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TAXA DE CONCEPÇÃO E GESTAÇÃO DE EMBRIÕES PRODUZIDOS IN VITRO, 

TRANSFERIDOS A FRESCO OU CRIOPRESERVADO, EM VACAS E NOVILHAS 

NELORE. 

 

RESUMO - A necessidade de uma metodologia mais prática para transferência de 
embriões em tempo fixo em rebanhos de gado de corte, para que se torne mais 
proveitoso, tem aumentado ao longo dos anos. O presente estudo avaliou a taxa de 
concepção e gestação de embriões produzidos in vitro transferidos a fresco, 
vitrificados ou congelados em um rebanho nelore de corte. Doadoras Nelore (n= 20) 
de um mesmo rebanho foram previamente selecionadas para serem submetidas a 
ovum pick up em dia aleatório do ciclo estral. Oócitos foram recuperados e 
selecionados para maturação in vitro por 24 horas a 38,5°C com 5% CO2 e 95% de 
humidade do ar. Para fertilização in vitro, sêmen da mesma partida, de um touro pré-
selecionado da raça Nelore foi utilizado. Após 6 dias de cultivo in vitro, os embriões 
na fase de blastocisto foram aleatoriamente selecionados para serem transferidos a 
fresco, vitrificados ou congelados. As transferências foram realizadas em novilhas e 
vacas do mesmo rebanho das doadoras. As taxas de concepção, aos 30 dias, para 
os embriões transferidos a fresco, vitrificados ou congelados e transferidos depois do 
reaquecimento foram, respectivamente, de 37,64 ± 11,20%, 24,09 ± 2,34% e 16,21 ± 
10,23%. As taxas de concepção, aos 30 dias, considerando a categoria da receptora, 
novilha ou vaca foi de 23,02 ± 3,42% e 31,06 ± 4,62%, respectivamente. O estudo 
mostrou que o método de congelação lenta, para transferência direta utilizado, não 
consegue resultados similares aos transferidos à fresco (p= 0,0078) e que a 
vitrificação ainda deve ser o método para criopreservação de embriões em rebanho 
da raça Nelore. Foi usada uma significância de p<0,05. 

 

Palavras-chave: Vitrificação, congelação, bovinos, nelore, transferência direta. 
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CONCEPTION AND PREGNANCY RATES OF IN VITRO PRODUCED EMBRYOS, 

TRANSFERRED FRESH OR CRYOPRESERVED, IN NELORE COWS AND 

HEIFERS. 

 

ABSTRACT - The necessity of a more practical fixed time embryo transfer method in 
beef cattle herds, in order to make it more usable, has grown over the years. The 
present study compared the conception and pregnancy rates of in vitro produced 
embryos transferred fresh, vitrified or slow frozen in an nelore beef herd. Nelore donors 
(n=20) were previously selected to be submitted to ovum pickup on a random day of 
estrous cycle. Oocytes were recovered and selected for in vitro maturation for 24 hours 
at 38,5°C with 5% CO2 and 95% air humidity. For in vitro fertilization, semen, from the 
same batch, of one pre-selected Nelore bull was used. After 6 days of in vitro 
cultivation, embryos on blastocysts stage were randomly selected to be transferred 
either fresh, vitrified or frozen. The transfer procedures were conducted on heifers and 
cows of the same herd of the donors. Conception rates, at 30 days, for fresh 
transferred, vitrified and frozen transferred embryos were, respectively, 37,64 ± 
11,20%, 24,09 ± 2,34% and 16,21 ± 10,23%. Conception rates, at 30 days, considering 
animal category of the recipients, heifer or cow were 23,02 ± 3,42% e 31,06 ± 4,62%, 
respectively. This study showed that the slow freezing, for direct transfer method used, 
can’t achieve similar results (p= 0,0078) as the fresh transferred on Nelore herds, and 
vitrification still has to be the cryopreservation method for embryos on Nelore herds. It 
was used a significance of p<0,05. 

 

Keywords: Vitrification, freezing, bovine, Nelore, direct transfer. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A produção in vitro (PIV) de embriões possui papel importante na seleção de 

animais geneticamente superiores e de cruzamentos entre raças para produção, tanto 

no gado leiteiro quanto no gado de corte. Estratégias que utilizam esta biotécnica são 

direcionadas para otimizar simultaneamente a seleção genética e melhorar as taxas 

reprodutivas em rebanhos com baixa fertilidade (HANSEN, 2006). O Brasil lidera a 

produção mundial de embriões PIV, sendo responsável por 57,7% desta produção 

(IETS, 2016). 

A técnica de Ovum pick-up (OPU); aspiração folicular guiada por ultrassom tem 

por objetivo o uso de vacas geneticamente superiores para serem doadoras de 

oócitos, para posterior maturação, fecundação e cultivo de embriões in vitro, os quais 

podem ser transferidos de forma não cirúrgica, ou congelados (LEEUW, 2006). A OPU 

pode ser feita até duas vezes por semana, resultando em elevada produtividade de 

embriões, comparada à uma vez por semana, sem que ocorra queda na fertilidade da 

doadora (LEEUW, 2006; CHASTANT-MAILLARD et al, 2003). 

A OPU já foi relatada em várias raças de bovinos, nas quais foi demonstrado 

que a taxa de recuperação oocitária e a PIV está diretamente relacionada com a raça 

da fêmea em que está sendo utilizada. Esta diferença pode ser desde o tamanho do 

oócito recuperado até a própria eficiência da PIV (RATTO et al, 2011). 

Embora atualmente taxas relevantes de prenhez tenham sido alcançadas com 

a transferência de embriões PIV a fresco, 43,24% (SANCHES et al, 2016), a sua 

praticidade no campo é questionável, uma vez que o manejo de sincronização de 

receptoras as quais devem ser proporcionais ao número de embriões produzidos se 

torna mais difícil. Neste sentido, a criopreservação embrionária é uma ferramenta que 

torna o trabalho economicamente viável, não sendo necessário o descarte de 

embriões excedentes à transferência. Além disso, a criopreservação de embriões 

também proporciona uma série de outros benefícios, tais como: utilização de 

receptoras em cio natural, planejamento do período de nascimento dos bezerros de 

acordo com os interesses de manejo da propriedade, a formação de bancos de 

germoplasma (com preservação de espécies ou raças em extinção), e principalmente 

facilitar a comercialização de embriões (importação e exportação). 
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Assim, a criopreservação de embriões tem se tornado parte integrante da 

reprodução assistida em animais, especialmente de espécies domésticas (LEIBO et 

al., 1996; PALASZ e MAPLETOFT, 1996; KULESHOVA e LOPATA, 2002). Entretanto, 

ainda não foi estabelecido um protocolo ideal de criopreservação (SARAGUSTY; 

ARAV, 2011).  

Rotineiramente são utilizadas duas metodologias para a criopreservação de 

embriões, a congelação e a vitrificação. Estas duas metodologias diferem 

basicamente na velocidade de resfriamento e da concentração de crioprotetores no 

meio (VAJTA; KUWAYAMA, 2006). 

A vitrificação utiliza elevadas concentrações de crioprotetores fazendo com que 

a água da célula se solidifica em estado vítreo não formando assim cristais de gelo 

como na congelação (VAJTA; NAGY, 2006). Uma vantagem da vitrificação é que não 

é necessário nenhuma máquina para a criopreservação do embrião, tornando esta 

metodologia mais útil e econômica (LAZAR et al, 2000). 

A vitrificação de embriões é a técnica mais utilizada para criopreservação de 

embriões PIV, tanto pela rapidez quanto pelo menor custo (SANCHES et al, 2016). 

Embora taxas de prenhez variando entre 27% (BLOCK; BONILLA; HANSEN, 2010) a 

31% (SANCHES et al, 2016), a necessidade de ter uma pessoa treinada, para o 

procedimento do reaquecimento dos embriões e posterior transferência, se torna um 

entrave para a utilização de larga escala comercial da vitrificação. 

A congelação possui a vantagem de utilizar reduzida concentração de 

crioprotetores, sendo o risco de toxicidade menor em relação à vitrificação. No 

entanto, a possibilidade de formação de cristais de gelo é maior, neste caso, os 

mesmos podem causar danos mecânicos nas células embrionárias (ARAV, 2014; 

DODE; LEME; SPRÍCIGO, 2013). 

Poucos dados relativos a transferência a campo de embriões criopreservados 

são encontrados na literatura, especificando a taxa de prenhez. Neste contexto, o 

presente trabalho teve como objetivo produzir embriões in vitro de vacas de corte da 

raça Nelore, com oócitos obtidos por OPU, e avaliar as taxas de concepção e gestação 

após a transferência dos embriões submetidos ou não a métodos de criopreservação.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES 

 

A PIV permite a produção em larga escala de animais geneticamente 

superiores, o que a torna esta técnica altamente atrativa do ponto de vista comercial. 

Além disto permite estudos avançados em relação aos mecanismos de fertilização, 

embriogênese e clonagem de animais (HOSHI, 2003). O fato de que a produção do 

embrião viável pode ocorrer mesmo em fêmeas com problemas reprodutivos que não 

se reproduziriam de maneira convencional, ou até mesmo com outras biotecnologias, 

tendem a maximizar o potencial reprodutivo dos rebanhos e seus ganhos em 

produção (ANDRADE et al., 2012). 

A produção in vitro de embriões bovinos envolve três etapas: a maturação 

oocitária (MIV), a fertilização (FIV) e o cultivo embrionário (CIV) (GONÇALVES, et al., 

2008). 

A maturação in vitro de oócitos bovinos tem duração de aproximadamente 24 

horas, durante esse período os oócitos passam por várias alterações nucleares e 

citoplasmáticas. Os eventos nucleares incluem: a quebra da vesícula germinativa, 

desaparecimento do nucléolo, condensação da cromatina, extrusão do primeiro 

corpúsculo polar e formação do segundo fuso meiótico (MEINECKE et al., 2001). Os 

eventos citoplasmáticos incluem: síntese de proteínas (SIRARD et al., 1998), 

modificações moleculares (KUBELKA et al., 2000), redistribuição das organelas 

intracelulares (STOJKOVIC et al., 2001) e maturação dos mecanismos de liberação 

do Ca
2+ 

(WANG et al., 2003).  

Considera-se que a etapa de maturação dos oócitos seja de fundamental 

importância para que haja adequada aquisição da competência oocitária. É neste 

período em que os gametas adquirem capacidade para serem fecundados, 

expressando o seu potencial máximo durante o desenvolvimento embrionário inicial 

até que ocorra a transição materno-zigótica quando o genoma embrionário é ativado 

(FERREIRA et al., 2009). A taxa de blastocistos produzidos está diretamente 

relacionada com o processo de maturação oocitária (RUSSELI et al., 2006). 
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Na fertilização, em geral os oócitos bovinos após a MIV são incubados com os 

espermatozoides por um período de 18 a 24 horas.  A fecundação propriamente dita 

se dá quando ocorre a penetração do espermatozoide no oócito, este por sua vez 

retoma a meiose e completa a maturação, em seguida há a formação dos prós núcleos 

masculino e feminino, e a singamia restabelecendo-se o número de cromossomos 

(GORDON, 2003). 

A terceira etapa da PIV consta no desenvolvimento ou cultivo embrionário, que 

ocorre após a singamia. Formam-se as novas estruturas chamadas zigotos que 

multiplicam suas células (blastômeros) por sucessivas divisões mitóticas. A partir 

desse momento ocorre a transição materno-zigótica quando há a ativação do genoma 

embrionário (com 8 a 16 células), compactação (mórula com 32 células), diferenciação 

do trofoblasto e embrioblasto, e a blastulação com a formação do blastocisto 

(GONÇALVES, et al., 2008). 

Embora a taxa de produção de blastocistos seja influenciada pela origem e 

qualidade dos oócitos utilizados na produção in vitro, sabe-se que a qualidade dos 

embriões produzidos está diretamente relacionada ao cultivo embrionário (RIZOS et 

al., 2002; LONERGAN, 2006). 

O sistema de produção in vitro dos embriões não apresenta a mesma eficiência 

que in vivo. Embriões PIV apresentam algumas características morfológicas e 

moleculares diferentes dos embriões produzidos in vivo, dentre elas o excessivo 

acúmulo lipídico no citoplasma (ABE et al., 1999; CROSIER et al., 2001). 

Um dos principais problemas da deposição lipídica são as alterações na fluidez 

e função da membrana plasmática das células embrionárias, que acarretam em 

complicações relacionadas à permeabilidade celular aos crioprotetores (desidratação 

e reidratação celular), bem como o isolamento térmico promovido pelos lipídios contra 

as baixas temperaturas que acabam interferindo na velocidade de perda do calor 

durante o processo de criopreservação (KIM et al., 2001; SUDANO et al., 2012). 

Entretanto, a reserva lipídica deverá suprir as necessidades energéticas 

requeridas durante os processos de maturação oocitária, fertilização e 

desenvolvimento embrionário inicial, através da oxidação dos ácidos graxos para 

produção de ATP. Neste contexto, o uso de reguladores metabólicos, tais como a L-
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carnitina, forskolina e os ácidos linoleicos conjugados (CLA), que estimulam a lipólise 

para produção de ATP intracelular tem sido utilizado com êxito na PIV de embriões 

bovinos, melhorando sua criosobrevivência à vitrificação (DE LIMA, 2015). 

 

 

2.1.1. OBTENÇÃO DOS OÓCITOS 

 

A OPU em sincronia com a PIV permite a maior produção de filhos de uma 

única doadora em certo período de tempo, e isto independente do estado reprodutivo 

da doadora (LEEUW, 2006). Em 2015 foram produzidos um total de 671.111 embriões 

de PIV, desse total 612.709 foram de OPU, no qual o Brasil foi responsável por 57,7% 

dessa produção mundial (IETS, 2016). 

A OPU tem como principal vantagem a não utilização de hormônios para seu 

procedimento, possibilitando a repetitividade de procedimentos, que pode chegar a 

até duas vezes por semana, em intervalos de 3 a 4 dias ou intervalos de 2 a 5 dias 

(LEEUW, 2006). Essa repetição de procedimentos na mesma semana favorece a 

eficiência da OPU e posterior PIV, sendo que os oócitos aspirados são da fase de 

crescimento antes da dominância folicular na primeira onda (MATCHOVKA et al., 

2004). Em fêmeas Nelore (Bos indicus) estes folículos são de diâmetro < 4 mm, 

fazendo com que a recuperação dos mesmos se faça de modo mais eficiente e em 

maior número que em fêmeas Bos taurus (SENEDA et al., 2001). Em fêmeas Nelore 

há uma grande variação individual de recuperação de oócitos e produção de 

embriões, portanto, uma base fisiológica para o número de oócitos aspirados de uma 

fêmea nelore ainda não foi definido (PONTES et al., 2011).  

A pré-estimulação com gonadotrofinas na OPU em doadoras melhora a 

recuperação, em até 20% (GALLI et al, 2001), e qualidade dos oócitos imaturos, e por 

consequência a produção de embriões, porém o fato de introduzir uma aplicação 

hormonal no procedimento vai contra umas das principais vantagens da OPU em 

relação ao procedimento de múltipla ovulação (LEEUW, 2006). 

A OPU não representa nenhum problema de bem-estar nas fêmeas doadoras, 

estudos demonstram que o nível de cortisol não se altera em relação as vacas 
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controle, produção leiteira não tem decréscimo (CHASTANT-MAILLARD et al., 2003), 

e nem a função ovariana é afetada por ela (ALLER et al., 2010). 

O objetivo da OPU via aspiração transvaginal guiada por ultrassom é a coleta 

de oócitos imaturos de fêmeas pré-selecionadas, geneticamente superiores, para a 

PIV de embriões e sua posterior transferência em receptoras (LEEUW, 2006). 

 

 

2.2. CRIOPRESERVAÇÃO 

 

A criopreservação nos moldes da utilização das biotecnologias da reprodução 

visa especificamente a facilitação da transferência dos embriões e um maior comercio 

de genética animal até em mercado internacional. 

O sucesso de um programa de criopreservação de embriões depende dos 

fatores, concentração e tipo de crioprotetores, o resfriamento e aquecimento dos 

mesmos e o estado de desenvolvimento que se encontra estes embriões. Sendo que 

estes fatores são variáveis entre espécies (SHIRAZI et al., 2009). 

Existem basicamente dois tipos de metodologias para criopreservação dos 

embriões, a vitrificação e a congelação. E suas principais diferenças são a curva de 

resfriamento dos embriões e a concentração utilizada de crioprotetores para isto 

(VAJTA; KUWAYAMA, 2006). 

 

 

2.2.1. VITRIFICAÇÃO 

 

O princípio da criopreservação através da vitrificação tem como principal 

característica a solidificação de líquidos em estado amorfo (vítreo), mantendo suas 

propriedades químicas e mecânicas, sem que haja a formação de cristais de gelo, o 

que previne as lesões celulares (MASSIP, 2001). 

Para realizar a desidratação celular com rapidez, são utilizadas concentrações 

elevadas de crioprotetores podendo causar injúrias tóxicas e osmóticas aos embriões 

(Vajta, 2006). Na tentativa de reduzir estes efeitos indesejáveis, são utilizadas 

algumas estratégias como as associações de crioprotetores menos tóxicos, mais 
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permeáveis e com diferentes características de permeabilidade (VAJTA, 2000; VAJTA 

e KUWAYAMA, 2006), e aumentar ainda mais a velocidade de resfriamento e 

reaquecimento (VAJTA et al., 1998).  

A constatação de que o aumento na velocidade de resfriamento melhora os 

resultados da vitrificação, levou ao desenvolvimento de algumas alternativas tais 

como: a vitrificação em superfície sólida que consiste numa superfície metálica 

superresfriada em contato com nitrogênio líquido onde são depositadas as gotas de 

solução de vitrificação contendo os embriões (DINNYÉS et al., 2000), ou através da 

eliminação do efeito de isolamento térmico produzido pelo vapor do nitrogênio através 

do super-resfriamento do nitrogênio através de vácuo (ARAV et al., 2000). 

Dessa forma surgiram novas tecnologias de vitrificação, chamadas de 

metodologias abertas que visam reduzir o volume de solução crioprotetora usada 

tradicionalmente na palheta de 0,25 microlitros, aumentando assim a velocidade de 

vitrificação dos embriões. Essas metodologias diferem principalmente pelo uso de 

diferentes suportes para acondicionamento dos embriões, tais como: a Open Pulled 

Straw (OPS) (VAJTA et al., 1997), as grades de microscopia eletrônica (MARTINO et 

al., 1996), as micropipetas de vidro (KONG et al., 2000), os cryoloops (LANE et al. 

1999), crytops (KUWAYAMA e KATO, 2000) e cryotips (KUWAYAMA et al, 2005). 

As principais vantagens da metodologia de vitrificação giram em torno de uma 

técnica econômica, de rápida aplicação e de resultados satisfatórios de sobrevivência 

embrionária pós-reaquecimento (VAJTA, 2006). Porém quando se trata de 

transferência de embriões em um projeto de larga escala, a sua principal desvantagem 

é a necessidade de um técnico capacitado para o reaquecimento e envase dos 

embriões no momento da transferência (SANCHES et al., 2016). 

 

 

2.2.2. CONGELAÇÃO 

 

Na metodologia de congelação os embriões são submetidos às concentrações 

mais baixas de crioprotetores e velocidade de resfriamento mais lenta. As palhetas 

contendo os embriões são colocadas na máquina de congelação e a curva de 

congelação inicia com a velocidade de resfriamento de 1°C/min, até que seja atingida 



8 
 

a temperatura de -7°C em que é realizada a indução da cristalização. Logo após a 

velocidade de resfriamento varia entre 0,3 e 0,6°C/min até atingir a temperatura de -

32°C, quando a palheta contendo o embrião é submersa no nitrogênio líquido (DODE 

et al., 2013). 

Devido à baixa concentração de crioprotetores na metodologia de congelação 

lenta a formação de cristais de gelo não é totalmente evitada, o que pode lesionar 

membranas e organelas, diminuindo a taxa de concepção pós transferência (SANTIN 

et al., 2009). O embrião de congelação lenta tem menor choque osmótico no processo 

de resfriamento, em razão do processo em si, que se dá de forma mais lenta (VAJTA, 

2006). 

O embrião PIV criopreservado pelo método de congelação lenta permite a 

transferência direta em receptoras, isto possibilita viabilizar o manejo em larga escala, 

eliminando a necessidade do técnico capacitado no momento do reaquecimento e 

envase por não necessitar de avaliação da viabilidade embrionária antes da 

transferência (Sanches et al., 2016). 

 

2.3. TRANSFERENCIA DE EMBRIÃO EM TEMPO FIXO (TETF) 

 

Transferência de embrião é uma ferramenta que otimiza o ganho genético, de 

rebanhos leiteiros ou de corte, aumentando sua produção e melhorando as taxas 

reprodutivas (PELLEGRINO et al., 2016). Fêmeas repetidoras de cio classificadas 

como sub férteis por problemas de perda embrionária ou baixa taxa de concepção, 

podem ser melhores aproveitadas com a TE evitando os efeitos do ambiente uterino 

nos estágios iniciais de desenvolvimento embrionário, diminuindo assim as baixas 

taxas reprodutivas (RODRIGUES et al., 2010). 

Vários são os fatores que afetam a taxa de prenhez dos embriões bovinos, 

como o tipo de receptora, sendo as novilhas melhores do que as vacas (HASLER 

2001), a concentração sérica de progesterona no dia da transferência (REMSEN; 

ROUSSEL, 1982) a qualidade do embrião, a qualidade do corpo lúteo (CL) e a 

sincronia da receptora (ANDRADE et al 2012). 

Para que um procedimento de transferência tenha taxas aceitáveis de 

concepção, é necessário que se tenha uma eficiente detecção de cio das receptoras. 
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Portanto, assim como na inseminação artificial em tempo fixo (IATF), protocolos para 

a TE em tempo fixo são propostos, para que o erro de detecção seja compensado e 

a TE se faça de maneira satisfatória (BARUSELLI et al., 2000). 

Embriões de PIV necessitam de maior número de receptoras sincronizadas 

para transferência, pelo fato de que a maioria dos embriões são transferidos a fresco 

(SIQUEIRA et al., 2009). Para compensar essa necessidade, se faz uso das técnicas 

de criopreservação.  

Existem poucos trabalhos em que se é avaliado a taxa de concepção depois 

da transferência dos embriões criopreservados, a grande maioria avaliaram apenas 

as taxas de reexpansão e eclosão, e os poucos que são feitos as transferências para 

receptoras, são baixos os números de embriões utilizados, não tendo assim 

resultados concisos (DODE et al., 2013) (SANCHES et al., 2016).  



10 
 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. LOCAL E ANIMAIS 

 

O experimento foi realizado na Fazenda São José do Cravo, no município de 

Prata/MG, durante as estações de monta de janeiro a abril dos anos de 2016 e 2017. 

Para doadoras de oócitos foram selecionadas vacas da raça Nelore (Bos taurus 

indicus) (n=20), com idade média de 5 anos, com escore de condição corporal (ECC) 

≥ 3 (FERGUSON; GALLIGAN; THOMSEN, 1994), gestantes e não gestantes, livres 

de doenças infecciosas ou reprodutivas, de alto valor genético. Para as receptoras 

forma utilizadas novilhas e vacas multíparas (n=153), com idade média de 3 anos 

livres de doenças infecciosas e reprodutivas, com ECC ≥ 2,5 (FERGUSON; 

GALLIGAN; THOMSEN, 1994) e apresentando ciclicidade reprodutiva. Todos os 

animais foram mantidos na mesma propriedade, tendo recebido o mesmo manejo 

alimentar, a pasto com sal mineral a vontade e livre acesso a água. 

 

 

3.2. ASPIRAÇÃO FOLICULAR 

 

Todas as doadoras foram submetidas a técnica de aspiração folicular para 

PIVE, com um total de 3 a 5 procedimentos por doadora. As doadoras prenhes que 

não foi possível as aspirações foram excluídas do projeto. 

O procedimento de OPU foi realizado em dia aleatório do ciclo estral com auxílio 

de ultrassom (MINDRAY, DP-2200 VT), com transdutor vaginal micro convexo 

acoplado a guia para aspiração folicular, na frequência de 5 MHz. Antes do 

procedimento, foi feito o bloqueio regional por anestesia epidural, entre a última 

vertebra lombar e primeira caudal, da cauda e períneo (3 mL de 2% lidocaína; Bloc®, 

J.A. Saúde Animal, Patrocínio Paulista, SP, Brasil), com posterior esvaziamento do 

reto e higienização da região perineal. Para aspiração dos folículos foi utilizado 

agulhas hipodérmicas descartáveis 38 mm X 20G (TERUMO®, São Paulo, SP, Brasil). 
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3.3. RECUPERAÇÃO E CLASSIFICAÇÃO DOS OOCITOS 

 

Os complexos cúmulus oócitos (COCs) juntamente com o fluido folicular 

recuperado no tubo de aspiração, foram transferidos para um filtro de colheita de 

embriões e lavados com PBS, várias vezes, até que o material ficasse translucido e 

os COCs pudessem ser visualizados e recuperados sob esteriomicroscópio. 

Os COCs foram transferidos para uma placa de poliestireno de 35 mm 

contendo meio TCM199, com sais de Earle (Gibco 31.100; Grand Island, NY, EUA), 

suplementado com 10mM de bicarbonato de sódio, 15mM de hepes (7,5mM de hepes 

sódico e 7,5mM de hepes ácido), 10% de SFB, 0,2mM de piruvato de sódio e 83,4µg 

de amicacina/mL de meio (Meio de Lavagem). 

Os COCs foram classificados segundo LEIBFRIED E FIRST (1979). 

Grau I: revestimento com multicamadas de cumulus compacto, ooplasma 

homogêneo e complexo cumulus-oócito claro e transparente; 

Grau II: revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto, ooplasma 

homogêneo ou com regiões escuras na periferia; 

Grau III: pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e ooplasma 

irregular com picnose; 

Grau IV ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em grumos, e 

complexo cumulus oócito escuro e irregular; 

Desnudo: sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou com 

granulações. 

Foram selecionados para transporte e maturação, COCs classificados como de 

grau I, II e III. 
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3.4. MATURAÇÃO IN VITRO 

 

O meio base utilizado para a MIV foi o TCM 199 com sais de Earle (Gibco 

31.100; Grand Island, NY, EUA) suplementado com 25mM de bicarbonato de sódio, 

10% SFB (Crypion®). 1,0µg/mL de hormônio folículo estimulante (FSH) (Pluset®, 

Calier), 50UI/mL de gonadotrofina coriônica humana (hCG) (Vetecor®), 1,0µg/mL de 

estradiol (Sigma E-2758), 0,2mM de piruvato de sódio (Sigma® P-4562), 83,4µg/mL 

de amicacina (Biochimico®) (Meio de Maturação). A maturação foi completada em 24 

horas em microgotas de 100µL de meio de maturação sob óleo mineral em incubadora 

com 5% de CO2 em ar, temperatura de 38,5º C e umidade relativa de 95%. 

 

 

3.5. FECUNDAÇÃO IN VITRO 

 

No procedimento de fecundação, os oócitos foram lavados duas vezes em meio 

BIOK-TL, comercial (BIOKLONE©) e duas vezes em meio BIOK-FIV, comercial 

(BIOKLONE©) para remoção da fonte proteica utilizada na maturação e parte das 

células do cúmulus. Realizado o procedimento de lavagem os oócitos foram 

transferidos para gotas de 100uL de meio BIOK-FIV, sob óleo mineral. 

Foi utilizado o sêmen de um mesmo touro, com capacidade reprodutiva testada, 

de uma mesma partida, para a fecundação de todos os oócitos do experimento. O 

sêmen foi descongelado em água a 35-370C por aproximadamente 20 segundos. As 

palhetas secas em gaze estéril, e a extremidade selada cortada, com o auxílio de uma 

haste de aço inox, o lado de vedação com algodão e álcool polivinílico foi utilizado 

como êmbolo para liberação do sêmen em um tubo ependorff de 1,5mL contendo 

gradiente descontinuo de 45% (250µL) e 90% (250µL) de Percoll. 

O sêmen foi submetido a uma força centrífuga de 3.620G por 7 minutos, o 

sobrenadante removido e o sedimento ressuspenso com 1mL de meio BIOK-FIV. 

Nova sedimentação por centrifugação com uma força 1.110G durante 5 minutos foi 

realizada. Foram coletados 30µL do sedimento e colocados em outro tubo ependorff 

contendo 30 µL de meio BIOK-FIV, previamente equilibrado. Amostras de 5µL de 
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sêmen foram tomadas e diluídas em 95µL de meio BIOK-FIV ou água para avaliação 

da motilidade e concentração espermática, respectivamente. 

O volume do sedimento foi então ajustado para uma concentração final de 

25x103 espermatozoides vivos/µL. A cada gota de fecundação, já contendo os oócitos 

foi adicionado 8µL da suspensão de sêmen. Para a fecundação, sêmen e oócitos 

foram co-incubados por 18 a 20 horas em atmosfera de 5% de CO2 em ar, umidade 

relativa de 95% e temperatura de 38,50C. 

 

 

3.6. CULTIVO E DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO IN VITRO 

 

Os prováveis zigotos foram removidos das gotas de fecundação e lavados em 

três diferentes gotas de meio BIOK-TL, onde parte das células do cumulus foram 

removidas por sucessivas pipetagens. Logo após, foram lavados em meio de cultivo 

e transferidos para microgotas de 100uL de meio BIOK-SOF comercial Bioklone®. 

A taxa de clivagem foi avaliada 48 horas depois dos zigotos serem colocados 

em cultivo. As trocas de meio (feed) foram realizadas no quarto e sexto dia de cultivo, 

onde foram retirados 50µl de meio de cada gota de cultivo e acrescentados 50µL de 

meio BIOK-SOF fresco suplementado com ácido linoleico conjugado trans-10 cis-12 

(CLA) na concentração de 150 µM. No sétimo dia de cultivo foi realizada a contagem 

dos embriões formados e as classificações quanto ao estádio de desenvolvimento 

(blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) e somente 

embriões nos estádios de blastocisto e blastocisto expandido foram transferidos à 

fresco ou criopreservados (vitrificado ou congelado) para posterior transferência a 

receptoras previamente sincronizadas. 
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3.7. CRIOPRESERVAÇÃO DOS EMBRIÕES 

 

3.7.1. VITRIFICAÇÃO DOS EMBRIÕES 

 

Os embriões foram vitrificados, seguindo a metodologia descrita por VAJTA et 

al., 1997, com algumas modificações. 

Foi utilizado no máximo, cinco embriões por vez (por haste de vitrificação). 

Após retirar os embriões das gotas de cultivo, estes foram lavados três vezes em meio 

de Manutenção (TCM199 suplementado com 15mM de Hepes (7,5mM de hepes 

sódico e 7,5mM de hepes ácido), 10mM de Bicarbonato de sódio e 20% de SFB a 

370C). Posteriormente, os embriões foram levados para a gota (de aproximadamente 

200µL) contendo meio de equilíbrio (meio de Manutenção, suplementado com 7,5% 

de etileno glicol (EG) e 7,5% de dimetilsulfóxido (DMSO) a 370C) por 3 minutos. 

Transcorrido o tempo, os embriões foram transferidos para a solução de vitrificação 

(meio de Manutenção suplementado com 0,5M de sacarose, 16,5% de EG e 16,5% 

de DMSO a 370C), após 30 segundos pipetados, totalizando o volume máximo de 2µL 

(embriões e meio de vitrificação) para a extremidade da haste de vitrificação (WTA®) 

e ao se completar 40 segundos de exposição, a haste foi imediatamente imersa em 

nitrogênio líquido. Logo em seguida uma meia palheta de 0,5mL adaptada foi resfriada 

também em nitrogênio e colocada como bainha protetora na haste. Os embriões foram 

mantidos em nitrogênio líquido até o momento do reaquecimento. 

 

3.7.2. CONGELAÇÃO DOS EMBRIÕES 

 

Os embriões selecionados para a congelação foram transferidos para o meio 

de congelação, salina em tampão fosfato (PBS) suplementado com 0,6 mg de bovine 

serum albumin (BSA)/mL e 20% de Soro Fetal Bovino e 1,5M de Etileno Glicol, onde 

foram mantidos por até 20 minutos em temperatura ambiente. Durante este período 

os embriões foram envasados individualmente em palhetas fina (de 0,25 mL). 

A palheta de envase foi formada por uma coluna de aproximadamente 5cm, 

com meio de reidratação (PBS suplementado com 0,6 mg de BSA/mL, 20% de SFB e 

0,3 M de sacarose); uma coluna de ar de aproximadamente 1,0 cm; uma coluna com 
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meio de congelação de aproximadamente 1,0 cm, contendo o embrião; uma segunda 

coluna de ar de aproximadamente 1,0 cm; uma coluna final contendo o meio de 

reidratação.  

Os embriões envasados foram transferidos para uma máquina de congelação 

(TK® - TK100). Ao final de dois minutos de permanência na temperatura de -6,5o C as 

palhetas foram submetidas à cristalização “seeding” mediante contato de uma pinça 

recém mergulhada em nitrogênio líquido nas colunas contendo ar acima ou abaixo da 

coluna de embrião até visualizar a cristalização. 

Terminado o procedimento de “seeding” foi liberado a rampa de congelação 

com -0,5oC/minuto, até atingir a temperatura de -32,5o C, na qual as palhetas foram 

transferidas para o nitrogênio líquido, onde permaneceram até a descongelação para 

transferência. 

 

 

3.8. REAQUECIMENTO E DESCONGELAÇÃO DOS EMBRIÕES 

 

3.8.1. REAQUECIMENTO DOS EMBRIÕES VITRIFICADOS 

 

Retirou-se as hastes de vitrificação do botijão de estocagem e colocou-se em 

uma caixa de isopor contendo nitrogênio líquido. As bainhas foram removidas e a 

extremidade da haste contendo os embriões foi imersa na primeira solução de 

reaquecimento (meio de Manutenção suplementado com 0,3 M de sacarose, a 370C) 

durante 1 minuto para iniciar o processo de remoção dos crioprotetores. Logo após, 

estes embriões foram transferidos para a segunda solução de reaquecimento (meio 

de manutenção suplementado com 20% de SFB e 0,15 M de sacarose, a 370C) onde 

permanecerão por 5 minutos. Em seguida foram transferidos para solução final de 

reaquecimento (meio Manutenção) por 10 minutos. Após a diluição dos crioprotetores 

os embriões reaquecidos foram envasados em palhetas de 0,25 mL em meio BIOK-

HSOF, comercial Bioklone®, para a transferência em receptoras previamente 

sincronizadas. 
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3.8.2. DESCONGELAÇÃO DOS EMBRIÕES CONGELADOS 

 

Os embriões congelados pelo método de transferência direta foram 

descongelados utilizando a seguinte metodologia: remoção da palheta do nitrogênio 

líquido, em seguida exposição ao ar por 12 segundos e depois mergulhada em água 

na temperatura de 37Cº por 30 segundos; 

Depois de descongelada a palheta foi agitada ao ar para mistura da gota 

contendo o embrião (gota central) com as demais gotas para a remoção do crio-

protetor e reidratação do embrião. 

 

 

3.9. SINCRONIZAÇÃO DAS RECEPTORAS 

 

O total de 242 fêmeas, entre novilhas (139) e vacas (103), durante todo 

experimento foram utilizados na estação de monta de 2016 e posterior em 2017. 

O protocolo de sincronização das receptoras foi realizado da seguinte forma: 

Dia 0 foi administrado 2 mg de benzoato de estradiol (Gonadiol®, Pfizer, Brasil) e 

colocado dispositivo intravaginal de progesterona (Primer®, Tecnopec, Brasil), de 

primeiro uso em vacas e segundo uso em novilhas. No Dia 7 foi administrado 7,5 mg 

de análogo de prostaglandina F2α (Prolise®, Tecnopec, Brasil) e 300 UI de eCG 

(Folligon® 5000 UI, MSD, Brasil). No Dia 9 foi administrado 7,5 mg de análogo de 

prostaglandina F2α novamente, 1 mg de cipionato de estradiol (ECP®, Pfizer, Brasil) 

para vacas e 0,7 mg para novilhas e feita a retirada o dispositivo de progesterona 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Protocolo de sincronização utilizado para a transferência em tempo fixo de 
embriões em vacas de corte. BE: benzoato de estradiol, PGF2α: prostaglandina, 
eCG: gonadotrofina coriônica equina, ECP: estradiol cipionate, P4: progesterona, 
TETF: transferência de embriões em tempo fixo. 
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3.10. TRANSFERÊNCIA DOS EMBRIÕES E DIAGNOSTICO DE CONCEPÇÃO E 

GESTAÇÃO 

 

A transferência dos embriões foi realizada 8 dias após o término do protocolo 

de sincronização. 

Foi feita a transferência apenas em receptoras que possuírem no mínimo um 

CL. Para esta avaliação fez-se a confirmação com ultrassonografia. O embrião foi 

transferido no corno uterino ipsilateral ao corpo lúteo, na presença de dois ou mais, o 

embrião era depositado no corno com a presença do maior corpo lúteo. 

Um total de 242 transferências nas receptoras sincronizadas, durante todo 

experimento foi realizado. 

A taxa de concepção foi avaliada aos 30 dias após transferência dos embriões 

pelo método de ultrassonografia e aos 70 dias após transferência foi avaliada a taxa 

de gestação e a perda gestacional entre 30 - 70 dias nas receptoras. 

 

 

3.11. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

O experimento foi feito em blocos casualizados, com três grupos de embriões 

produzidos in vitro. Sendo o grupo controle embriões transferidos à fresco e os grupos 

vitrificado ou congelado, tiveram os embriões transferidos depois do reaquecimento 

ou descongelação. Durante as transferências dos embriões mantivemos o equilíbrio 

entre os grupos de embriões, sendo transferido pelo menos dois grupos em uma 

mesma rotina, para as duas categorias de receptoras, novilhas ou vacas. 

As receptoras utilizadas foram da raça Nelore, das categorias Novilhas (n=139) 

ou Vacas (n=103), demonstrando atividade cíclica reprodutiva e ECC ≥ 2,5. Foi 

avaliado a taxa de prenhez aos 30 e 70 dias após transferência. 
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3.12. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As taxas de concepção ao trigésimo dia e de gestação septuagésimo dia para 

os tratamentos com os embriões (transferidos a fresco, vitrificado e congelado) e 

categoria de receptoras (novilhas ou vacas) foram comparados em uma tabela de 

contingencia e analisado pelo teste de χ2 ao nível de 5% de significância pelo método 

Statistical Analysis System, versão 9.4. 
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4. RESULTADOS 

 

 

Dos 242 embriões selecionados para transferência, foram transferidos a fresco 

(n= 85), vitrificados (n=83) ou congelados (n= 74). Entre as categorias animais de 

vacas e novilhas foram transferidos 38 embriões à fresco, 34 vitrificados e 31 

congelados em vacas (n=103) e 47 fresco, 49 vitrificados e 43 congelados em novilhas 

(n=139). 

As taxas de prenhez aos 30 e 70 dias pós transferência para as categorias de 

receptoras vacas foi de 31,06% aos 30 e 70 dias e para a categoria novilhas foi de 

23,02% e 20,86% aos 30 e 70 dias, respectivamente (Tabela 1). Estes resultados não 

mostraram diferença entre as categorias para a taxa de prenhez aos 30 dias (p> 0,05) 

e nem a perda embrionária aos 70 dias (p> 0,05), embora tenha ocorrido perda 

embrionária somente na categoria de novilhas, conforme a tabela 1. 

Quando os embriões frescos, vitrificados e congelados foram submetidos em 

duplicatas aos 30 dias teve diferença significativa entre os embriões transferidos a 

fresco e congelados (p<0,05) e não foi observado diferença entre os embriões 

transferidos a fresco e os depois de vitrificados (p>0,05) e entre os transferidos depois 

de vitrificados ou congelados (p>0,05). Da mesma forma, a taxa de prenhez aos 70 

dias foi diferente entre os embriões transferidos a fresco e os transferidos depois de 

congelados (p<0,05) (tabela 2). As taxas de prenhez dos embriões a fresco ou depois 

de vitrificados ou congelados para transferência direta, no diagnostico realizado aos 

30 dias, apresentaram diferença entre si (p<0,05) e, aos 70 dias, no grupo de embriões 

transferidos a fresco na categoria de novilhas a taxa de prenhez teve diferença quando 

comparado com a taxa de vacas (tabela 3). As taxas de prenhez sofreram efeito da 

interação de categoria animal (vaca ou novilha) e tipo de embrião transferido (fresco, 

vitrificado ou congelado), aos 30 dias (p<0,05), sem, contudo, causar efeito aos 70 

dias (p>0,05) (tabela3). 
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Tabela 1. Taxas de concepção aos 30 e gestação aos 70 dias após transferência de 
embriões em vacas e novilhas da raça Nelore. 

Categoria Embriões 
Transferidos (n) 

Prenhez em 30 dias     
n (%) 

Prenhez em 70 dias     
n (%) 

Vaca 103 32 (31,06 ± 4,62%) 32 (31,06 ± 4,62%) 

Novilha 139 32 (23,02 ± 3,42%) 29 (20,86 ± 4,34%) 

Valor de p  0,16 0,07 

 
 
Tabela 2. Taxas de concepção aos 30 e gestação aos 70 dias após transferência de 
embriões, em comparação dois a dois de embriões frescos, vitrificados e congelados 
em fêmeas de corte Nelore. 

Embrião Embriões 
transferidos  

(n) 

Concepção em 30 dias 
n (%) 

Prenhez em 70 dias 
n (%) 

Fresco 85 32 (37,64 ± 11,20%)  29 (34,11 ± 8,91%) 

Vitrificado 83 20 (24,09 ± 2,34%) 20 (24,09 ± 2,34%) 

Valor de p  0,06 0,15 

Fresco 85 32 (37,64 ± 11,20%) 29 (34,11 ± 8,91%) 

Congelado 74 12 (16,21 ± 10,23%) 12 (16,21 ± 10,23%) 

Valor de p  0,002 0,04 

Vitrificado 83 20 (24,09 ± 2,34%) 20 (24,09 ± 2,34%) 

Congelado 74 12 (16,21 ± 10,23%) 12 (16,21 ± 10,23%) 

Valor de p  0,22 0,22 

 
 
Tabela 3. Taxas de concepção aos 30 e gestação aos 70 dias após transferência de 
embriões frescos, vitrificados ou congelados em vacas e novilhas de corte Nelore. 

Tipo do 
embrião 

Categoria 
animal 

Embriões 
Transferidos (n) 

Prenhez em 30 dias     
n (%) 

Prenhez em 70 dias     
n (%) 

Fresco 
Novilha 46 15 (32,60 ± 6,16%) 12 (26,08 ± 0,88%) 

Vaca 39 17 (43 ± 17,14%) 17 (43 ± 17,14%) 

Vitrificado 
Novilha 48 10 (20,83 ± 4,37%) 10 (20,83 ± 4,37%) 

Vaca 35 10 (28,57 ± 3,36%) 10 (28,57 ± 3,36%) 

Congelado 
Novilha 45 7 (15,56 ± 9,65%) 7 (15,56 ± 9,65%) 

Vaca 29 5 (17,24 ± 7,96%) 5 (17,24 ± 7,96%) 

Valor de p   0,03 0,053 

 Interação tipo de embrião X categoria animal  
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5. DISCUSSÃO 
 
 

Para que a transferência de embrião produzido in vitro seja uma biotecnologia 

amplamente utilizada na produção de bovinos, tanto em corte quanto leite, 

metodologias que melhorem sua eficiência em proporcionar gestação a termo são de 

grande importância para sua disseminação. Neste contexto a sincronização de 

receptoras e a criopreservação de embriões são pontos importantes para o 

incremento do ganho genético dos rebanhos aumentando a exploração das fêmeas 

de maior mérito genético. 

Neste experimento foi realizado a sincronização de novilhas e vacas nelore, 

para serem utilizadas como receptoras de embriões produzidos in vitro após OPU de 

vacas Nelore de alto mérito genético. Embora, as categorias de vacas e novilhas não 

tenham apresentado diferença na taxa de prenhez aos 30 dias (p>0,05) e aos 70 dias 

(p>0,05), rotineiramente as novilhas apresentam melhores resultados de prenhez do 

que as vacas, por estarem com o ambiente uterino hígido em relação a vacas com 

múltiplos partos. Entretanto verificou-se taxa de concepção nas novilhas (23,02%) 

menor que a das vacas (31,06%) e também as três perdas embrionárias que 

ocorreram entre os diagnósticos com 30 e 70 dias foram de embriões transferidos a 

fresco tendo como receptora a categoria novilha, apesar de apresentarem ECC 

adequado (FERGUSON; GALLIGAN; THOMSEN, 1994) e terem sido avaliadas 

quanto a ciclicidade reprodutiva por método ultrassonográfico. Entre os mecanismos 

que garantem uma gestação, além da condição hígida do ambiente uterino é 

importante ressaltar a qualidade do embrião, mesmo tendo sido utilizado embriões 

com avaliação morfológica de boa qualidade em todos os tratamentos. Os erros de 

expressão gênica ou outros fatores que possam levar ao menor reconhecimento da 

gestação ou a morte embrionária precoce não foram objetos do presente estudo. 

Remsen e Roussel (1982) observaram que novilhas apresentando 

concentração sérica de progesterona abaixo de 2,0 ng/mL são menos aptas a 

desenvolver gestação do que as que apresentam entre 2,0 a 5,0 ng/mL. Hasler (2001) 

observou que a transferência não cirúrgica de embriões criopreservados pelo método 

de congelação proporciona menor taxa de gestação, podendo este fator ter 
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contribuído para a menor taxa de gestação nas novilhas neste experimento, uma 

possível baixa concentração de progesterona. 

A determinação do número de receptoras para um programa de TE seja de 

embriões obtidos in vivo ou in vitro para que se tenha bom aproveitamento, depende 

da determinação do número de embriões obtidos (REICHENBACH et al, 2002; 

BELTRAME et al, 2010). Assim sendo, o total de oócitos obtidos no mesmo programa 

de OPU e a capacidade de fecundação do sêmen a ser utilizado e a taxa de conversão 

em embriões são os principais fatores que predirão o número de receptoras 

necessário para aquele programa (BÓ et al, 2004). 

Entretanto os embriões excedentes e falta de receptoras nos meses de menor 

disponibilidade de alimentos e a necessidade de comércio externo de embriões foram 

os pontos que mais pressionaram o desenvolvimento de métodos para a 

criopreservação de embriões produzidos in vitro. 

Entres os métodos de criopreservação a vitrificação tem sido mais utilizado por 

sua maior eficiência nas taxas de prenhez, embora sendo um método mais prático no 

momento da criopreservação e menos no momento do reaquecimento. Por outro lado, 

o método de congelação lenta para transferência direta seja mais dificultoso no 

momento da criopreservação é extremamente prático no momento da transferência, 

por este motivo tem sido o método de maior expectativa para os veterinários que 

atuam na transferência de embriões bovinos produzidos in vitro. 

Em relação a capacidade dos embriões vitrificados, a taxa de concepção não 

foi diferente dos transferidos a fresco (p>0,05) e nem dos congelados (p>0,05) (tabela 

2). Esta taxa de prenhez demonstrou que a vitrificação ainda é o método mais seguro 

de criopreservação de embriões PIV, principalmente pelo uso de altas concentrações 

de crioprotetores, a qual previne a formação de cristais de gelo dentro e extracelular, 

sendo a água solidificada em estado vítreo (MASSIP, 2001; VAJTA; NAGY, 2006). 

Os resultados deste experimento reforçam ainda mais que a vitrificação de 

embriões PIV continua sendo o método mais utilizado para a criopreservação, devido 

a sua rapidez de produção, custo reduzido (DODE; LEME; SPRÍCIGO, 2013) e 

maiores taxas de concepção e prenhez, quando comparados com os embriões 
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congelados  mesmo sendo a sua principal desvantagem a necessidade de um técnico 

treinado para o reaquecimento dos embriões, e a alta concentração de crioprotetores 

utilizados, o que já foi demonstrado possui um efeito tóxico para embriões de PIV 

(FAHY, 2010; SANCHES et al, 2016). 

Estudos já relataram que a alta concentração de crioprotetores tem sido tóxica 

para os embriões, (FAHY, 2010) e, com isso, requer pessoa treinada para a sua 

realização, para evitar que o embrião permaneça neste crioprotetores por tempo 

acima do recomendado, para evitar este efeito. Quanto aos embriões congelados 

observou-se baixa taxa de prenhez (16,21%), quando comparados com os 

transferidos a fresco. A formação de cristais de gelo extra e intracelular e 

consequentemente a ruptura da membrana e extravasamento dos constituintes 

celulares, que é o processo de maior ocorrência na congelação (GUPTA et al 2016), 

pode ter contribuído para uma menor taxa de concepção. Para minimizar estes efeitos 

e alterar a velocidade de entrada e saída dos crioprotetores da célula, neste 

experimento adicionamos o ácido linoleico conjugado trans-10 cis-12 (CLA) na 

concentração de 150 µM, que além de modulador de metabolismo tem a capacidade 

de alterar a fluidez de membrana celular e proporcionar maior sobrevivência 

embrionária no processo de criopreservação conforme verificado por De Lima (2015) 

nos procedimentos de vitrificação. 

A formação de cristais de gelo intracelulares na criopreservação de embriões é 

encontrada nas metodologias de congelação lenta, onde utiliza menor concentração 

de crioprotetores, que diminui o efeito tóxico dos mesmo ao embrião, o que pode 

favorecer a viabilidade depois da descongelação do embrião para transferência direta, 

porém não previne a formação dos cristais levando a lesões de organelas e membrana 

celular (DODE; LEME; SPRÍCIGO, 2013), reduzindo a taxa de concepção dos 

embriões. Entretanto, a reduzida concentração de crioprotetores, também previne o 

choque osmótico do embrião, permitindo uma reidratação ideal pós descongelação 

(ARAV, 2014) não tem sido o suficiente para melhorar os resultados de prenhez. 

Dentre as estratégias para melhorar os resultados de sobrevivência dos 

embriões criopreservados têm-se utilizado dos modificadores do metabolismo e 

fluidez de membrana dos embriões produzidos in vitro (DE LIMA, 2015). A taxa de 
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prenhez ao 30º dia, dos embriões PIV, transferidos a fresco (37,64%, tabela2) neste 

experimento está dentro dos observados na literatura (ANDRADE et al 2012), 

demonstrando que a suplementação com o ácido linoleico conjugado trans-10 cis-12 

(CLA) na concentração de 150 µM, não interferiu na capacidade de proporcionar 

gestações com os embriões transferidos a fresco. 

  



25 
 

6. CONCLUSÃO 
 
 

As categorias de receptoras vacas e novilhas não interferiram na taxa de 

prenhez de transferência não cirúrgica de embriões de PIV a fresco ou criopreservado. 

Os embriões transferidos depois de criopreservados apresentam menor taxa 

de prenhez em relação ao fresco. 

Os embriões submetidos a congelação lenta para transferência direta, 

proporcionam menor taxa de prenhez em relação aos transferidos a fresco. 
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