecnologia). Os 

prováveis zigotos foram cultivados em gotas de 100 µL de meio SOF pré-equilibrado 

cobertas com óleo mineral à 38,5 °C em atmosfera úmida com 5% CO2, 5% O2 e 90% N2 

por sete dias.  
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2.4 Vitrificação e aquecimento dos embriões 

Os blastocistos foram submetidos ao procedimento de vitrificação em duas etapas 

utilizando cryotop (Kitazato Corp., Shizuoka, Japão), suplementadas ou não com LpAFP 

durante todo o procedimento de vitrificação (Fig. 1), sendo o Grupo controle (GC) sem 

suplementação e o Grupo tratamento (GT) com suplementação. Embriões que não 

passaram pelo processo de vitrificação também foram utilizados como controle fresco 

para avaliação ultraestrutural. Para determinar uma concentração ideal da LpAFP, 

testamos o efeito dose dependente da LpAFP em um estudo preliminar, no qual a maior 

taxa de sobrevivência foi observada à 500 ng/mL LpAFP, quando comparada à 

concentração de 1.000 ng/mL. A LpAFP foi gentilmente cedida pelo Dr. P. Davies [13]. 

O meio de manutenção (MM) utilizado para formular todas as soluções de 

vitrificação/aquecimento, consistiu em TCM199/HEPES suplementado com 20% (v/v) 

de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Todos os 

procedimentos foram realizados sob capela de fluxo laminar usando superfície aquecida 

a 38,5 °C e um estereomicroscópio para visualização de cada etapa. 

Grupos de cinco a oito embriões foram transferidos para solução de equilíbrio 

(SE), contendo 7,5% (v/v) etilenoglicol (EG; Sigma-Aldrich, St Louis, MO) + 7,5% (v/v) 

dimetil sulfóxido (DMSO; Sigma), em MM por 2 minutos, em seguida os embriões foram 

então transferidos para solução de vitrificação (SV), consistindo de 15% (v/v) EG, 15% 

(v/v) DMSO e 0,5 M de sacarose dissolvida em MM. Durante a última etapa, os embriões 

foram colocados em gota de 1 µL e depositados no cryotop. Então, quase toda a solução 

foi removida para deixar apenas uma fina camada cobrindo os blastocistos e, em seguida, 

os cryotops foram rapidamente mergulhados em nitrogênio líquido (N2), posteriormente 

a capa protetora foi acoplada ao cryotop e então armazenados em containers de N2. Todo 

o processo, desde a imersão na solução de vitrificação até a imersão em nitrogênio 
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líquido, levou menos de 1 minuto. Os embriões foram armazenados em nitrogênio líquido 

até o descongelamento para os experimentos.  

 

Figura 1. Desenho experimental. Blastocistos produzidos in vitro, foram agrupados e 

distribuídos aleatoriamente entre dois grupos. A vitrificação foi realizada em meios 

suplementados ou não com proteína anticongelante de Lolium perene (0 ou 500 ng/mL de 

LpAFP). SE - Solução de estabilização; SV - Solução de vitrificação; N2 - Nitrogênio líquido; 

MET – Microscopia Eletrônica de Transmissão; MM – Meio de manutenção. 
 

Para o aquecimento, as capas protetoras foram removidas enquanto ainda 

submersas em N2 e os cryotops foram diretamente imersos em solução de aquecimento 

contendo 1M de sacarose em MM por 1 minuto e então transferidos sequencialmente para 

as soluções 2 e 3 que consistiam em MM suplementado com 0,5M de sacarose por 1 e 5 

minutos, respectivamente. Após a lavagem final em MM por 1 minuto os blastocistos 

foram transferidos para o meio de cultura (SOF) e incubados a 38,5 °C em 5% CO2, 5% 

O2 e 90% N2 em umidade máxima por 24h.   

2.5 Avaliação da sobrevivência dos embriões 

Para avaliar a sobrevivência dos embriões aquecidos, cada blastocisto foi 

examinado após 24 horas de cultivo e classificado com base em se o restabelecimento da 
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blastocele tinha ocorrido (sim/não) e se o embrião havia eclodido ou estava eclodindo 

(sim/não).  

Para a estimativa do número de células, blastocistos expandidos e eclodidos que 

sobreviveram à vitrificação em cada grupo, foram lavados em PBS suplementado com 1 

mg/mL de polivinilpirrolidona (PBS/PVP), antes de serem fixados durante 30 min em 

paraformaldeído 4% em PBS à temperatura ambiente. Os embriões fixados foram lavados 

três vezes em PBS/PVP, e em seguida permeabilizados em 0,5% de Triton X-100, 

contendo 0,1% de citrato de sódio em PBS por 1 h em temperatura ambiente. Após a 

permeabilização, os embriões foram lavados em PBS/PVP e incubados em microgotas de 

25 µL de Hoechst 33342 (1 µg/mL) por 15 min no escuro. Os embriões foram lavados 

três vezes em PBS/PVP para remover o excesso Hoechst 33342 e montados em lâminas 

revestidas com poli-L-lisina com meio de montagem ProLong® Golg (Molecular Probes, 

Life Technologies, Eugene, OR, USA), cobertos por lamínulas suportadas por colunas de 

parafina e seladas com verniz para unhas.  

Os núcleos marcados com Hoechst foram contabilizados usando um microscópio 

de fluorescência Leica DM 5500B (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). As 

imagens foram registradas usando câmera digital Leica DFC345 FX e software LAS AF 

versão 2.5. As imagens foram analisadas usando o software ImageJ v.1.48 (National 

Institutesof Health, Bethesda, Rockville, MD, EUA).  

2.6 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

Para melhor investigar a morfologia celular e organização das organelas no 

citoplasma de embriões, foi realizada microscopia eletrônica de transmissão nos 

blastócitos reaquecidos e cultivados por 24 horas além do grupo de embriões frescos que 

não foi submetido à vitrificação. Apenas embriões de grau 1 foram utilizados [15]. Os 

embriões isolados (n = 15 por grupo) foram fixados em solução de Karnovsky (4% 
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paraformaldeído e 2,5% glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2) por 

pelo menos 4 h em temperatura ambiente (~25°C). Após a fixação, os embriões foram 

incluídos em gotas de agarose de baixo ponto de fusão a 4% e mantidos em tampão 

cacodilato de sódio. Os espécimes foram fixados em tetróxido de ósmio 1%, ferricianeto 

de potássio 0,8% e cloreto de cálcio 5 mM em tampão cacodilato de sódio 0,1 M por 1 h 

em temperatura ambiente, lavados em tampão cacodilato de sódio e corados com acetato 

de uranila 5%. As amostras foram então desidratadas através de um gradiente de soluções 

de acetona e em seguida embebidas em resina epóxi (EpoxyEmbedding Kit, Fluka 

Chemika). Em seguida, cortes semifinos (2 μm) foram cortados, corados com azul de 

toluidina e analisados em microscopia de luz com aumento de 400 ×. Posteriormente, 

cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos dos blastocistos bovinos. Os cortes ultrafinos 

foram contracorados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados em 

microscópio eletrônico de transmissão Morgani-FEI [16]. 

2.6 Análise estatística 

Blastocistos foram vitrificados/aquecidos em total de 05 repetições. Para 

avaliação da taxa de reexpansão e eclosão, os dados foram testados quanto à sua 

distribuição normal, utilizando-se o teste de Shapiro Wilk. Em seguida foram submetidos 

à análise de variância (ANOVA) para dados paramétricos. Para a análise da contagem do 

número total de células, após o teste de normalidade, os dados foram analisados utilizando 

o teste de Kruskal-Wallis, sendo os dados expressos como média ± erro padrão. Todas as 

análises foram realizadas usando o software GraphPad Prism (Ver 7.02 para Windows; 

GraphPad Software, La Jolla, Califórnia, EUA). P < 0,05 foi definido como nível de 

significância. Os resultados da microscopia eletrônica são baseados em análises 

qualitativas, portanto não foram avaliados de forma estatística. 
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3. Resultados 

Micrografias em estereomicroscópio representativas da sobrevivência 

(reexpansão ou eclosão) de cada grupo estão apresentadas na Figura 2. As taxas de 

reexpansão e eclosão após aquecimento de blastocistos vitrificados/aquecidos em meios 

suplementados ou não com LpAFP, estão apresentadas na Tabela 1. Às 24 h após o 

aquecimento, não foram observadas diferenças nas taxas de reexpansão entre os grupos 

(GC 61,36% vs. GT 60,87%) (P >0,05). No entanto, quando as taxas de eclosão foram 

avaliadas, a suplementação com LpAFP produziu porcentagens de eclodibilidade maiores 

(GC 18,18% vs. GT 28,26%) (P < 0,05), quando comparado ao grupo controle (Tab. 1). 

Os resultados do número de células totais 24 horas após o aquecimento de 

blastocistos expandidos e eclodidos que sobreviveram à vitrificação/aquecimento em 

meio suplementado ou não com LpAFP (Figura 3), são apresentados na Tabela 1. Os 

blastocistos expandidos e eclodidos que sobreviveram à vitrificação/aquecimento em 

meio suplementado com LpAFP tiveram números de células maiores (P = 0,01), do que 

aqueles do grupo sem suplementação (GC 91,81± 4,94 vs. GT 114,87 ± 7,24; Tabela 1). 

Imagens de microscopia eletrônica revelaram em todos os embriões analisados, 

frescos e vitrificados com ou sem LpAFP, células achadas com núcleos proeminentes 

além de microvilosidades e junções celulares bem visíveis. Nos embriões frescos foram 

observados eventuais complexos de golgi bem evidenciados. Nos embriões do grupo 

controle, devido ao processo de vitrificação, foi possível visualizar algumas alterações 

citoplasmáticas como desorganização intracelular, dilatação do retículo endoplasmático 

rugoso e alterações do complexo de golgi. No grupo tratamento, foram observadas 

algumas mitocôndrias com dilatações nas cristas (Figura 4). 
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Figura 2. Micrografias em estereomicroscópio representativas da sobrevivência (reexpansão e 

eclosão) após aquecimento. CG – Grupo Controle; GT – Grupo tratamento. 

 

Tabela 1. Efeito da suplementação de LpAFP na sobrevivência, expansão/eclosão e 

número total de células de embriões vitrificados e aquecidos. 

 Grupo Controle Grupo Tratamento  

Sobrevivência 61,36% (27/44) 60,87% (28/46)  

Reexpansão 43,18% (19/44) 32,61% (15/46)  

Eclosão 18,18% (8/44) b 28,26% (13/46) a P < 0,05 

Número de células totais 91,81 ± 4,94 b 114,87 ± 7,24 a P = 0,01 

Dados são apresentados como percentual de blastócitos que reestabeleceram a blastocele e média 

± erro padrão. a,b Valores na mesma linha com diferentes sobrescritos indica diferenças 

significativas entre os grupos (P = 0,01). Grupo Controle: blastocistos vitrificados/aquecidos sem 

suplementação de LpAFP; Grupo tratamento: blastocistos vitrificados/aquecidos com 

suplementação de 500 ng/mL LpAFP. 
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Figura 3. Blastocistos após aquecimento vitrificados em meios suplementados ou não com 

LpAFP (500 ng/mL) corados com Hoechst 33342 para contagem do número total de células. (A) 

grupo controle; (B) Grupo tratamento. Diferenças entre tratamentos (P = 0,01). 

 

  

Figura 4. Microscopia ultraestrutural de embriões bovinos produzidos in vitro, frescos e 

vitrificados com ou sem suplementação de 500 ng/mL de LpAFP. N – Núcleo; M – 

Mitocôndria; ZP – Zona Pelúcida; mv – Microvilosidades; L – gotícula lipídica; GC – 

Complexo de Golgi; R – Reticulo; Li – Lisossomos. 

 

4. Discussão 

A criopreservação de embriões bovinos é um componente importante quando se 

trata da adoção e uso da produção in vitro de embriões. No presente estudo, blastocistos 
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bovinos, produzidos in vitro foram vitrificados através do método cryotop, em meios 

suplementados com 500 ng/mL LpAFP, para avaliar o efeito crioprotetor da AFP. 

Os resultados do presente estudo, demonstraram que o percentual de blastocistos 

eclodidos, 24 horas após o aquecimento, foram significativamente maiores no grupo 

suplementado com LpAFP, em comparação ao grupo controle. Além disso, os blastocistos 

sobreviventes do grupo LpAFP apresentaram contagem do número de células totais por 

blastocistos, significativamente maior quando comparado aos blastocistos do grupo 

controle. Em estudo publicado recentemente, Valente et al. [17] demonstraram que 

embriões bovinos apresentando maior número total de células, apresentam maiores taxas 

de reexpansão e eclosão após a vitrificação quando comparadas aos embriões não 

resistentes à criopreservação.  

À avalição ultraestrutural dos embriões vitrificados com ou sem suplementação 

de LpAFP revelou sinais de lesões osmóticas, que provocaram desorganização 

intracelular. No grupo controle foi possível visualizar dilatação do retículo 

endoplasmático rugoso, alterações no complexo de golgi e dilatações nas cristas 

mitocondriais. Lesões semelhantes foram observadas em embriões bovinos, ovinos, 

suínos e leporinos vitrificados [18-21]. Ohboshi et al. [22] sugeriram que a distensão do 

retículo endoplasmático rugoso e alterações nas cristas mitocondriais diminuem as taxas 

de sobrevivência de embriões bovinos vitrificados. 

Por outro lado, a adição de 500 ng/mL de LpAFP, parece ter mitigado os efeitos 

causados pelo processo de vitrificação, como observado pela menor proporção de 

mitocôndrias com cristas dilatas e ausência de lesões no retículo endoplasmático rugoso, 

sugerindo o efeito crioprotetor da LpAFP ao diminuir estas alterações citoplasmáticas. 

As evidências apresentadas neste estudo, indicam que a adição de LpAFP durante o 
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processo de vitrificação pode ter efeito positivo nos embriões vitrificados/aquecidos, 

permitindo-os superar os danos criogênicos.  

Criodanos, como danos mecânicos e/ou osmóticos causados pela formação de 

cristais de gelo, podem induzir consideráveis mudanças morfofuncionais nas células [2]. 

Acredita-se que a recristalização do gelo, que é um processo no qual cristais de gelo 

menores crescem gradualmente em temperaturas abaixo de zero, seja a principal causa de 

danos e diminuição da viabilidade celular associada ao processo de criopreservação [23]. 

Assim, proteínas e outros compostos que inibem o processo de recristalização de gelo, 

são necessários para evitar danos celulares durante a criopreservação. 

A capacidade das AFPs de inibir ou impedir que a recristalização ocorra tem 

tornado estas moléculas interessantes para uso em protocolos de criopreservação de 

oócitos e embriões [24], entretanto, os resultados são variados.  Em estudo prévio, o qual 

compararam diferentes tipos de AFPs, ficou claramente demonstrado que as AFPs com 

maior atividade de inibição da recristalização, apresentaram melhores resultados no 

procedimento de vitrificação/aquecimento [25]. Sun et al. [26] demonstraram que a 

adição da proteína de ligação ao gelo do Leucosporidium (LeIBP), proteína com atividade 

de inibição da recristalização, melhorou o potencial de desenvolvimento e suprimiu a 

apoptose de embriões derivados de oócitos bovino vitrificados/aquecido. 

Tem sido reportado que a LpAFP demonstrou atividade superior de inibição de 

recristalização de gelo quando comparado com AFPs de peixes e inseto [12-14]. Em 

adição, Capicciotti et al. [27] relataram a habilidade da proteína mutante T67Y LpAFP, 

em proteger uma linhagem de células de fígado humano (HepG2) contra crioinjúrias, 

resultando no aumento da viabilidade das células HepG2 após a criopreservação. 

Portanto, podemos sugerir que o mecanismo crioprotetor do tratamento com LpAFP 
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durante a vitrificação de embriões bovinos, como demonstrado no presente estudo, está 

relacionado à atividade de inibição da recristalização. 

Em conclusão, a suplementação da LpAFP durante a vitrificação de embriões 

bovinos produzidos in vitro, mostrou-se benéfica por melhorar a sobrevivência e o 

desenvolvimento, além de mitigar lesões citoplasmáticas de embriões pós-aquecimento 

in vitro. Pesquisas futuras são necessárias para entender se esses resultados se traduzem 

em melhores resultados de prenhez para embriões PIV vitrificados. 

 

Agradecimentos 

 Este trabalho foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico - CNPq, Brasil. 

 

Interesses competitivos 

Os autores declaram que não há conflito de interesse que possa ser percebido como 

prejudicial à imparcialidade da pesquisa relatada. 

 

Referências 

[1] Ferré LB, Kjelland ME, Taiyeb AM, Campos-Chillon F, Ross PJ. Recent progress in 

bovine in vitro-derived embryo cryotolerance: Impact of in vitro culture systems, 

advances in cryopreservation and future considerations. Reprod Dom Anim. 

2020;55:659–676. doi.org/10.1111/rda.13667. 



69 
 

[2] Valente RS, Marsico TV, Sudano MJ. Basic and applied features in the 

cryopreservation progress of bovine embryos. Anim Reprod Sci. 2022;239:106970. 

doi.org/10.1016/j.anireprosci.2022.106970. 

[3] Arshad U, Sagheer M, González-Silvestry FB, Hassan M, Sosa F. Vitrification 

improves in-vitro embryonic survival in Bos taurus embryos without increasing 

pregnancy rate post embryo transfer when compared to slow-freezing: A systematic meta-

analysis. Cryobiology. 2021;101:1-11. doi.org/10.1016/j.cryobiol.2021.06.007. 

[4] Davies PL, Graham LA. Protein evolution revisited. Syst Biol Reprod Med. 

2018;64(6):403-416. doi.org/10.1080/19396368.2018.1511764. 

[5] Robles V, Valcarce DG, Riesco MF. The Use of Antifreeze Proteins in the 

Cryopreservation of Gametes and Embryos. Biomolecules. 2019;9(5):181. 

doi.org/10.3390/biom9050181. 

[6] Baguisi A, Arav A, Crosby TF, Roche JF, Boland MP. Hypothermic storage of sheep 

embryos with antifreeze proteins: development in vitro and in vivo. Theriogenology. 

1997;48(6):1017-1024. doi.org/10.1016/s0093-691x(97)00328-2. 

[7] Lagneaux D, Huhtinen M, Koskinen E, Palmer E. Effect of anti-freeze protein (AFP) 

on the cooling and freezing of equine embryos as measured by DAPI-staining. Equine 

Vet J Suppl. 1997;25:85-87. doi.org/10.1111/j.2042-3306.1997.tb05108.x. 

[8] Ideta A, Aoyagi Y, Tsuchiya K, Nakamura Y, Hayama K, Shirasawa A, Sakaguchi K, 

Tominaga N, Nishimiya Y, Tsuda S. Prolonging hypothermic storage (4 C) of bovine 

embryos with fish antifreeze protein. J Reprod Dev. 2015;61(1):1-6. 

doi.org/10.1262/jrd.2014-073. 

[9] Chaves DF, Campelo IS, Silva MMAS, Bhat MH, Teixeira DIA, Melo LM, Souza-

Fabjan JMG, Mermillod P, Freitas VJF. The use of antifreeze protein type III for 



70 
 

vitrification of in vitro matured bovine oocytes. Cryobiology. 2016;73(3):324-328. 

doi.org/10.1016/j.cryobiol.2016.10.003. 

[10] Liang S, Yuan B, Jin YX, Zhang JB, Bang JK, Kim NH. Effects of antifreeze 

glycoprotein 8 (AFGP8) supplementation during vitrification on the in vitro 

developmental capacity of expanded bovine blastocysts. Reprod Fertil Dev. 

2017;29(11):2140-2148. doi.org/10.1071/RD16426. 

[11] Correia LFL, Alves BRC, Batista RITP, Mermillod P, Souza-Fabjan JMG. 

Antifreeze proteins for low-temperature preservation in reproductive medicine: A 

systematic review over the last three decades. Theriogenology. 2021;176:94-103. 

doi.org/10.1016/j.theriogenology.2021.09.025. 

[12] Sandve SR, Kosmala A, Rudi H, Fjellheim S, Rapacz M, Yamada T, Rognli OA. 

Molecular mechanisms underlying frost tolerance in perennial grasses adapted to cold 

climates. Plant Sci. 2011;180(1):69-77. doi: 10.1016/j.plantsci.2010.07.011. 

[13] Lauersen KJ, Brown A, Middleton A, Davies PL, Walker VK. Expression and 

characterization of an antifreeze protein from the perennial rye grass, Lolium perenne. 

Cryobiology. 2011;62(3):194-201. doi.org/10.1016/j.cryobiol.2011.03.003. 

[14] Middleton AJ, Marshall CB, Faucher F, Bar-Dolev M, Braslavsky I, Campbell RL, 

Walker VK, Davies PL. Antifreeze protein from freeze-tolerant grass has a beta-roll fold 

with an irregularly structured ice-binding site. J Mol Biol. 2012;416(5):713-724. 

doi.org/10.1016/j.jmb.2012.01.032. 

[15] Bó GA, Mapletoft, RJ. Evaluation and classification of bovine embryo. Animal 

Reprod. 2013;10(3):344-348.  

[16] Barroso PAA, Paulino LRFM, Silva BR, Vasconcelos GL, Gomes DS, Lima Neto 

MF, Silva AWB, Souza ALP, Donato MAM, Peixoto CA, Silva JRV. Effects of 



71 
 

dexamethasone on growth, viability and ultrastructure of bovine secondary follicles 

cultured in vitro. Zygote. 2020;28(6):504-510. doi.org/10.1017/S0967199420000416 

[17] Valente RS, Almeida TG, Alves MF, Paschoal DM, Basso AC, Sudano MJ. Cellular 

and apoptotic status monitoring according to the ability and speed to resume post-

cryopreservation embryonic development. Theriogenology. 2020;158:290-296. 

doi.org/10.1016/j.theriogenology.2020.09.026. 

[18] Darvelid U, Gustafsson H, Shamsuddin M, Larsson B, Rodriguez Martinez H. 

Survival rate and ultrastructure of vitrified bovine in vitro and in vivo developed embryos. 

Acta Vet Scand. 1994;35(4):417-426. doi.org/10.1186/BF03548317 

[19] Dalcin L, Silva RC, Paulini F, Silva BD, Neves JP, Lucci CM. Cytoskeleton 

structure, pattern of mitochondrial activity and ultrastructure of frozen or vitrified sheep 

embryos. Cryobiology. 2013;67(2):137-145. doi.org/10.1016/j.cryobiol.2013.05.012 

[20] Fabian D, Gjørret JO, Berthelot F, Martinat-Botté F, Maddox-Hyttel P. 

Ultrastructure and cell death of in vivo derived and vitrified porcine blastocysts. Mol 

Reprod Dev. 2005;70(2):155-165. doi.org/10.1002/mrd.20129 

[21] Chrenek P, Makarevich AV, Popelková M, et al. Ultrastructure of vitrified rabbit 

transgenic embryos. Zygote. 2014;22(4):558-564. doi.org/10.1017/S0967199413000282 

[22] Ohboshi S, Fujihara N, Yoshida T, Tomagane H. Ultrastructure of bovine in vitro-

produced blastocysts cryopreserved by vitrification. Zygote. 1998;6(1):17-26. 

doi.org/10.1017/s0967199400005049 

[23] Do VH, Catt S, Kinder JE, Walton S, Taylor-Robinson AW. Vitrification of in vitro-

derived bovine embryos: targeting enhancement of quality by refining technology and 

standardising procedures. Reprod Fertil Dev. 2019;31(5):837-846. 

doi.org/10.1071/RD18352. 



72 
 

[24] Ekpo MD, Xie J, Hu Y, Liu X, Liu F, Xiang J, Zhao R, Wang B, Tan S. Antifreeze 

Proteins: Novel Applications and Navigation towards Their Clinical Application in 

Cryobanking. Int J Mol Sci. 2022;23(5):2639. doi.org/10.3390/ijms23052639. 

[25] Lee HH, Lee HJ, Kim HJ, Lee JH, Ko Y, Kim SM, Lee JR, Suh CS, Kim SH. Effects 

of antifreeze proteins on the vitrification of mouse oocytes: comparison of three different 

antifreeze proteins. Hum Reprod. 2015;30(9):2110-2119.  

doi.org/10.1093/humrep/dev170. 

[26] Sun WS, Jang H, Kwon HJ, Kim KY, Ahn SB, Hwang S, Lee SG, Lee JH, Hwang 

IS, Lee JW. The protective effect of Leucosporidium-derived ice-binding protein (LeIBP) 

on bovine oocytes and embryos during vitrification. Theriogenology. 2020;151:137-143. 

doi.org/10.1016/j.theriogenology.2020.04.016. 

[27] Capicciotti CJ, Poisson JS, Boddy CN, Ben RN. Modulation of antifreeze activity 

and the effect upon post-thaw HepG2 cell viability after cryopreservation. Cryobiology. 

2015;70(2):79-89. doi.org/10.1016/j.cryobiol.2015.01.002. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3 

 

Utilização da proteína anticongelante de Tenebrio molitor (TmAFP) para 

vitrificação de embriões produzidos bovinos in vitro: Estudo ultraestrutural 

 

 

 

 

Artigo a ser submetido à Cryobiology 

Guia para autores 

 

https://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/622814?generatepdf=true


74 
 

Utilização da proteína anticongelante de Tenebrio molitor (TmAFP) para 

vitrificação de embriões bovinos produzidos in vitro: Estudo ultraestrutural 

The use of antifreeze protein from Tenebrio molitor (TmAFP) for vitrification of 

in vitro -produced bovine embryos: An ultrastructural study 

 

Rafael Artur da Silva Júniora,*, Raquel Desenzi Pessoaa, Millena Mary da Silva Ramiresb, 

Andreia Fernandes de Souzab, Mariana Aragão Matos Donatoc, Christina Alves Peixotod, 

Peter L Daviese, Cláudio Coutinho Bartolomeua, André Mariano Batistaa,* 

 

aLaboratório de Biotécnicas Aplicadas à Reprodução, Departamento de Medicina 

Veterinária, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil. 

bDepartamento de Zootecnia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, 

Pernambuco, Brazil  

cDepartamento de Histologia e Embriologia, Universidade Federal de Pernambuco, 

Recife, Pernambuco, Brazil 

dLaboratory of Ultrastructure, Aggeu Magalhães Institute (IAM), Recife, PE, Brazil; 

National Institute of Science and Technology on Neuroimmunomodulation (INCT-NIM, 

CNPq), Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil. 

eDepartment of Biochemistry, Queen’s University, Kingston, Ontario, Canada K7L 3N6 

 

 

*Corresponding author at: Departamento de Medicina Veterinária, Universidade 

Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manuel de Medeiros, s/n, Dois Irmãos, CEP 

52171-900, Recife, Pernambuco, Brazil. E-mails address: andre.batista@ufrpe.br (André 

M. Batista); artur_rjs@hotmail.com (Rafael A. Silva Júnior) 

mailto:andre.batista@ufrpe.br
mailto:artur_rjs@hotmail.com


75 
 

Resumo 

Objetivou-se avaliar efeitos de diferentes concentrações da AFP extraída da larva do 

besouro Tenebrio molitor (TmAFP) na vitrificação de embriões bovinos produzidos in 

vitro. Os blastocistos produzidos in vitro foram divididos em três grupos experimentais e 

vitrificados utilizando o cryotop. A TmAFP foi adicionada nas soluções de equilíbrio (SE) 

e vitrificação (SV), na concentração de 0 ng/ml (controle), 500 ng/ml (500TmAFP) ou 

1.000 ng/ml (1000TmAFP). A vitrificação se deu depositando os blastocistos na SE por 

2 min (7,5% de EG; 7,5% DMSO), em seguida transferidos para a SV (15% EG; 15% 

DMSO) e prontamente depositados na haste do cryotop e submersos em nitrogênio 

líquido. O aquecimento foi realizado em três etapas com concentrações decrescentes de 

sacarose. Após o aquecimento os blastócitos foram cultivados por 24 horas para posterior 

análise da sobrevivência e avaliação ultraestrutural. Os resultados mostraram que houve 

diferença significativa na taxa de sobrevivência e expansão no grupo 500TmAFP quando 

comparado aos demais grupos. À análise ultraestrutural foram observadas lesões 

intracelulares em todos os embriões vitrificados, entretanto os embriões dos grupos 

500TmAFP e 1000TmAFP apresentaram menos lesões citoplasmáticas quando 

comparadas ao grupo controle. Conclui-se que a adição de TmAFP pode mitigar as 

alterações celulares, as quais envolvem organelas e componentes celulares essenciais para 

o funcionamento adequado e viabilidade pós aquecimento de embriões bovinos 

produzidos in vitro vitrificados. 

 

Palavras chave: Criopreservação; cryotop; corpos multivesicular; mitocôndrias; 

reprodução assistida; PIVE. 
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Abstract 

The objective was to evaluate the effects of different concentrations of AFP extracted 

from the larva of the beetle Tenebrio molitor (TmAFP) on the vitrification of bovine 

embryos produced in vitro. In vitro produced blastocysts were divided into three 

experimental groups and vitrified using cryotop. TmAFP was added to equilibrium (SE) 

and vitrification (SV) solutions, at a concentration of 0 ng/mL (control), 500 ng/mL 

(500TmAFP) or 1000 ng/mL (1000TmAFP). Vitrification was carried out by depositing 

the blastocysts in the SE for 2 min (7.5% EG; 7.5% DMSO), then transferred to the SV 

(15% EG; 15% DMSO) and promptly deposited on the cryotop stem and submerged in 

liquid nitrogen. Heating was carried out in three steps with decreasing concentrations of 

sucrose. After heating, the blast cells were cultured for 24 hours for subsequent survival 

analysis and ultrastructural evaluation. The results showed that there was a significant 

difference in the survival rate and expansion in the 500TmAFP group when compared to 

the other groups. In the ultrastructural analysis, intracellular lesions were observed in all 

vitrified embryos, however the embryos of the 500TmAFP and 1000TmAFP groups 

showed less cytoplasmic lesions when compared to the control group. It is concluded that 

the addition of TmAFP can mitigate cellular changes, which involve organelles and 

cellular components essential for the proper functioning and viability after heating of 

vitrified in vitro produced bovine embryos. 

 

Keywords: Cryopreservation; cryotop; multivesicular bodies; mitochondria; assisted 

reproduction; IVP. 
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1. Introdução 

Atualmente, há uma demanda crescente por protocolos eficientes de 

criopreservação de embriões produzidos in vitro (PIV) e tecnologias associadas em 

bovinos, para fins comerciais e de pesquisa [1]. A vitrificação é hoje, a técnica mais 

amplamente usada para a criopreservação de embriões PIV, devido à sua simplicidade e 

altas taxas de viabilidade e desenvolvimento de blastocistos [2], pois evita a formação de 

cristais de gelo por meio de exposições curtas a altas concentrações de crioprotetores e 

rápida submersão em nitrogênio líquido [3]. 

Apesar dos resultados positivos, os pesquisadores ainda estão preocupados em 

otimizar a viabilidade e as funcionalidades celular para prevenir resultados clínicos ruins 

e falhas reprodutivas [5-8]. Os aspectos tecnológicos da vitrificação, protocolos de 

vitrificação e os tipos de agentes crioprotetores (ACPs) são considerados por 

desempenhar papel vital nas taxas de sobrevivência após descongelação [2]. Portanto, 

mais pesquisas são necessárias para otimizar e padronizar os procedimentos de 

vitrificação para que taxas satisfatórias de sobrevivência e prenhez possam ser alcançadas 

após a criopreservação de embriões. 

Neste cenário, diferentes tentativas têm sido realizadas para melhorar os atuais 

protocolos de criopreservação, incluindo a suplementação com proteínas anticongelantes 

(AFPs) [9,10]. As AFPs são encontradas em fungos, bactérias, peixes polares e algumas 

espécies de insetos e plantas adaptados a ambientes frios [11], e podem proteger os 

organismos do congelamento ligando-se ao gelo e inibindo a cristalização adicional. A 

capacidade das AFPs de controlar o crescimento do gelo e, em particular, para inibir a 

recristalização do gelo nos materiais congelados, tem levado a muitas aplicações 

experimentais das AFPs em criobiologia [12]. 
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Em embriões bovinos, a adição de AFP no meio (10 mg/mL), combinando com 

um pré-aquecimento controlado, promoveu melhorias no armazenamento de curto prazo 

de embriões bovinos a 4 ºC [13]. Além disso, a suplementação com AFGP8 durante a 

vitrificação parece ter efeito protetor contra a lesão induzida pelo frio em blastocistos 

bovinos [14].  

A caracterização de uma variedade de AFPs hiperativas em insetos [15], tem 

estimulado ideias para suas aplicações em criobiologia. Tem sido relatado que a AFP 

derivada das larvas do besouro Tenebrio molitor (TmAFP), expressa maior atividade de 

histerese térmica do que as de peixes [16], o que a torna um reagente atraente para 

aplicações que exigem resistência ao congelamento ou controle do crescimento e 

morfologia do gelo. Existem relatos sobre a aplicação de TmAFP na crioproteção de 

órgãos [17] e alimentos congelados [18], embora pesquisas sobre a tolerância à baixa 

temperatura de embriões produzidos in vitro na presença de TmAFP sejam ausentes. 

A avaliação por microscopia óptica da viabilidade de embriões pós-descongelação 

parece ser inconclusiva. Embriões que parecem morfologicamente bons após a 

descongelação, algumas vezes falham em produzir prenhez quando transferidos [19]. 

Portanto, este estudo investigou os efeitos de diferentes concentrações de TmAFP na 

vitrificação de embriões bovinos produzidos in vitro, analisando as taxas de sobrevivência 

e a ultraestrutura por microscopia eletrônica de transmissão (MET). 

 

2. Material e Métodos 

Declaração ética: Os ovários utilizados neste estudo foram obtidos de abatedouro 

comercial de animais que foram abatidos seguindo as diretrizes internacionais para a 

produção de carne para consumo humano. Portanto, a aprovação ética não foi necessária. 
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2.1 Produção in vitro de embriões 

Os ovários foram recuperados de vacas recém-abatidas de abatedouros locais. Os 

ovários foram transportados a 38 °C em 0,9% (p/v) de NaCl suplementado com 100 U/mL 

penicilina, 100 µg/mL estreptomicina e 0,25 µg/mL anfotericina B (Gibco, Life 

Technologies, Grand Island, NY, USA). Uma vez no laboratório, ovários sem estruturas 

císticas ou folículos > 10 mm de diâmetro foram selecionados para coleta e lavados várias 

vezes para remover o excesso de sangue. As etapas subsequentes foram todas realizadas 

com soluções e meios que foram pré-aquecidos a 38,5 °C.  

Todos os folículos visíveis com 4-8 mm de diâmetro foram aspirados utilizando 

agulha 18g acoplada a seringa de 10 mL contendo solução salina tamponada com fosfato 

(PBS).  O fluido contendo complexos cumulus-oócitos (CCOs) foi filtrado através de um 

mini filtro para oócitos com malha de 100 µm (WTA, Cravinhos, SP, Brasil). Os CCOs 

retidos na peneira foram lavados em placa de Petri de 100 mm (Sarstedt, Nümbrecht, 

Alemanha) usando 20 mL de meio de cultura de tecido (TCM199/HEPES; Gibco, Life 

Technologies), contendo gentamicina (10 mg/mL; Gibco, Life Technologies), e agulha 

18g acoplada a seringa de 10 mL. O conteúdo da placa foi pesquisado usando 

estereomicroscópio (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e os CCOs foram 

removidos usando uma pipeta stripper (Origio, Charlottesville, VA, USA).  

Aqueles CCOs com citoplasma uniformemente granulado e três ou mais camadas 

de células do cumulus foram selecionados para maturação in vitro. Grupos de 20 CCOs 

foram maturados em incubadora, em atmosfera umidificada de 5% de CO2 a 38,5 °C em 

gotas de 100 μL de meio de maturação comercial pré-equilibrado (MIV; GeneUp 

Biotecnologia, Regente Feijó, São Paulo, Brasil), coberto com óleo mineral por 22-24 h.  
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A fertilização foi realizada com sêmen congelado de um touro provado. O sêmen 

foi descongelado a 37 °C por 30 s e os espermatozoides foram selecionados através de 

gradientes descontínuo de Percoll (45-90%). Resumidamente, o sêmen foi suavemente 

colocado sobre duas camadas (250 µL cada) de solução de Percoll 90% (inferior) e 45% 

(topo), em tubo tipo eppendorf de 1,5 mL. O sêmen foi centrifugado pela primeira vez a 

5.500 × g por 5 min. Em seguida, o pellet resultante no fundo do tubo foi colocado em 1 

mL de meio de fertilização comercial pré-equilibrado (FIV; GeneUp Biotecnologia), em 

eppendorf de 1,5 mL e uma segunda centrifugação a 70 × g por 3 min foi realizada. Os 

espermatozoides foram ressuspensos em meio FIV anteriormente equilibrado em 

incubadora em atmosfera umidificada de 5% CO2 a 38,5 °C e a concentração de 

espermatozoides ajustada para que a concentração final na gota de fertilização fosse 1 × 

106/mL. Para a fertilização, os CCOs maturados foram lavados 3 vezes com meio FIV 

pré-equilibrado e até 25 CCOs maturados foram transferidos para placa de fertilização. 

Os gametas foram co-incubados em atmosfera úmida de 5% CO2 a 38,5 °C por 18 h.  

Após a fertilização, as células do cumulus foram removidas dos presumíveis 

zigotos através de cuidadosas pipetagens. Os supostos zigotos foram transferidos em 

grupos de 30 para gotas de 100 μL de meio de cultura comercial pré-equilibrado (Fluido 

de Oviduto Sintético - SOF; GeneUp Biotecnologia), coberto com óleo mineral. Os 

embriões foram cultivados por 7 dias em atmosfera umidificada de 5% CO2, 5% O2, 90% 

N2 a 38,5 °C.  

2.2 Vitrificação  

As etapas de incubação para vitrificação foram realizadas em placas de 4 poços 

(Nunc, Roskilde, Denmark). Todos os blastocistos foram colocados em 800 μL de meio 

de manutenção (MM) no primeiro poço. O MM consistia em solução de TCM199/HEPES 

suplementado com 20% (v/v) de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Life Technologies, Grand 
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Island, NY, USA). Os embriões foram então transferidos para o segundo poço contendo 

800 μL MM e mantidos até o futuro processamento. Em particular, grupos de 4-5 

blastocistos foram colocados no terceiro poço contendo 1000 μL de solução de equilíbrio 

(SE) que consistia em MM contendo 7,5% (v/v) etilenoglicol (EG; Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO) e 7,5% (v/v) dimetil sulfóxido (DMSO; Sigma). Após 2 minutos, os 

blastocistos foram colhidos no menor volume e transferidos para solução de vitrificação 

(SV), consistindo de 15% (v/v) EG, 15% (v/v) DMSO e 0,5 M de sacarose dissolvida em 

MM. Blastocistos foram aspirados e expelidos várias vezes para assegurar a mistura 

completa à SV. A pipeta stripper foi usada para carregar os 4 a 5 blastocistos sobre fina 

tira de polipropileno do cryotop (Kitazato Corp., Shizuoka, Japão), seguido pela aspiração 

do excesso de meio. O cryotop com embriões foi então rapidamente imerso em nitrogênio 

líquido (NL) e a capa protetora foi colocada sobre a tira para proporcionar proteção 

durante o armazenamento em containers de NL. Todo o processo, desde a imersão na 

solução de vitrificação até a imersão em nitrogênio líquido, levou menos de 1 minuto. Os 

blastocistos foram armazenados em nitrogênio líquido até o descongelamento para 

análises. 

2.3 Aquecimento e posterior cultura de blastocistos vitrificados 

Para o aquecimento, a capa protetora foi removida enquanto ainda submersos em 

NL e o cryotop foi diretamente imerso em solução de aquecimento contendo 1 M de 

sacarose em MM por 1 minuto. Em seguida, os blastocistos foram transferidos 

sequencialmente para os poços 2 e 3 contendo MM suplementado com 0,5 M de sacarose 

por 1 e 5 minutos, respectivamente. Os blastocistos foram então transferidos para o quarto 

poço de MM 100% por 5 min. Depois de aquecer os blastocistos e lavá-los em várias 

misturas de MM e sacarose, como descrito acima. Grupos de até 25 blastocistos foram 

cultivados em gotas de 100 μL de meio SOF coberto com óleo mineral. Blastocistos foram 
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cultivados em incubadora a 38,5 °C em atmosfera umidificada de 5% CO2, 5% O2, e 90% 

N2 por 24h. 

2.4 Desenho experimental 

Os blastocistos foram vitrificados distribuídos em três grupos experimentais, com 

pelo menos cinco repetições em cada grupo. A TmAFP foi adicionada nas soluções de 

equilíbrio (SE) e vitrificação (SV), na concentração de 0 ng/mL (controle), 500 ng/mL 

(500TmAFP) ou 1.000 ng/mL (1000TmAFP). Um outro grupo de embriões não 

vitrificados foi denominado de controle fresco, para avaliação ultraestrutural. A TmAFP 

foi gentilmente cedida pelo Dr. P. Davies (Tomalty et al., 2019). O desenho experimental 

está apresentado na Figura 1.  

 

Figura 1. Desenho experimental. Blastocistos produzidos in vitro foram agrupados e 

distribuídos aleatoriamente entre três grupos. A vitrificação foi realizada em meios de 

estabilização e vitrificação suplementados com proteína anticongelante de Tenebrio molitor 

(TmAFP), nas concentrações de 0 (G. Controle), 500 ng/mL (G. 500TmAFP) e 1.000 ng/mL (G. 

1000TmAFP). 
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2.5 Avaliação da sobrevivência dos embriões 

Blastocistos vitrificados em meio de vitrificação contendo diferentes 

concentrações de TmAFP foram cultivados por 24 h como descrito acima. Ao final da 

cultura, cada blastocisto foi classificado com base em se a cavidade blastocélica havia 

restabelecido após o descongelamento e se o blastocisto estava em processo de eclosão 

(quer eclodindo ou eclodido da zona pelúcida). O experimento foi realizado com 

blastocistos produzidos em cinco repetições.  

2.6 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

Para melhor investigar a morfologia celular e organização das organelas no 

citoplasma dos embriões, foi realizada microscopia eletrônica de transmissão nos 

blastocistos reaquecidos e cultivados por 24 horas, além de um grupo de embriões frescos 

que não foram submetidos à vitrificação. Apenas embriões de grau 1 foram utilizados 

[20]. Os blastocistos (n = 15 por grupo) foram fixados em solução de Karnovsky (4% 

paraformaldeído e 2,5% glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2) por 

pelo menos 4 h em temperatura ambiente (~25°C). Após a fixação, os embriões foram 

incluídos em gotas de agarose de baixo ponto de fusão a 4% e mantidos em tampão 

cacodilato de sódio. Os espécimes foram fixados em tetróxido de ósmio 1%, ferricianeto 

de potássio 0,8% e cloreto de cálcio 5 mM em tampão cacodilato de sódio 0,1 M por 1 h 

em temperatura ambiente, lavados em tampão cacodilato de sódio e corados com acetato 

de uranila 5%. As amostras foram então desidratadas através de um gradiente de soluções 

de acetona e em seguida embebidas em resina epóxi (EpoxyEmbedding Kit, Fluka 

Chemika). Em seguida, cortes semifinos (2 μm) foram cortados, corados com azul de 

toluidina e analisados em microscopia de luz com aumento de 400 X. Posteriormente, 

cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos dos blastocistos bovinos. Os cortes ultrafinos 
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foram contracorados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados em 

microscópio eletrônico de transmissão Morgani-FEI [21]. 

2.7 Análise estatística 

O modelo experimental utilizado foi inteiramente casualizado com três grupos e 

cinco repetições por grupo, categorizados com base nos períodos de 0 e 24 horas. Os 

dados foram testados quanto à sua distribuição normal, utilizando-se o teste de Shapiro 

Wilk. O procedimento GLM do SAS - Statistical Analysis System (SAS, 2009) foi 

utilizado para análise de variância (ANOVA) para dados paramétricos, o contraste de 

médias foi realizado pelo teste de alcance de Tukey. As diferenças foram consideradas 

significativas quando P < 0,05. Os resultados da microscopia eletrônica são baseados em 

análises qualitativas, portanto não foram avaliados de forma estatística. 

 

3. Resultados 

 Micrografias em estereomicroscópio representativas de cada grupo, após 

reexpansão/eclosão estão apresentadas na Figura 2. As taxas de sobrevivência e eclosão 

após aquecimento de blastocistos vitrificados em meios suplementados ou não com 

diferentes concentrações de TmAFP (500 ng/mL e 1000 ng/mL), estão apresentadas na 

Tabela 1. Houve diferença significativa (P < 0,05) nas taxas de sobrevivência e expansão 

no grupo 500TmAFP quando comparado com os grupos controle e 1000TmAFP. 
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Figura 2. Micrografias em estereomicroscópio representativas da reexpansão e eclosão após 

aquecimento (0 e 24h) de blastocistos vitrificados em meios suplementados com concentrações 

de 0 (G. Controle), 500 (G. 500TmAFP) e 1.000 (G. 1000TmAFP) ng/mL de TmAFP. A – 0h, G. 

Controle; A’ – 24h, G. Controle; B – 0h, G. 500TmAFP; B’ – 24h, G. 500TmAFP; C – 0h, G. 

1000TmAFP; C’ – 24h, G. 1000TmAFP.  

 

Tabela 1. Efeito da suplementação de TmAFP na sobrevivência, expansão/eclosão de embriões 

vitrificados e aquecidos com diferentes concentrações de TmAFP (500 ng/mL e 1000 ng/mL). 
 

 Grupos 

 Controle 500 TmAFP 1000 TmAFP 

Sobrevivência 48% (39/82) B 61% (47/77) A 53% (41/78) B 

Expandidos 74% (29/39) B 79% (37/47) A 71% (29/41) B 

Eclodidos 26% (10/39)  21% (10/47) 29% (12/41) 

  

À microscopia eletrônica foram observadas, em todos os grupos os mesmos tipos 

celulares: o trofoblasto em contato ou não com a zona pelúcida. A arquitetura embrionária 

permaneceu preservada e não houve fragmentação embrionária significativa. Nos 

embriões frescos foram observadas células alongadas com núcleo proeminente, 

mitocôndrias bem preservadas e eventuais complexos de golgi foram evidenciados. Em 
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algumas regiões foi possível observar microvilosidades próximo à zona pelúcida e 

junções celulares bem visíveis (Figura 3). 

 
Figura 3. Características ultraestruturais de blastocistos frescos. M – Mitocôndria; N – Núcleo; 

ZP – Zona pelúcida; mv – microvilosidades; GC – Complexo de golgi. 

 

No grupo controle foram observadas células alongadas com núcleo proeminente. 

As mitocôndrias apresentaram-se com dilatações nas cristas. Foi possível observar 

microvilosidades e junções celulares bem visíveis. Devido ao processo de congelamento 

foi possível ver algumas alterações citoplasmáticas, como desorganização intracelular, 

dilatação do retículo endoplasmático rugoso e alteração do complexo de golgi (Figura 4). 

No grupo 500TmAFP as células se apresentavam alongadas com núcleo 

proeminente e aumento da densidade citoplasmática. Nestas amostras, as mitocôndrias 

apresentavam dilatações nas cristas, embora em menor extensão quando comparadas 

àquelas visualizadas no grupo controle. Neste grupo, também foi possível observar a 

presença de filamentos intracelulares e o aumento de unidades de membrana (Figura 5). 
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Figura 4. Características ultraestrutural de embriões bovinos produzidos in vitro, vitrificados e 

aquecidos sem suplementação de TmAFP (Grupo controle). M – Mitocôndria; N – Núcleo; mv – 

microvilosidades; L – gotícula lipídica; R – Reticulo; GC – Complexo de golgi. 
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Figura 5. Características ultraestrutural de embriões bovinos produzidos in vitro, vitrificados e 

aquecidos com suplementação de 500 ng/ml de TmAFP (Grupo 500 TmAFP). M – Mitocôndria; 

N – Núcleo; GC – Complexo de golgi; ZP – Zona pelúcida; If – Filamentos intermediários; mv – 

microvilosidades. 

 

No grupo 1000TmAFP as células se apresentavam alongadas com núcleo 

proeminente e as mitocôndrias apresentaram-se morfologicamente semelhantes àquelas 

observadas no grupo 500TmAFP. Nesse grupo foi observada a presença de corpúsculo 

intracelular multivesicular, assim como o aumento de unidades de membrana, como 
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observado no grupo de menor concentração, porém sem o aumento da densidade 

citoplasmática (Figura 6). 

 
Figura 6. Características ultraestrutural de embriões bovinos produzidos in vitro, vitrificados e 

aquecidos com suplementação de 1.000 ng/mL de TmAFP (Grupo 1000TmAFP). M – 

Mitocôndria; N – Núcleo; mv – microvilosidades; MvB – Corpo multivesicular. 
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4. Discussão 

A vitrificação alcançou grande atenção para uso com embriões bovinos 

produzidos in vitro. A maioria dos estudos em embriões bovinos concentra-se na 

avaliação do sucesso e segurança da vitrificação nas taxas de sobrevivência (por avaliação 

de microscopia de luz) e resultados de taxas de prenhez após a transferência, no entanto, 

os resultados nem sempre foram consistentes [22, 23]. Neste estudo, foram investigadas 

diferenças na ultraestrutura de embriões bovinos produzidos in vitro, vitrificados 

utilizando o método cryotop em meios suplementados ou não com AFP derivada das 

larvas do besouro Tenebrio molitor (TmAFP). 

Na avaliação por estereomicroscopia, entre 48 e 61% dos embriões 

vitrificados/aquecidos, mostraram morfologia aparentemente normal após 24 horas de 

cultivo, momento em que foram fixados para avaliação ultraestrutural. Como mostrado 

em estudos anteriores, a morfologia de embriões bovinos produzidos in vitro e 

vitrificados, após 24 ou 48 horas de cultura, foi normalizada e variou de aproximadamente 

30 a 70%, dependendo do protocolo de vitrificação, meio de diluição do crioprotetor, 

entre outros fatores [2, 7, 24]. Ressalta-se, no entanto, que os resultados de sobrevivência 

pós-criopreservação são difíceis de comparar devido ao uso de diferentes condições 

experimentais. 

As características ultraestruturais observadas em blastocistos bovinos produzidos 

in vitro, não vitrificados, foram essencialmente consistentes com aquelas relatadas por 

Crosier et al. [25], tais como, núcleos organizados, mitocôndrias maduras bem 

preservadas, embora mitocôndrias com cristas dilatadas também estavam presentes em 

quantidade escassa. Além disso, foi possível evidenciar, complexo de golgi, zona 

pelúcida e microvilosidades com aparência normal, e a presença de gotas lipídicas no 

citoplasma das células.  
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Contudo, a avaliação ultraestrutural dos blastocistos vitrificados revelou sinais de 

lesões osmóticas expressas como desorganização intracelular, dilatação do retículo 

endoplasmático rugoso, alterações do complexo de golgi e mitocôndrias dilatadas com 

perda da organização das cristas mitocondriais, em comparação com os blastocistos não 

vitrificados. Essas alterações foram semelhantes às características observadas em 

blastocistos de bovinos produzidos in vitro e vitrificados [26]. Em conjunto, estes 

resultados indicam que embriões PIV suportam a vitrificação, conseguem se restabelecer, 

entretanto, apresentam danos celulares. 

Os resultados deste estudo indicam que a TmAFP pode fornecer proteção às 

estruturas embrionárias durante o processo de vitrificação/aquecimento, como 

demonstrado pela maior porcentagem de blastocistos que restabeleceram a blastocele 

após 24 h de cultivo no grupo 500TmAFP. Em adição, a suplementação com TmAFP (500 

ou 1000ng/mL), ao meio de vitrificação, permitiu mitigar as crioinjúrias, conforme 

avaliado pela ultraestrutura dos embriões que permaneceram vivos. Embora o tamanho 

da amostra neste estudo seja pequena, deve ser enfatizado que apenas embriões 

classificados como grau I foram incluídos, para minimizar quaisquer efeitos adversos no 

desenvolvimento prejudicado. 

Alterações ultraestruturais nas mitocôndrias após a criopreservação foram 

relatadas em outros estudos em embriões bovinos, e foi sugerido que o dano mitocondrial 

pode levar à morte celular [26, 27]. As mitocôndrias em geral, bem como outras organelas 

e células de tais embriões reagem por distensão ou encolhimento, o que no caso de células 

inteiras (pelo menos de uma proporção delas) resulta em degeneração [28].  

Houve diferenças na extensão dos danos às mitocôndrias observados nos embriões 

vitrificados/aquecidos. Mitocôndrias bem preservadas mantendo estrutura intacta, foram 

observados nos embriões vitrificados nos grupos tratados com a TmAFP, quando 
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comparadas ao grupo controle. Além disso, foram observadas alterações na densidade 

citoplasmática no grupo 500TmAFP, sugerindo possíveis mudanças na dinâmica do 

citoesqueleto. 

As microvilosidades estavam presentes em todos os embriões aqui estudados. Os 

embriões dos grupos TmAFP apresentaram aumento nas microvilosidades das células do 

trofoblasto. Estas estruturas são responsáveis pelo aumento na superfície de absorção das 

células e são próprias de tecidos onde há intenso transporte de fluidos e nutrientes [29]. 

A maior quantidade de microvilosidades nos embriões submetidos ao tratamento com 

TmAFP pode melhorar o procedimento da vitrificação, pois aumentaria as taxas de troca 

entre água e crioprotetores. 

Além disso, quando se observou a ultraestrutura de embriões vitrificados no grupo 

1000TmAFP, foi constatado a presença de corpos multivesículares (MvB). Os MvB são 

endossomos de estágio avançado caracterizados pela presença de vesículas intraluminais 

dentro de uma grande vesícula. Fader et al. [30] afirmaram que os MvB reorientados a 

partir da via autofágica libera exossomos (EXs).  

O consenso atual é que a autofagia é o principal protetor da morte celular, que 

contribui para aumentar a sobrevivência celular, presumivelmente através da remoção 

seletiva de endossomos tardios pela maquinaria de autofagia [31, 32] e redirecionando os 

corpos multivesiculares (MVB) para a autofagia embora esses mecanismos obstruam a 

liberação de EXs [30]. 

Os MvB têm sido identificados na ultraestrutura das células embrionárias de 

embriões bovinos produzidos in vitro, e tem sido sugerido que a presença dos MvB pode 

indicar que a maquinaria autofágica e secreção de EXs estão presentes em embriões 
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bovinos. [33]. No entanto, mais experimentos são necessários para elucidar os fatores 

específicos envolvidos na formação dos MvB após a vitrificação. 

Embora o mecanismo pelo qual TmAFP regula as funções fisiológicas das células 

embrionárias sob estresse de congelamento não tenha sido investigado neste estudo, 

nossos resultados sugerem que a TmAFP pode prevenir a formação de gelo durante a 

vitrificação e, especialmente, a recristalização durante o aquecimento, ajudando assim a 

proteger as células embrionárias. Além disso, outra explicação possível é que as TmAFP 

podem se ligar à membrana celular e, como resultado, estabilizar as membranas do 

embrião. Yamauchi et al. [34] sugeriram que a TmAFP se liga à bicamada lipídica das 

células de insulinoma de rato (RIN-5F), para estabilizar sua integridade de membrana e 

manter a viabilidade celular a -5 °C, -2 °C e +4 °C. No entanto, se a TmAFP se liga à 

bicamada lipídica das células embrionárias permanece para ser esclarecida.  

Em conclusão, as observações deste estudo proveem evidências ultraestruturais, 

que a extensão das alterações celulares, produzidas pela vitrificação/aquecimento de 

embriões bovinos produzidos in vitro, as quais envolvem organelas e componentes 

celulares essenciais para o funcionamento adequado e viabilidade celular, podem ser 

mitigadas pela adição da TmAFP, indicando o valor potencial da AFP da larva de T. 

molitor na inibição da formação de cristais de gelo e na preservação da qualidade de 

embriões vitrificados. 
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