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Resumo: A criopreservação de embriões permite a conservação do material 
genético de caprinos por períodos indefinidos de tempo. O método 
de congelação tradicional e a vitrificação são os principais métodos de 
criopreservação de embriões, diferindo pela velocidade de resfriamento e 
concentrações de crioprotetores. Além dos aspectos técnicos, o sistema 
de produção de embriões (in vitro, in vivo, micro-manipulação), a qualidade 
morfológica e o estádio de desenvolvimento são fatores determinantes para 
a eficiência da criopreservação. O objetivo desta revisão foi apresentar um 
breve histórico, aplicações, principais investigações e algumas perspectivas 
sobre a criopreservação de embriões em caprinos.
Termos para indexação: Capra hircus, criobiologia, reprodução. 

DEVELOPMENT OF EMBRYO CRYOPRESERVATION IN 
GOATS

Abstract: The cryopreservation of  preimplantation embryos allows the 
conservation of  animal genetic material of  goats for indefinite periods of  
time. The conventional freezing and vitrification are the main cryopreservation 
methods, differing for freezing duration and cryoprotectant concentration 
usage. Besides their technical details, embryo production system (in vitro, in vivo 
or micromanipulation), their quality based on morphology and developmental 
stage are major factors to cryopreservation efficiency. The aim of  this review 
was to provide a brief  history, applications, major research topics and some 
perspectives on embryo cryopreservation in goats.
Index terms: Capra hircus, cryobiology, reproduction. 
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Introdução

O processo de criopreservação permite conservar as características 
celulares, genéticas e bioquímicas de células e tecidos for tempo indeterminado. 
A possibilidade de criopreservar embriões foi inicialmente demonstrada 
há quatro décadas em camundongos e bovinos (Whittingham et al., 1972; 
Wilmut, 1972ab; Wilmut e Rowson, 1973; Betteridge, 2006). A partir destes 
relatos, a tecnologia de criopreservação de embriões evoluiu em caprinos e 
possui aplicações nos contextos científico e comercial (Holtz, 2005; Paramio 
e Izquierdo, 2014), ao preservar material genético de espécies ameaçadas 
de extinção (Andrabi e Maxwell, 2007; Gama e Bressana, 2011; Mara et al., 
2013), de animais de alto valor zootécnico ou transgênicos (Tibary et al., 
2005; Paramio e Izquierdo, 2014), facilitar o transporte de germoplasma e 
reduzir o risco de transmissão de doenças (Chemineau et al., 1986), entre 
outras aplicações (Massip, 2001; Dobrinsky, 2002; Leibo, 2008).

Diversos fatores contribuem para a eficiência da criopreservação de 
embriões, como espécie, protocolo de criopreservação, qualidade e estádio 
de desenvolvimento embrionário (Massip, 2001; Dobrinsky, 2002). Apesar da 
crescente utilização da criopreservação de embriões em caprinos, a taxa de 
sobrevivência ao processo e desenvolvimento in vivo permanece inferior aos 
embriões a fresco, principalmente com embriões produzidos in vitro (PIV) 
(Leoni et al., 2009; Morató et al., 2011), hemi-embriões (Nowshari e Holtz, 
1993), ou embriões após a retirada de biópsia do trofoblasto (Guignot et al., 
2006, 2011).        

O objetivo desta revisão foi descrever os principais relatos no 
estabelecimento de criopreservação de embriões em caprinos, apresentando 
as principais técnicas, esforços para aperfeiçoá-las e apresentar perspectivas 
sobre áreas promissoras de investigação.

Métodos para Criopreservação de Embriões

A criopreservação consiste na exposição inicial do embrião à solução 
de proteção a congelação (crioprotetor), que permite o equilíbrio entre o 
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embrião e a solução crioprotetora, pela retirada da água presente nas células 
e a substituição parcial ou total pelo crioprotetor. Em seguida, o embrião 
é exposto progressivamente a temperaturas abaixo de zero e armazenado 
em nitrogênio líquido (-196 ˚C). Ao final do período de armazenamento, o 
embrião é colocado em condições fisiológicas, após a remoção progressiva 
do crioprotetor (Massip, 2001).  

Existem duas metodologias para criopreservação de embriões: a 
congelação e a vitrificação (Massip, 2001; Shaw e Jones, 2003; Seidel, 2006). 
A congelação utiliza curvas lentas (0,3-1,0 ˚C por minuto) ou rápidas (200-
10.000 ˚C por minuto) de resfriamento associadas a crioprotetores de baixo 
peso molecular, como o glicerol, propilenoglicol, etilenoglicol (EG), metanol, 
dimetilsulfóxido (DMSO), entre outros (Bilton e Moore, 1976; Martino et al., 
1996; Cognié et al., 2003; Loutradi et al., 2008).

A vitrificação é caracterizada pelo uso de crioprotetores com alto peso 
molecular e transferência direta dos embriões para o nitrogênio líquido (-196 
˚C), ou seja, resfriamento ultra-rápido (Vajta, 2000; Vajta e Kuwayama, 2006). 
O resfriamento rápido permanece como o fator fundamental da vitrificação, 
pois a alta viscosidade das soluções de vitrificação impedem a formação de 
cristais de gelo intracelular e extracelular, ocorrendo a formação do estado 
vítreo (Ali e Shelton, 1993; Shaw e Jones, 2003; Yavin e Arav, 2007).

Congelação de Embriões de Caprinos

O primeiro relato de criopreservação de embriões por congelação e 
posterior nascimento em caprinos foi descrito em 1976 (Figura 1). Embriões 
caprinos mostraram resistência a conservação a 5 ˚C por períodos curtos ou 
armazenamento prolongado a -196 ̊ C (Bilton e Moore, 1976). As investigações 
iniciais sobre a criopreservação de embriões caprinos foram inicialmente 
baseadas em resultados em bovinos (Tsunoda et al., 1987; Rao et al., 1988; Li 
et al., 1990), utilizando Glicerol, DMSO e EG como crioprotetores (Bilton 
e Moore, 1976; Chemineau et al., 1986; Li et al., 1990). Mais recentemente, 
outras alternativas foram investigadas para congelação de embriões caprinos 
(Tabela 1).

Diversos esforços foram executados para identificar crioprotetores e 
suas combinações que melhorassem a sobrevivência dos embriões caprinos 
criopreservados (Puls-Kleingeld et al., 1992; Le Gal et al., 1993; Fiéni et al., 
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1995). Os crioprotetores EG e DMSO mostraram maior eficiência que o 
glicerol ou metanol (Le Gal et al., 1993; Fiéni et al., 1995; Martemucci e 
D’Alessandro, 2013), enquanto que o EG foi mais eficiente para embriões no 
estádio de mórula ou para o processo de congelação rápida (Fiéni et al., 1995; 
Martemucci e D’Alessandro, 2013).  

Um fator determinante para a sobrevivência dos embriões submetidos a 
congelação é o estádio de desenvolvimento (Li et al., 1990; Puls-Kleingeld et 
al., 1992; Leibo et al., 1996), pois embriões mais desenvolvidos apresentam 
maior sobrevivência ao descongelamento (Li et al., 1990; Le Gal et al., 1993), 
maior taxa de reexpansão in vitro (Le Gal et al., 1993; Fiéni et al., 1995), taxa 
de prenhez e nascimentos (Le Gal et al., 1993). A eficiência da congelação 
de embriões no estádio de mórula tem se mostrado baixa (Li et al., 1990; 
Puls-Kleingeld et al., 1992; Le Gal et al., 1993; Fiéni et al., 1995; Nowshari 
e Holtz, 1995; Holtz, 2005; Al Yacoub et al., 2010), embora um relato tenha 
apresentado bons resultados (Le Gal et al., 1993). Esta limitação das mórulas 
à criopreservação, parece ser devido a alguma particularidade neste estádio 
específico do desenvolvimento, pois estes embriões também apresentam 
menor resistência à bipartição para produção de hemi-embriões (Nowshari e 
Holtz, 1995). Alternativamente, o cultivo in vitro de mórulas até o estádio de 
blastocisto permite que estes embriões sobrevivam a criopreservação com a 
mesma eficiência que os blastocistos produzidos in vivo (Nowshari e Holtz, 
1995). Curiosamente, os blastocistos eclodidos caprinos apresentam boa 
criotolerância (Chemineau et al., 1986; Li et al., 1990; Le Gal et al., 1993), 
apesar da zona pelúcida ser considerada uma barreira auxiliar na adaptação 
do embrião ao processo de congelação (Holtz, 2005).

Após o processo de congelação, outra etapa determinante para o resultado 
final da criopreservação de embriões é a etapa de descongelação (Le Gal 
et al., 1993; Fiéni et al., 1995). A exposição à concentrações decrescentes 
de crioprotetores e adição de açúcares (sacarose, trealose, galactose) 
aumenta a sobrevivência dos embriões no processo descongelação (Le Gal 
et al., 1993; Fiéni et al., 1995). A proteção dos embriões contra o choque 
osmótico pela sacarose durante o descongelamento permite a transferência 
direta (Tabela 1), ou seja, transferência dos embriões para as receptoras sem 
avaliação morfológica após a descongelação (Le Gal et al., 1993; Kuleshova 
et al., 1999; Guignot et al., 2006). Apesar dos avanços sobre os fatores que 
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influenciam a congelação de embriões caprinos, as investigações utilizam 
quase exclusivamente os embriões produzidos in vivo (El-Gayar et al., 2001; 
Begin et al., 2003; Guignot et al., 2011; Gibbons et al., 2011; Marmetucci e 
D’Alessandro, 2013).

Figura 1. Cronologia da criopreservação de gametas e embriões.

Vitrificação de Embriões de Pequenos Ruminantes

A demonstração que os embriões caprinos sobrevivem ao processo de 
vitrificação (Figura 1), veio em sequência ao relato pioneiro em embriões de 
camundongos (Rall e Fahy, 1985; Yuswiati e Holtz, 1990). A partir de embriões 
produzidos in vivo, dois caprinos foram obtidos de mórulas e blastocistos 
vitrificados (Yuswiati e Holtz, 1990). O desenvolvimento da vitrificação de 
embriões permitiu a criopreservação de embriões PIV caprinos (Traldi et al., 
1999; Leoni et al., 2009; Morató et al., 2011). Os embriões PIV de caprinos, 
ovinos e bovinos são menos resistentes a criopreservação (Massip, 2001; 
Cognié et al., 2003; Mermillod, 2011; Souza-Fabjan et al., 2014) e fatores 
como o sistema de PIV e a condição reprodutiva das doadoras de ovócitos 
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tem influência sobre a criotolerância de embriões (Rodriguez-Dorta et al., 
2007; Leoni et al., 2009). 

Embriões PIV cultivados em meio contendo soro sanguíneo acumulam 
mais lipídeos em seu citoplasma, que por sua vez afeta a viabilidade dos 
embriões após criopreservação (Abe et al., 1999). A redução da quantidade 
de lipídeos dos embriões PIV por centrifugação aumentou a tolerância à 
congelação (Leibo et al., 1995). Porém, a taxa de prenhez foi considerada 
baixa quando estes embriões foram transferidos para receptoras (Diez et al., 
1996). Outra alternativa para reduzir a quantidade de lipídeos dos embriões 
PIV foi cultivá-los em meio sem soro ou através da suplementação com ácido 
hialurônico (Abe et al., 2002; Dattena et al., 2007; Block et al., 2009).

Diferentes combinações de crioprotetores têm sido testadas para 
vitrificar embriões caprinos (Guignot et al., 2006; Hong et al., 2007). Um 
nova alternativa de crioprotetor e a dimetilformamida (DMF), inicialmente 
testada para criopreservar sêmen caprino (Bezerra et al., 2011; Araújo-Lemos 
et al., 2014). Araújo-Lemos et al. (2015) compararam a vitrificação em duas 
combinações de crioprotetores (DMSO+ EG e DMF+EG), e a congelação 
com EG. A vitrificação com DMSO+EG foi a mais eficiente em todas as 
avaliações (ultra-estrutura, viabilidade celular e taxa de reexpansão in vitro).

A pesquisa sobre a vitrificação de embriões caprinos tem recebido bastante 
ênfase na avaliação de métodos alternativos, que buscam reduzir o volume 
contendo o(s) crioprotetor(es) para acelerar o processo de resfriamento e 
reduzir os riscos de choque osmótico (Kasai e Mukaida, 2004). O método 
“open pulled straw” (OPS) é baseado em palhetas ultrafinas (metade do 
diâmetro convencional), reduzindo o volume de vitrificação e acelerando o 
processo de resfriamento de aproximadamente 2.500 ̊ C por minuto para 20.000 
˚C por minuto (Vajta et al., 1998; El-Gayar e Holtz, 2001). Esta aceleração 
do resfriamento reduz os riscos de desidratação e choque osmótico dos 
embriões e tornou a vitrificação aplicável para transferência direta, inclusive 
em caprinos (El-Gayar e Holtz, 2001; Rodriguez-Dorta et al., 2007). Diversos 
relatos demonstraram a aplicação da vitrificação com OPS em caprinos (El-
Gayar e Holtz, 2001; Holtz, 2005; Guignot et al., 2006; Hong et al., 2007; Al 
Yacoub et al., 2010; Araújo-Lemos et al., 2014). A vitrificação com OPS foi 
testada como alternativa para mórulas (Holtz, 2005; Hong et al., 2007; Al 
Yacoub et al., 2010), embora essas investigações não tenham demonstrado 
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ser uma alternativa viável e consistente entre laboratórios. A vitrificação com 
OPS mostrou-se mais eficiente que a congelação de blastocistos (El-Gayar e 
Holtz, 2001; Al Yacoub et al., 2010), embora seja semelhante para blastocistos 
eclodidos (Al Yacoub et al., 2010). Adaptações na vitrificação com OPS, 
como a variação no tempo de equilíbrio na solução de vitrificação, uso de 
sacarose e transferência direta tem aumentado as taxas de sobrevivência dos 
embriões, de prenhez e nascimentos (Guignot et al., 2006; Hong et al., 2007). 
Apesar do potencial da vitrificação com OPS, existe o risco de contaminação 
por agentes bacterianos e virais, pois a palheta permanece aberta durante o 
armazenamento em nitrogênio líquido (Fountain et al., 1997). 

Outras variações no método de vitrificação com objetivos semelhantes ao 
OPS foram avaliadas com embriões caprinos: cryotop (Morató et al., 2011), 
cryo-tips (Gibbons et al., 2011), cryoloop e “solid-surface vitrification” (Begin 
et al., 2003). O uso de cryo-tips permitiu estabelecer prenhezes a partir de 
blastocistos, embora as mórulas não tenham sobrevivido ao procedimento 
(Gibbons et al., 2011). Além disso, o método cryoloop permitiu a obtenção 
de blastocistos a partir de embriões clivados vitrificados (2-4 células), 
demonstrando pela primeira vez a criopreservação de embriões caprinos 
antes do período de compactação durante o desenvolvimento embrionário 
(Begin et al., 2003). Embriões em estágios iniciais de desenvolvimento são 
mais sensíveis ao processo de criopreservação (Li et al., 1990; Leibo et al., 
1996), embora as razões não estejam elucidadas.

Este aumento da criotolerância em estádios mais avançados pode estar 
relacionado ao maior número de células com menor volume, aumentando a 
permeabilidade do crioprotetor, que por sua vez apresentaria um efeito mais 
homogêneo sobre as células do embrião (Garcia-Garcia et al., 2006). 

Perspectivas

A criopreservação de embriões de caprinos tornou-se economicamente 
viável, sendo aplicada para conservação e comercialização de recursos 
genéticos da espécie. As comparações diretas entre os métodos de 
criopreservação demonstram que a vitrificação tem apresentado resultados 
superiores (Guignot et al., 2006; Al Yacoub et al., 2010; Martemucci e 
D’Alessandro, 2013). Os principais avanços na criopreservação de embriões 
caprinos advêm da adaptação de protocolos de outras espécies (Tsunoda et 
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al., 1987; Rao et al., 1988; Li et al., 1990; Begin et al., 2003; Hong et al., 
2007). Além disso, as avaliações dos embriões criopreservados permanecem 
essencialmente restritas a sobrevivência pós-descongelamento/ aquecimento, 
contagem do número de células e o desenvolvimento após o cultivo in vitro 
(El-Gayar, 2001; Holtz, 2005; Guignot et al., 2011), nem sempre apresentam 
correlação positiva com o desenvolvimento in vivo (Le Gal et al., 1993; Traldi 
et al., 1999). Estas metodologias utilizadas para avaliar a qualidade dos 
embriões criopreservados contribuem pouco para determinação dos fatores 
que causam resultados conflitantes, como na criopreservação de mórulas 
(Le Gal et al., 1993; Holtz, 2005) e nas comparações entre eficiência de 
criopreservação considerando o estádio de desenvolvimento do embrião e os 
protocolos de criopreservação (Fieni et al., 1995; Al Yacoub et al., 2010). Por 
isso, as exigências ou particularidades espécie-específicas para a criotolerância 
permanecem essencialmente desconhecidas em caprinos.

Avaliações mais informativas como avaliação da expressão gênica ou 
proteômica em embriões, fetos e placentas (Boonkusol et al., 2006; Dahli et al., 
2007; Saenz-de-Juan et al., 2014), análises epigenéticas (Bakhtari et al., 2014), 
e avaliações funcionais mais sofisticadas (Martino et al., 2013) apresentam 
maior potencial para elucidar os fatores que reduzem a criotolerância e melhor 
prever a viabilidade dos embriões criopreservados. O aperfeiçoamento 
das técnicas de criopreservação nestes contextos contribuirá para tornar 
biotecnologias como a bipartição de embriões, análises por biópsia, produção 
de animais transgênicos e a clonagem por transferência nuclear mais atrativas 
nos âmbitos científico e comercial.
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