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RESUMO - Avaliou-se a viabilidade de embriões bovinos cultivados in vitro, a fresco ou reaquecidos após vitrificação,
depois de transportados por 6 ou 12 horas. Oócitos obtidos de folículos de ovários coletados em matadouro foram maturados,
fecundados e cultivados in vitro. Após sete dias de cultivo, blastocistos com grau de qualidade I e II (segundo o manual da
IETS-1998) foram selecionados, envasados em OPS (open pulled straws) e vitrificados em nitrogênio líquido. O
reaquecimento foi realizado a 39oC pela passagem em soluções de HM com concentrações decrescentes de sacarose (0,25M
- 0,15M) por cinco minutos em cada solução. Foram avaliados três tratamentos – V0: embriões vitrificados, reaquecidos
e cultivados in vitro  (n=25); V6: embriões vitrificados, transportados por 6 horas (simulação em palhetas), reaquecidos e
cultivados in vitro  (n=29); e V12: embriões vitrificados, transportados por 12 horas, reaquecidos e cultivados in vitro  –
comparados, cada um, a um tratamento controle, com embriões a fresco – C0: embriões a fresco cultivados in vitro  (n=26);
C6: embriões a fresco cultivados in vitro  após 6 horas de transporte (n=30); e C12: embriões a fresco cultivados in vitro
após 12 horas de transporte (n=30). Os embriões foram co-cultivados com células da granulosa em microgotas de TCM 199
acrescido de SFB. Foram avaliadas as taxas de re-expansão e eclosão após 48 horas de cultivo. A análise foi realizada pelo
teste do qui-quadrado. As taxas de re-expansão entre os grupos V0, V6 e V12 não diferiram, assim como as taxas de eclosão
entre os embriões vitrificados e os controles. As taxas de eclosão, no entanto, diferiram entre os embriões submetidos à
vitrificação e os controles. Embriões bovinos produzidos in vitro  podem ser transportados a fresco ou vitrificados por períodos
de até 12 horas, pois possibilitam taxas de eclosão satisfatórias.
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Effect of transportation on development of fresh or vitrified-warmed bovine
embryos

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the viability of in vitro produced bovine embryos, fresh or warmed,
after submitted to different periods of transportation (6h-12h). Oocytes obtained from ovaries collected from slaughterhouse
were matured, fertilized and cultured in vitro. After seven days, grades I and II blastocysts (according to IETS manual) were
selected and vitrified after exposition to PBS solution with 5% fetal calf serum (HM), added with 10% ethylene glycol (EG)
and 10% of dymetil sulfoxide (DMSO), for one minute, followed by HM solution with 20% EG and 20% DMSO, for 20 seconds.
Embryos were loaded into open pulled straws (OPS) and plunged into liquid nitrogen. Warming was performed at 39oC by embryo
exposure to decreasing concentration of sucrose (0.25 and 0.15M), for five minutes in each step. The warmed embryos were
distributed in three groups: V0: in vitro cultured after warmed; V6: embryos loaded into straws and kept for 6 hours at 35ºC,
before in vitro culture; and V12: embryos loaded into straws and kept for 12 hours at 35oC, before in vitro culture. Each group
was evaluated by control groups of fresh embryos (C0, C6 and C12, respectively). The embryos were co-cultured with cumulus
cells in TCM-199 micro droplets added with SFB. Re-expansion and hatching rates after 48 hours in culture were evaluated
and results were compared by the Chi-square test. Re-expanded rates among groups V0, V6 and V12 as well as hatching rates
among vitrified groups and among control groups did not differ. However, hatching rates were different between vitrified groups
and their respective controls. The satisfactory rates of hatching suggest that it is possible to transport warmed and fresh in
vitro produced embryos for periods up to 12 hours.
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Introdução

A criopreservação de embriões permite o aproveita-
mento de receptoras com estro natural, reduzindo os custos
com a sincronização de estros, além de permitir o transporte
de embriões congelados e a programação de nascimentos
adequada ao manejo de cada fazenda. Oferece, ainda,
condições de armazenamento dos embriões durante o período
de teste de progênie e viabiliza a criação de bancos de
embriões originados de animais geneticamente superiores,
tanto puros como mestiços F1.

É necessário que o método seja adequado e que os
embriões apresentem características de tolerância às
crioinjúrias. O congelamento lento controlado tem sido
a técnica mais amplamente utilizada na criopreservação
de embriões produzidos in vivo  e in vitro . Entretanto, os
embriões produzidos in vitro  (PIV) são mais sensíveis à
criopreservação e resultam em taxas de gestação menores
que as obtidas com embriões produzidos i n  v i vo
(Sommerfeld & Niemann, 1999; Pugh et al., 2000; Diez et
al., 2001).

O aumento da sensibilidade dos embriões PIV aos
processos de congelamento é parcialmente explicado por
mudanças na estrutura embrionária, como menor número
de células no embrioblasto, maior número de gotas de
lipídeos intracelulares e aumento da permeabilidade da
zona pelúcida (Abe et al., 1999; Lazar et al., 2000; Diez et
al., 2001). A maior quantidade de lipídeos aumenta a
sensibilidade dos embriões a mudanças de temperatura
(Rizos et al., 2001; Massip, 2001). Além disso, o número de
junções gap nos embriões PIV diminui, reduzindo o grau
de compactação do embrioblasto e elevando a susceptibi-
lidade dos embriões às crioinjúrias (Boni et al., 1999; Rizos
et al., 2001; Massip, 2001).

 Diversos autores concordam que o método de cultivo
tem grade importância sobre a menor criotolerância obser-
vada nos embriões PIV e que a melhoria nas condições de
cultivo pode levar ao aumento nas taxas de sobrevivência
embrionária (Vajta et al., 1996). Outra possibilidade para
resolver esse problema é encontrar um método de
criopreservação apropriado para esses embriões (Martinez
et al., 2002).

O método de vitrificação tem se mostrado apropriado
para a criopreservação de embriões PIV (Martinez et al.,
2002), proporcionando taxas de sobrevivência dos
embriões PIV após a vitrificação significativamente maiores
que as obtidas após o congelamento lento (Vajta et al., 1996).
Taxas de gestação aceitáveis têm sido obtidas após a trans-
ferência de embriões PIV vitrificados (Vajta et al., 1996;
Donnay et al., 1998; Lazar, 2000; Massip, 2001). Martínez et

al. (2002) afirmaram que a vitrificação pode ser utilizada com
sucesso na criopreservação de embriões bovinos produzi-
dos in vitro e que essa técnica pode ser utilizada,
inclusive, em programas comerciais. A vitrificação é um
processo de congelamento que pode ser realizado em
contêiner de nitrogênio líquido e que requer pouco tempo
para o resfriamento. Com a aplicação dessa técnica, a
necessidade de equipamento é menor, pois é possível obter
considerável economia no custo do embrião transferido.

Na prática, a utilização da técnica de vitrificação requer
o manuseio dos embriões por pessoas especializadas e sob
condições que normalmente não existem a campo, principal-
mente quanto ao reaquecimento dos embriões. Uma possi-
bilidade de superar essa limitação seria reaquecer os
embriões em laboratórios e, posteriormente, transportá-los
para as fazendas. Neste trabalho, avaliou-se a viabilidade
de embriões bovinos produzidos in vitro, vitrificados e
posteriormente reaquecidos e submetidos a diferentes
períodos de transporte.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Embrapa Gado de Leite,
em Juiz de Fora - MG, durante os meses de julho a setembro
de 2004. Os ovários foram obtidos de vacas mestiças
abatidas em matadouro e transportados ao laboratório em
garrafas térmicas contendo solução fisiológica (0,9% NaCl
e 0,1 g/L de sulfato de estreptomicina), a temperaturas de 30
a 34oC. No laboratório, os ovários foram lavados em solução
salina e mantidos em banho-maria a 37oC até a aspiração. Os
folículos com diâmetro entre 2-8 mm foram aspirados com o
auxilio de uma agulha calibre 21 G acoplada a uma seringa
de 10 mL. O período entre o abate e o início da aspiração não
foi superior a 4 horas. Os oócitos recuperados foram mantidos
em meio TALP-HEPES para posterior seleção em microcópio
esterioscópico com aumento final de 50x.

Como critérios de avaliação dos oócitos, foram consi-
derados a presença, o número de camadas e o grau de
expansão das células do cumulus e o  aspecto  do
citoplasma quanto à cor, homogeneidade e integridade.
Foram selecionados os complexos cumulus­oócitos com,
no mínimo, três camadas de células do cumulus
compactas e o citoplasma homogêneo.

Após seleção, os complexos cumulus­oócitos foram
maturados in vitro em placas de quatro poços contendo
400 mL  de meio TCM199 acrescidos de 10% de soro da vaca
em estro e 20 mg/mL de FSH em cada poço, conforme
descrito por Costa (1994). A maturação foi realizada em
estufa incubadora a 38,5oC, com 5% de CO2 em ar atmosfé-
rico e 95% de umidade, por 24 horas.
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Depois de maturados, os oócitos foram fertilizados
in vitro com sêmen congelado de um touro da raça Holan-
desa previamente selecionado. Os espermatozóides foram
preparados segundo o método de swim up (Parrish et al.,
1986) e a fecundação foi realizada em gotas, sob óleo
mineral, de 100 µL de meio FERT-TALP acrescido de
10 µL/mL de heparina e com 2,0 x 106 espermatozóides/mL
por um período aproximado de 22 horas nas mesmas condi-
ções de maturação.

Os possíveis zigotos foram semidesnudados em meio
TALP-HEPES e, em seguida, transferidos para o meio CR2aa
acrescido de 10% de soro fetal bovino em gotas de 50 µL de
óleo mineral, onde foram co-cultivados com células da
granulosa nas mesmas condições de fecundação. Após 48
horas do início do cultivo, 50% do meio de cultivo foi
renovado e a taxa de clivagem avaliada. A taxa de produção
de blastocisto e a qualidade dos embriões foram avaliadas
no sétimo dia e, quando os embriões se apresentavam em
estádio de blastocisto ou blastocisto expandido e grau de
qualidade 1 ou 2, segundo o manual da IETS (1998), foram
vitrificados.

Os embriões foram vitrificados pela passagem em uma
solução de vitrificação constituída de PBS com 5% de soro
fetal bovino (HM) acrescida de 10% de DMSO e 10% de
etilenoglicol (SV1) por um minuto. Em seguida, foram pas-
sados em outra solução de vitrificação (SV2), que consistia
de HM acrescido de 20% de DMSO e 20% de etilenoglicol
por, no máximo, 20 segundos. Os embriões foram, então,
envasados em OPS (Open Pulled Straw) e imediatamente
imersos em nitrogênio líquido.

Os embriões vitrificados foram reaquecidos pela passa-
gem em soluções de HM a 38oC com duas concentrações
diferentes de sacarose (0,25 e 0,15M), por cinco minutos em
cada uma, sendo então colocados em solução HM a 38oC e,
posteriormente, distribuídos em três tratamentos: V0: em-
briões vitrificados, reaquecidos e cultivados in vitro
(n=25); V6: embriões vitrificados, transportados por
6 horas (simulação em palhetas), reaquecidos e cultivados
in vitro (n=29); e V12: embriões vitrificados, transportados
por 12 horas, reaquecidos e cultivados in vitro. Cada
tratamento foi comparado a um tratamento controle, com
embriões a fresco: C0: embriões a fresco cultivados in vitro
(n=26); C6: embriões a fresco cultivados in vitro após 6
horas de transporte (n=30); e C12: embriões a fresco culti-
vados in vitro após 12 horas de transporte (n=30).

Para simulação do transporte, os embriões foram man-
tidos em palhetas de 0,25 mL em placa aquecedora a 33-35oC,
sendo realizadas cinco repetições para cada tratamento.

O cultivo foi realizado em gotas de 50 µL de meio
TCM-199 tamponado com HEPES e acrescido de 10% de

soro fetal bovino (SFB), na presença de monocamadas de
células da granulosa por 48 horas. As taxas de re-expansão,
eclosão e degeneração foram avaliadas a cada 24 horas
após o início do cultivo.

Os dados (taxas de re-expansão, eclosão e degenera-
ção) foram avaliados pelo teste do qui-quadrado.

Resultados e Discussão

As taxas de eclosão dos embriões a fresco, assim como
as taxas de degeneração, não diferiram (P>0,05) entre os
diferentes períodos de transporte (Tabela 1).

Os resultados deste experimento corroboram os obti-
dos por outros autores, que também não observaram
alterações  na viabilidade embrionária após transportarem
embriões produzidos in vivo e in vitro por períodos de 6 a
24 horas em diferentes meios de cultivo (Hasler et al., 1997;
Leibo & Winninger, 1986; Mezzalira et al., 2004).

Relatos na literatura confirmam que 20 a 30% dos
embriões produzidos in vitro (PIV) degeneram após serem
transportados (Leibo et al., 1986a; Kuwayama et al., 1991;
Takahashi et al., 1996). Entretanto, as taxas de degeneração
observadas neste experimento foram inferiores a 4%.

As taxas de gestação obtidas com embriões PIV parecem
ser inversamente relacionadas ao período de transporte
(Yang et al., 1991), mas, neste experimento, não foi possível
a avaliação desse parâmetro. Entretanto, as taxas de eclosão
e degeneração observadas neste experimento permitem
concluir que a viabilidade dos embriões não foi afetada pelo
transporte.

O transporte por diferentes períodos também não afetou
(P>0,05) as taxas de re-expansão, eclosão e degeneração
dos embriões PIV vitrificados e reaquecidos (Tabela 2).
Similarmente, Mezzalira et al. (2004) não observaram dife-
rença entre as taxas de gestação de embriões PIV vitrificados,
reaquecidos e transportados por 6 horas e aqueles transfe-
ridos logo após o reaquecimento. As taxas de degeneração

Tabela 1 - Taxas de eclosão e degeneração de embriões bovinos
produzidos in vitro e transportados a fresco por
diferentes períodos (horas)

Table 1 - Hatching and degeneration rates of in vitro produced bovine

embryos after transportation by different periods of time
(hours)

Período de n Eclosão (%) Degeneração (%)
transporte (horas) Hatching Degeneration
Transportation period
(hours)

0 26 79,8 0
6 30 81,3 0
12 30 92,0 3,6
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observadas neste trabalho para embriões PIV vitirificados
e reaquecidos após 6 e 12 horas de transporte foram seme-
lhantes às relatadas na literatura para embriões PIV trans-
portados a fresco (Leibo et al., 1986b; Kuwayama et al.,
1991; Takahashi et al., 1996). Entretanto, são poucos os
dados disponíveis na literatura sobre o transporte de em-
briões submetidos aos processos de vitrificação e
reaquecimento. Um fator limitante para difusão da técnica
de vitrificação é a ausência de laboratórios adequados nas
fazendas para realização do reaquecimento. Uma solução
seria o reaquecimento dos embriões em laboratório adequado
antes do transporte para as fazendas, todavia, são neces-
sárias mais pesquisas sobre o assunto.

As taxas de eclosão dos embriões vitrificados diferiram
(P<0,01) das obtidas nos seus respectivos tratamentos
controles, a fresco (Figura 1), o que confirma os achados de
outros autores (Lazar et al., 2000; Camargo et al., 2004), que
também observaram diminuição nas taxas de eclosão após
a vitrificação. Esse resultado pode ter sido ocasionado pela
alta concentração de crioprotetores utilizada nos procedi-
mentos de vitrificação. Segundo Kaidi et al. (1999), concen-
trações hiperosmóticas de crioprotetores durante o equilí-
brio podem promover alterações no volume celular ocasio-
nando danos na membrana celular e, conseqüentemente,
afetando a sobrevivência dos embriões. Neste experimento,

a intensa desidratação sofrida pelos embriões vitrificados
foi evidenciada pela perda parcial ou total da blastocele.
Após o reaquecimento, praticamente todos os embriões
apresentaram-se semelhantes a mórulas, como conseqüência
do colabamento da blastocele. Observou-se também redu-
ção na qualidade, principalmente em virtude do aumento do
número de células de extrusão.

Embora as taxas de re-expansão tenham sido semelhantes
às descritas por outros autores (Lazar et al., 2000; Camargo
et al., 2004), as taxas de eclosão observadas neste trabalho
foram inferiores às relatadas na literatura (Lazar et al., 2000;
Martínez et al., 2002; Camargo et al., 2004). A utilização de
diferentes sistemas de cultivo in vitro e as diferenças na
qualidade dos oócitos podem ser responsáveis pela obten-
ção de resultados divergentes. A composição de alguns
meios de cultivo pode influenciar os desenvolvimentos
embrionário, fetal e placentário (Young et al., 1998; Mcevoy,
2003), por afetar a transcrição de determinados genes
(Niemann & Wrenzycki, 2000) e promover alterações
morfológicas nos embriões PIV (Cho, 2002; Rizos et al.,
2003). Shamsuddin et al.  (1994) observaram que
embriões cultivados in vitro em presença de soro fetal
bovino (SFB), suplemento utilizado neste experimento, apre-
sentaram menor viabilidade e termotolerância. Entretanto,
Folhadella et al. (2004), utilizando um sistema de cultivo
semelhante, obtiveram taxas de eclosão maiores e não
evidenciaram diferenças entre as taxas de eclosão dos
embriões cultivados a fresco e daqueles submetidos a
vitrificação. Esta diferença também pode ter sido causada
pela composição do soro, que é altamente variável depen-
dendo da fonte (animal e/ou fornecedor) e do número de lote
(Gomez & Diez, 2000). Alguns lotes podem ser inertes,
tóxicos ou possuir algum tipo de patógeno (Palma, 2001). O
co-cultivo com células da granulosa, utilizado em ambos os
trabalhos, também é uma fonte de variação para cultivo
embrionário.

As taxas de sobrevivência dos embriões PIV verificadas
após a vitrificação têm sido significativamente superiores
às obtidas após o congelamento lento (Vajta et al., 1996) e
um dos fatores que possibilitaria a difusão dessa técnica

Figura 1 - Taxas de eclosão de embriões bovinos produzidos
in vitro e transportados, a fresco ou após vitrificação
e reaquecimento, por diferentes períodos.

Figure 1 - Hatching rate of in vitro produced bovine embryos, fresh or
warmed, after transportation by different periods of time.

Tabela 2 - Taxas de re-expansão, eclosão e degeneração de embriões bovinos produzidos in vitro e transportados após vitrificação
e reaquecimento por diferentes períodos (horas)

Table 2 - Re-expansion, hatching and degeneration rates of in vitro produced bovine embryos, transported after vitrification and warming, by different periods

of time (hours)

Período de transporte (horas) N Re-expansão (%) Eclosão (%) Degeneração (%)
Transportation period (hours) Re-expansion Hatching Degeneration

0h 25 73,3 36,1a 10,6a

6h 29 47,6 24,0a 24,6a

12h 29 63,3 28,7a 29,2a
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seria realização do reaquecimento no laboratório antes de
transportar os embriões para as fazendas, técnica que se
mostrou viável nesta pesquisa.

Conclusões

Embriões cultivados in vitro, a fresco ou reaquecidos
após vitrificação, podem ser transportados por períodos de
até 12 horas, pois possibilitam taxas de eclosão satisfatórias.
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