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APRESENTACAO

O livro abrange temas relevantes relacionados a satde animal, parasitologia,
comportamento animal e producédo de forragens. E estdo divididos em volume
Il e volume Ill somando 52 capitulos. Nestes foram descritos relato de caso,
experimentos e revisdes. Que contém informagdes importantes para o entendimento
do leitor, proporcionando uma visdo clara e completa de todo conteudo a ser
abordado. No volume Il e lll, estédo descritos assuntos como o comportamento,
cognicéo e aprendizagem em cées, avaliagdo de carrapaticidas quimicos, produgéo
de forragem, coccidiose aviaria, diagnostico de tumores de pele em animais
domeésticos entre outros.

Os estudantes dos cursos das agrarias tém a sua disposicao uma literatura
cientifica ampla e aprofundada sobre os assuntos de maior vigéncia na atualidade.
E um livro que aborda as mais diversas areas da Medicina Veterinaria e da produgéo
animal, tornando os seus capitulos indispensaveis para uma atualizagdo dos
profissionais da area.

Nas Ultimas décadas houve grande aumento no nimero de grupos de pesquisa
e publicagbes sobre comportamento, cognicao e bem-estar de cées. Trazendo o
foco nos novos conhecimentos gerados, nas dificuldades de compreensao desse
conhecimento e as iniciativas que parecem poder suplantar as dificuldades.

Com tudo, a diversidade de assuntos abordados nos volumes Il e llI
apresentam capitulos com pesquisas, relatos, objetivos e resultados, desenvolvidos
por diversos pesquisadores, professores, profissionais e estudantes. Como uma
maneira de expandir a pesquisa cientifica como uma fonte importante para auxiliar
na atualizacdo de todos que buscam uma fonte segura e atualizadas sobre a ciéncia
animal.

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis
Wesklen Marcelo Rocha Pereira
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RESUMO: A \vitrificacdo consiste em um
método de preservagdo de amostras bioldgicas
ultrarapido, barato, e facil de ser realizado
que permite o armazenamento por tempo
indeterminado dessas amostras para uso
futuro. Existem distintos procedimentos de
vitrificacdo usando diferentes formulagdes
de meios adequadas as espécies bem como
diversos dispositivos para vitrificacdo, que séo
agrupados e classificados em sistema abertos
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e fechados. Diante dessa variedade, objetivou-se na presente revisdo reunir e
relatar sobre a técnica de vitrificagdo em suas variantes de procedimentos. Para
tanto foram consultadas publicagdes dos ultimos 20 anos nas bases de dados como
Google Académico, SciELO e PubMed e PubVet. Ambas as técnicas de vitrificagdo
tanto aberta como fechada, se bem conduzidas, alcangcam resultados semelhantes.
Dessa maneira, a escolha de uma técnica ou outra, vai depender da familiaridade do
manipulador com a técnica, dos objetivos a serem alcangados com a vitrificacéo, e
relagéo custo/beneficio relacionada a cada espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Criopreservacado, Germoplasma, Ovario.

OOCYTE AND EMBRYO VITRIFICATION PROCESSES: WHAT YOU NEED
TO KNOW

ABSTRACT: The vitrification consists of an ultra-fast, inexpensive, and easy-to-be-
performed of a biological sample preservation method that allows indefinite storage of
these samples for future use. There are different vitrification procedures using different
formulations wich are suitable for the species as well as various devices for vitrification.
Vitrification technique is grouped and classified in open and closed system. In view of
this variety, the aim of this review was to gather and report on the vitrification technique
and its procedure variants. Publications from the last 20 years were consulted in the
databases such as Google Scholar, SciELO and PubMed and PubVet. Both open and
closed vitrification techniques, if well conducted, achieve similar results. Thus, the
choice of one technique or another will depend on the familiarity of the handler with
the technique, the objectives to be achieved with the vitrification, and cost/benefit ratio
related to each species.

KEYWORDS: Cryopreservation, Germplasm, Ovary.

11 INTRODUGAO

A técnica de vitrificacdo é a producdo de um estado vitreo amorfo por
meio da solidificagdo de uma solugdo conseguida por uma combinagdo de uma
alta concentracéo de agentes criprotetores (ACPs) pelo qual um fluido eleva de
maneira extrema a sua viscosidade quando submetido a baixas temperaturas numa
taxa de velocidade de resfriamento de 2500°C/min, estabilizando na temperatura
de -196°C. O estado vitreo permite que o fluido tenha caracteristicas mecanicas
de um soélido, ja que parte das cadeias moleculares se encontra desorganizada e
ha uma certa flexibilidade entre as moléculas (KHALILI et al., 2017; ARAYATHAM,
TIPTAVAVATANNA, THARASANIT, 2017; PALMA, 2008).

Com o objetivo de evitar a formacgéao de cristais de gelo no ooplasma e também
no meio extracelular, bem como impedir o rompimento da membrana plasmatica, por
conseguinte, danos celulares irreversiveis, a vitrificacéo de oécitos foi desenvolvida
e aplicada como uma técnica inovadora no ambito cientifico (CARVALHO et al.,
2011).
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Diante disto, a vitrificacdo permite uma melhor estocagem de material
genético para a formacgéo de bancos de germoplasma (gametas e embrides) e com
esta finalidade se caracteriza como a técnica mais viavel de criopreservacao por
propiciar taxa de sobrevida, implantacdo e taxa de gestacéo significativamente
mais altas do que a congelacao lenta (KHALILI et al., 2017; LEVI-SETTI, PATRIZIO,
SCARAVELLI, 2016).

Existem distintos processos de vitrificagdo usando diferentes formulagbes
de meios adequadas as espécies bem como diversos dispositivos para vitrificagéo.
Mas, basicamente os procedimentos se dividem em: sistemas de vitrificagcdo abertos
e fechados (CARVALHO et al., 2011; ARGYLE, HARPER, DAVIES, 2016). Diante
da relevancia da importancia desse processo, objetivou-se resumir e relatar sobre a
tecnica de vitrificagdo em suas variantes de procedimentos.

21 REVISAO DE LITERATURA

Tipos de vitrificacao

A vitrificacdo aberta envolve o contato direto entre o6citos ou embrides e
0 nitrogénio liquido, usando dispositivos que comportam apenas uma pequena
quantidade de material a ser vitrificado, com a vantagem de promover uma curva
de resfriamento mais rapida, de tal forma que o tempo de contato dos odécitos com
0s ACPs a temperatura ambiente é abreviado, com isso, diminui-se a citotoxicidade
dos mesmos (ZHE et al., 2019; YOUM et al., 2018).

Em contrapartida, a vitrificagéo fechada envolve o contato indireto entre odcitos
ou embrides e o nitrogénio liquido utilizando sistemas de tubulagdo. Esse tipo de
vitrificagé@o tem por vantagem minimizar o risco de transmissao microbiologica através
de nitrogénio liquido durante os procedimentos de resfriamento, armazenamento
e aquecimento. Visto que a maioria dos microrganismos pode sobreviver em
temperaturas baixas e crioprotetores ou componentes do meio podem protegé-los
de lesbes. Por essa raz&o, muitas estratégias tém sido desenvolvidas para evitar o
contato direto das células, tanto na vitrificagdo quanto no armazenamento (GHASEM
et al., 2013; ARGYLE et al., 2016; YOUM et al., 2018; CASTELLO et al., 2018).

Entretanto, essa protecéao extra conferida pelo sistema de vitrificacéo fechado
também resulta em uma diminui¢cdo da velocidade de resfriamento que pode reduzir
a eficacia do protocolo de vitrificagdo (GHASEM et al., 2013; ARGYLE et al., 2016;
YOUM et al., 2018).
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2.1 Sistemas de vitrificacao aberta

Vitrificagdo em palhetas abertas

Consiste na utilizagdo de uma palheta fabricada e adaptada de maneira
artesanal, seja com a utilizacdo de uma lamina de bisturi ou de uma lamina de
barbear. De modo que a extremidade da palheta, onde ficardo os o6citos juntamente
com o meio de vitrificagdo, assume um formato de bisel, destacando que essa
extremidade néo é selada (figura 1). Esse processo foi desenvolvido com o intuito
de se obter uma velocidade de criopreservacdo ainda mais rapida e eficiente, para
se evitar a formacgéao de cristais de gelo (AMID et al., 2018).

Figura 1. Palheta aberta.
Fonte: AUTORA, 2020.

Pipetas de desnudamento flexipet

Sua formato e intuito de utilizagdo & bastante similar a vitrificacdo em
palhetas abertas descritas anteriormente, com a Unica diferenca de que as pipetas
de desnudamento flexipet ndo séo fabricadas de modo artesanal, mas, de modo
industrial (figura 2) com o intuito de serem empregadas na manipulagéo de embrides
(CARVALHO et al., 2011).

Figura 2. Flexipet.

Fonte: https://www.cookmedical.com/products/wh_fpip3_webds/Acesso em 09/10/2020.
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Vitrificag&o por cobertura direta

A técnica baseia-se em submeter os criotubos com a tampa aberta, contendo
o material a ser vitrificado juntamente com os ACPs escolhidos, em nitrogénio
liquido (figura 3). Como a tampa nao é fechada justamente para permitir o contato
do nitrogénio liquido com os oécitos e, dessa forma, possibilitar uma redugéo brusca
de temperatura. Minimiza-se a toxicidade dos ACPs pela aplicacdo de menor volume
dos mesmos (GHAVAMI et al., 2015).

Figura 3. Vitrificag@o por cobertura direta
Fonte: CHEN et al., 2006.

Cryoloops

Considerados os dispositivos mais adaptaveis para vitrificagdo disponiveis
devido a possibilidade de personalizagao necessaria para cada amostra. Corresponde
a utilizacéo de um laco de nylon de 0.5-0.7 milimetros de diametro, montado em um
tubo de ago inoxidavel pequeno introduzido na tampa de um criotubo (figura 4) (LIU
et al., 2011). O centro do lago deve ser preenchido com um meio de vitrificagéo e
os embrides sdo adicionados com o auxilio de uma micropipeta, formando uma
tensao superficial, que impedira o extravasamento destes. Destaca-se que o tempo
cujo blastocistos s&do mantidos no lago em contato com o ar deve ser o mais curto
possivel, porque a solugéo evapora facilmente (CARVALHO et al., 2011; MUKAIDA
et al., 2002).
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Figura 4. Cryoloop
Fonte: Adaptado de KARAIN et al., 2002

Vitrificacdo em espatula

Para a montagem dessa espatula, a ponta de uma ponteira de carregamento
de gel é esmagada com o auxilio de dois férceps finos, suavemente aquecidos com
um bico de Bunsen para gerar uma ponta achatada em formato de pétala de 1 mm?2
(figura 5). A borda distal deve ser selada por calor para evitar infiltragéo liquida e a
outra extremidade da ponteira de carregamento de gel é removida para encurtar o
talo da espatula (TSANG e CHOW, 2009).

Esse processo foi desenvolvido para suportar uma maior quantidade de
o0citos ao passo que viabiliza uma velocidade de criopreservacgéo rapida e eficiente
com volume e tempo de exposicdo ao ACPs em temperatura ambiente reduzidos.
Mostrou-se uma técnica artesanal util e simples para a vitrificagdo de embrides
murinos de 2 células e de 8 células produzidos in vitro ou in vivo (MEIKLE et al.
2018). Como desvantagem as espatulas sdo unicamente produzidas de modo
artesanal levando em torno de 1 a 2 minutos sua produgéo (TSANG e CHOW, 2009).

Figura 5. Vitrificacdo em espatula
Fonte: TSANG e CHOW, 2009.

Cryotop

Constitui-se num dispositivo desenvolvido para permitir a vitrificacédo de
amostras com um volume minimo 0,1 pL, proporcionando néo apenas melhores
taxas de resfriamento e aquecimento (-23.000° C/minuto e 42. 000°C/minuto
respectivamente), mas, também menor toxicidade dos ACPs, consequentemente,
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melhores taxas de sobrevivéncia. O sistema possui duas vertentes diferentes:
aberta e fechada. Sendo a aberta, composta por uma palheta de plastico resistente
a criotemperatura associada a uma haste plastica utilizada para a manipulacao, que
evita o contato direto da méo do manipulador com a palheta (figura 6) (KUWAYAMA

et al., 2005).

Figura 6. Cryotop de sistema aberto
Fonte: ANTINORI, 2007.

2.2 Sistemas de vitrificacdo fechados:

Vitrificag&o convencional

Consiste no enchimento de palhetas francesas e/ou criotubos com os ACPs
juntamente do material a ser vitrificado (figura 7). Essas devem, entdo, ser seladas
antes de serem submetidas ao nitrogénio liquido (ARGYLE et al., 2016; ISHIJIMA
et al., 2006).

Adaptagbes no método foram desenvolvidas com o intuito de diminuir a
quantidade de ACPs e, por conseguinte, sua toxicidade a célula, como o método da
hemi-palheta, que consiste em cortar pela metade uma palheta francesa de 0,25 mL
em formato de bisel e pipetar uma gota contendo o material a ser vitrificado com o
ACP para entdo submergir em nitrogénio liquido. Alguns autores relatam que, antes
de submergir a palheta em nitrogénio liquido, é necessario ainda inseri-la em uma
palheta de 0,5 mL (CARVALHO et al., 2011).

Figura 7: Criotubo sistema fechado
Fonte: AUTORA, 2020
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Vitrificagcdo em palhetas fechadas

Por ser um método fechado, carrega as vantagens e desvantagens desse
tipo de vitrificacdo, consistindo na utilizagdo de uma palheta fabricada de modo
artesanal, a partir de uma palheta francesa, com o auxilio do calor para que fique
alongada e a maxima eficiéncia quanto a velocidade de criopreservacao seja
alcancada (GHASEM et al., 2013). Ap6s a deposigédo dos odcitos juntamente com a
solugéo crioprotetora, faz-se a retirada do excesso de meio na palheta artesanal por
capilaridade, e entéo fecha-se sua extremidade para que o nitrogénio liquido e seus
vapores ndo penetrem no interior da mesma (figura 8) (CARVALHO et al., 2011).

Figura 8: Palheta fechada
Fonte: AUTORA, 2020

Cryotop

O Cryotop em sistema fechado consiste em um plastico firme formando a
palheta e a haste de manipulacdo em que € adicionada uma fina pelicula transparente,
de maneira a revestir toda a estrutura da palheta-haste, impedindo o contato com
0 nitrogénio liquido, diminuindo as chances de contaminacao do material vitrificado
(figura 9) (AMIDI, KHODABANDEH, MOGAHI, 2018).

Castell6 et al. (2018) ao comparar o Cryotop sistema fechado com o
Cryotop sistema aberto conseguiram dados analogos no que diz respeito a taxa
de sobrevivéncia do embrido (inclusive, utilizando-se embrides com ativagédo
partenogénica), integridade do eixo cromossdmico e potencial de desenvolvimento

de embrides.
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Figura 9. Cryotop em sistema fechado
Fonte: ANTINORI, 2007

31 CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar da técnica de vitrificagdo de oécitos ser mais dependente da habilidade
do manipulador do que no método de congelagéo lenta, esta se mostra mais eficaz
em reduzir os danos celulares ocasionados por baixas temperaturas.

Ambas as técnicas de vitrificagdo tanto aberta como fechada, se bem
conduzidas, alcangam resultados semelhantes no que diz respeito as taxas para
integridade da membrana plasméatica, competéncia oocitaria e danos oocitarios em
geral, resaltando algumas diferengas pontuais.

Dessa forma, a preferéncia de utilizacdo de uma técnica ou outra, vai
depender da familiaridade do manipulador com a técnica, dos objetivos a serem
alcangados com a vitrificacéo, e relacao custo/beneficio relacionada a cada espécie
e localidade a ser aplicada a técnica.
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