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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram: comparar (a) o
efeito da adição de trealose ao crioprotetor etilenoglicol e, (b) o
efeito dos crioprotetores etilenoglicol ou glicerol associados à
trealose sobre a viabilidade de embriões congelados de suínos . A
trealose foi adicionada à solução de congelamento de etilenogli-
col 1.5 M nas concentrações de 0.0 M (tratamento 1) e 0.25 M
(tratamento 2), e na concentração de 0.25 M (tratamento 3) à
solução de congelamento de glicerol 1.5 M. Os embriões foram
congelados no estágio de blastocisto expandido. O método de
congelamento utilizado foi o rápido, sendo que desde a tempera-
tura ambiente (± 25°C) até a temperatura do “seeding” (-7°C), a
velocidade de resfriamento foi de 1°C/minuto. Após o “seeding”,
foi estabelecido um período de equilíbrio de 10 minutos à -7°C,
sendo, a partir de então, adotada a velocidade de resfriamento de
0.3°C/minuto até a temperatura de -35°C. A seguir, as palhetas
foram colocadas no nitrogênio líquido (-196°C). O descongela-
mento foi realizado mediante exposição das palhetas ao ar du-
rante 30 segundos e, posteriormente, em banho-maria à 35°C,
durante 30 segundos. A remoção dos crioprotetores foi realizada
pelo método em etapas. O critério de viabilidade adotado consis-
tiu na observação da reexpansão da cavidade blastocélica dos
embriões, após período de cultivo in vitro de 18-24h. O cultivo
foi feito em meio TCM 199 (tissue culture medium), acrescido de
20% de soro fetal bovino, em microgotas de 60 µl, sob óleo
mineral em estufa com 6% CO2, 95% de umidade e 37°C. A
viabilidade embrionária logo após o descongelamento (0h) foi de
17.2%, 37.5% e 42.8%, para os tratamentos 1, 2 e 3, respectiva-
mente. Após o período de cultivo de 18-24h, a viabilidade embri-
onária foi de 6.9%, 28.1% e 28.5%, para os tratamentos 1, 2 e 3,
respectivamente. Os resultados indicaram que não houve diferen-
ça (p>0.05) significativa entre os tratamentos ao descongela-
mento. Após o cultivo in vitro, verificou-se que a porcentagem de
embriões viáveis foi superior (p<0.05) pela adição de trealose na
concentração de 0.25 M à solução de congelamento, contendo

etilenoglicol. No entanto, não foi detectada diferença significati-
va entre os crioprotetores etilenoglicol ou glicerol, associados à
trealose.
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SUMMARY

The objectives of this study were to compare (a) the
effects of trehalose incorporated to ethylene glycol and (b) the
effect of ethylene glycol and glycerol associated to trehalose on
the viability of frozen swine embryos. Treatment 1 consisted in 1.5
M ethylene glycol, treatment 2 in 1.5 M ethylene glycol plus 0.25
M trehalose and treatment 3 glycerol 1.5 M with 0.25 M
trehalose. The embryos were frozen at expanded blastocyst stage.
The rapid freezing method was used, with a cooling rate of
1°C/minute from the room temperature (± 25°C) to seeding (-
7°C), and of 0.3°C/minute to -35°C, when the straws were
plunged into liquid nitrogen (-196°C). Thawing was carried out
in air during 30 seconds and in a water bath at 37°C during 30
seconds. Cryoprotectors were removed by the step-wise method.
Embryo viability was observed microscopicaly imediately after
thawing and when they reexpanded after being cultured for 18-
24h in Medium 199 with 20% bovine foetal serum in 60 µl drops
covered with mineral oil and incubated at 37°C in air with 6%
CO2. The viability was 17.2%, 37.5% and 42.8% immediately
after thawing, and 6.9%, 28.1% e 28.5% after a culture period of
18-24h, for treatments 1, 2 and 3, respectively. The results
showed no differences (p>0.05) in viability among treatments
when observation was made immediately after thawing. After
culturing, viability rate was higher (p<0.05) in ethylene glycol
with 0.25 M trehalose than in ethylene glycol only. Ethylene
glycol and glycerol associated to trehalose showed no differences
to cryoprotect swine embryos.
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INTRODUÇÃO

O congelamento e a transferência de em-
briões na espécie suína têm como finalidade princi-
pal a manutenção do aspecto de bioseguridade
(DIAL et al., 1992), permitindo a introdução de
genótipos superiores em rebanhos livres de patóge-
nos específicos (MARTIN, 1983). No entanto, a
aplicabilidade desta técnica não tem dado bons re-
sultados, sendo que os primeiros leitões nascidos da
transferência de embriões congelados e descongela-
dos somente foi obtido em 1991, por
KASHIWASAKY e colaboradores. A alta sensibili-
dade do embrião suíno à criopreservação está relaci-
onada com a grande quantidade ou à composição de
lipídios presentes em sua estrutura (QUINN, 1992).
O embrião de suíno apresenta uma composição es-
pecífica de lipídios em nível de membrana plasmáti-
ca, a qual, durante o processo de congelamento,
sofre uma separação de fase lateral, formando a
chamada fase hexagonal, determinando alterações na
sua função primordial de permeabilidade seletiva
(PETIT & EDIDIN, 1974). Outro efeito prejudicial
causado pelos lipídios ocorre em nível citoplasmáti-
co, onde existem muitas gotas, as quais tendem a
coalescer durante o resfriamento formando grandes
gotas lipídicas, causando alteração da relação espa-
cial das organelas (MOHR & TROUSON, 1981).
Considerando o estágio embrionário, trabalhos reali-
zados por NAGASHIMA et al. (1989; 1992) com-
provaram que a melhor fase para o congelamento
corresponde aos estágios de peri-eclosão, ou seja,
quando a quantidade de lipídios apresenta-se reduzi-
da no embrião de suíno, minimizando desta maneira
os danos causados pelas gotas lipídicas.

O dissacarídeo trealose (TRE), o qual está
presente em organismos capazes de tolerar a desi-
dratação, tem como função principal dar estabilidade
à membrana plasmática durante os processos de
congelamento e descongelamento (CROWE et al.,
1987). CAMERON et al. (1992) e MARTINEZ et
al. (1994) observaram que a adição de trealose ao
meio de congelamento, contendo glicerol, propiciou
um aumento da taxa de sobrevivência de embriões
suínos após a criopreservação.

A grande maioria dos trabalhos realizados
até o momento com o congelamento de embriões de
suínos, utilizou glicerol (GLI) como crioprotetor
intracelular de eleição (HAYASHY et al., 1989;
KASHIWAZAKY et al., 1991; CAMERON et al.;
1992; MARTINEZ et al, 1994). O uso do etilenogli-
col (EG) na criopreservação de embriões de bovinos
(VOELKEL & HU, 1992; SUZUKI et al., 1993;
McINTOSH & HAZELEGER, 1994), caprinos (LE
GAL et al., 1993) e ovinos (McGINNIS et al., 1989;

COCERO et al., 1996) através da técnica de conge-
lamento rápido, tem apresentado bons resultados. A
principal vantagem atribuída ao etilenoglicol refere-
se a sua reduzida toxicidade (WEBER & YOUNGS,
1994), pois possui baixo peso molecular, permitindo
uma penetração mais rápida para o interior das cé-
lulas embrionárias, em menor período de tempo e,
conseqüentemente, um rápido efluxo após o descon-
gelamento, evitando desta maneira injúrias de ori-
gem tóxica e osmótica (KASAI et al., 1992). O uso
do etilenoglicol na vitrificação de embriões deslipi-
dizados de 2-4 células de suínos possibilitou o des-
envolvimento de 50% dos embriões até o estágio de
blastocisto, após o cultivo in vitro (NAGASHIMA
et al., 1996).

Os objetivos deste trabalho foram compa-
rar (a) o efeito da adição de trealose ao crioprotetor
etilenoglicol e, (b) o efeito dos crioprotetores etile-
noglicol ou glicerol associados à trealose, sobre a
viabilidade de embriões congelados de suínos.

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se, como doadoras de embriões,
fêmeas F1 (Landrace x Large White) entre 5-10
meses de idade e com peso entre 85-140 Kg. Os
animais foram divididos em grupos de 6-8 fêmeas,
as quais foram colocadas em baias próximas ao
cachaço. A indução de estro e tratamento de supero-
vulação foram realizados mediante a administração
via intramuscular de 750 U.I. de gonadotrofina co-
riônica eqüina (eCG)a associada a 250 U.I. de gona-
dotrofina coriônica humana (hCG)b, seguido de 500
U.I. de hCG, 72h após (MARTINEZ et al., 1994).
As inseminações foram realizadas 24-36h após a
administração de hCG com sêmen de machos de
fertilidade comprovada. O sêmen foi coletado no dia
da inseminação pela manhã e diluído em BTS
(Beltsville Thawing Solution; PURSEL &
JOHNSON, 1975), de modo que cada dose insemi-
nante continha um volume de 80 ml e concentração
mínima de 4 bilhões de espermatozóides viáveis.
Sete dias após a primeira inseminação artificial (dia
0), as fêmeas foram abatidas no frigorífico e os tra-
tos reprodutivos coletados e transportados em caixa
térmica em banho-maria à 37°C. O tempo de trans-
porte dos tratos reprodutivos, desde o abatedouro até
o laboratório, foi em torno de 80 minutos e o tempo
para a lavagem de cada útero foi de 15 minutos. A
lavagem dos cornos uterinos foi feita injetando-se
próximo à junção útero-tubárica 60-80 ml de PBSc

(solução salina fosfatada) acrescida de 1% de soro
fetal bovino (SFB)d à 37°C. Foram coletados 39
embriões no estágio de blastocisto expandido, sendo
imediatamente congelados, enquanto que 45 em-
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briões em estágios anteriores (13 mórulas e 32 blas-
tocistos) foram cultivados in vitro até que atingissem
a fase desejada para o congelamento. Foram conge-
lados 84 embriões no estágio de blastocisto expandi-
do, classificados como de grau I e II. Inicialmente,
os embriões foram expostos a uma solução de con-
gelamento I, constituída de 0.5 M EGe (T1), 0.5 M
EG + 0.25 M TREf (T2) ou 0.5 M GLIg + 0.25 M
TRE (T3) por um período de 5 minutos. Logo após,
foram transferidos para uma solução de congela-
mento II, constituída de 1.5 M EG (T1), 1.5 M EG +
0.25 M TRE (T2) ou 1.5 M GLI + 0.25 M TRE (T3),
por um período de 10 minutos, sendo então acondi-
cionados em palhetas plásticas de 0.25 ml.

O método de congelamento utilizado foi o
rápido, sendo que a velocidade de resfriamento des-
de a temperatura ambiente (± 25°C) até a temperatu-
ra do seeding (-7°C) foi de 1°C/minuto. Foi estabe-
lecido um período de equilíbrio de 10 minutos à -
7°C , e logo após seguida a velocidade de
0.3°C/minuto até -35°C, sendo então as palhetas
colocadas no nitrogênio líquido (-196°C). O descon-
gelamento dos embriões foi realizado mediante a
exposição das palhetas ao ar, durante 30 segundos, e
então colocados em banho-maria à 35°C, durante 30
segundos (CAMERON et al., 1992). A remoção do
crioprotetor foi feita pelo método em etapas, sendo
que para os tratamentos T1 e T2 os embriões foram
submetidos as mesmas soluções de descongelamen-
to: SD-I = 0.5 M EG + 0.3 M TRE - 2 minutos; SD-
II = 0.2 M TRE - 4 minutos; SD-III = 0.1 M TRE - 5
minutos e SD-IV = PBS + 20% SFB - 5 minutos. O
procedimento no tratamento T3 foi o mesmo, exceto
que na SD-I foi utilizado 0.5 M GLI. A partir da
exposição dos embriões à SD-IV, foi feita a primeira
avaliação morfológica (0h), sendo então os embriões
imediatamente transferidos para o cultivo in vitro, o
qual foi realizado em placas de petry com microgo-
tas de 60 µl de meio 199h, sob óleo mineral em estu-
fa com 5% CO2 à 37°C, durante um período de 18-
24h, após o qual foi realizada a segunda avaliação
morfológica. O critério de viabilidade foi baseado na
observação da reexpansão dos blastocistos expandi-
dos durante o cultivo in vitro (NAGASHIMA et al.,
1992).

Os resultados de viabilidade embrionária
foram analisados através do teste do qui-quadrado
(STATISTIX, Analytical software, version 4.1).

RESULTADOS

Dos 84 embriões congelados de suínos no
estágio de blastocisto expandido, 82 foram descon-
gelados e avaliados sob o aspecto morfológico após
o cultivo in vitro. A diferença observada entre o

número de embriões congelados e avaliados deve-se
a perdas ocorridas (2 embriões referentes ao trata-
mento 3) durante o descongelamento.

A presença de trealose no meio de con-
gelamento, independente do crioprotetor (etilenogli-
col ou glicerol), determinou maior (p<0.05) taxa de
sobrevivência embrionária (Tabela 1).

Não foi observada diferença (p>0.05) nas
taxas de viabilidade embrionária entre os crioprote-
tores etilenoglicol e glicerol associados à trealose
(T2 x T3). Verificou-se que nenhum embrião sofreu
eclosão após o período de cultivo de 18-24h.

DISCUSSÃO

Os percentuais de viabilidade embrionária
deste experimento estão próximos aos resultados
obtidos por MARTINEZ et al. (1994), os quais obti-
veram 20.5% de sobrevivência (8/39), utilizando
trealose na concentração de 0.25 M no meio de con-
gelamento de embriões de suínos. O efeito criopro-
tetor da trealose associada ao glicerol ou etilenogli-
col, provavelmente é devido à manutenção da fluidi-
cidade da membrana plasmática, como sugerido por
CROWE et al. (1987).

A baixa taxa de sobrevivência obtida no
presente experimento pode ser, em parte, atribuída
ao uso exclusivo de embriões na fase de blastocisto
expandido, pois a fase de blastocisto eclodido apre-
senta melhor eficiência no congelamento, conforme
demonstrado por KASHIWAZAKI et al. (1991)
utilizando a técnica de congelamento rápido, e tam-
bém por DOBRINSKY & JOHNSON (1994), utili-
zando a técnica de vitrificação, sendo obtido por
ambos grupos 39% de viabilidade embrionária após

Tabela 1 - Avaliação do  desenvolvimento  in vitro  de em-
briões congelados de suínos em meio contendo
trealose (TRE) associada à etilenoglicol (EG) ou
glicerol (GL).

TRATAMENTO VIABILIDADE EMBRIONÁRIA (%)

n 0h
N (%)

18-24h
N (%)

T1 29   5 (17,2) a 2 (6,9) a
T2 32 12 (37,5) b   9 (28,1) b
T3 21   9 (42,8) b   6 (28,5) b

T1=EG + TRE (0.0 M); T2= EG + TRE (0.25 M); T3= GL +
TRE (0.25 M)
* Valores seguidos por letras diferentes em colunas diferem

(p<0.05) pelo teste do qui-quadrado.



Nicola et al.

Ciência Rural, v. 29, n. 1, 1999.

114

o descongelamento e cultivo in vitro de blastocistos
eclodidos. Em contrapartida, considerando o aspecto
de bioseguridade, a fase de blastocisto expandido, ao
contrário da fase de blastocisto eclodido, apresenta a
zona pelúcida intacta, protegendo o embrião contra
agentes infecciosos (WRATHALL & STRING-
FELLOW, 1995).

O cultivo in vitro antes do congelamento
de embriões nas fases de mórula e blastocisto não
teve efeito sobre o desenvolvimento embrionário
após a criopreservação, confirmando os resutados de
DOBRINSKY & JOHNSON (1994). No presente
experimento, somente 50% dos tratos reprodutivos
foram lavados dentro do período de 2h após o abate,
para a obtenção dos embriões, período considerado
como ideal para que não seja afetada a viabilidade
futura dos mesmos (WOLLENBERG et al., 1990).
Entretanto, o impacto do tempo de coleta sobre a
viabilidade dos embriões foi, minimizado, uma vez
que embriões foram distribuídos de forma aleatória
dentro de cada tratamento.

Embora ainda não exista um meio padrão
para o cultivo de embriões de suínos, o meio 199
tem sido o mais utilizado. Entretanto, WHEELER
(1997) não o considera como um meio ideal para o
cultivo de embriões de suínos, o que pode, em parte,
ter afetado o potencial de eclosão dos embriões após
o período de cultivo in vitro.

Deve ser considerado que a avaliação
morfológica na determinação da viabilidade embrio-
nária é um critério subjetivo, o qual possibilita uma
estimativa visual do grau de integridade celular, não
fornecendo, porém, informações sobre seu real po-
tencial de desenvolvimento in vivo. Neste sentido,
podem também ser utilizados outros métodos alter-
nativos de avaliação in vitro, como a contagem de
células da massa celular interna e trofoblasto, avali-
ação do metabolismo e taxa respiratória embrionária,
ou adoção de um sistema de avaliação conjunta
dessas técnicas, o que permitiria uma estimativa da
viabilidade embrionária mais confiável
(OVERSTROM, 1996). Entretanto, o ideal é que a
avaliação da viabilidade de embriões congelados e
descongelados seja executada através do desenvol-
vimento in vivo, após a transferência dos embriões
para uma receptora.

A partir dos resultados obtidos no pre-
sente experimento, conclui-se que a presença de
trealose na concentração de 0.25 M no meio de con-
gelamento de embriões de suínos, no estágio de
blastocisto expandido, determinou aumento da via-
bilidade embrionária, independente do crioprotetor
(glicerol ou etilenoglicol), e que as taxas de sobrevi-
vência embrionária entre os crioprotetores glicerol e
etilenoglicol associados à trealose não diferiram
entre si.
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