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RESUMO 

Objetivou-se com o presente estudo avaliar a criotorerância de mórulas e 

blastocistos produzidos in vivo de doadoras da raça Sindi e Nelore (Bos 

indicus) e Holandês Preto e Branco (HPB - Bos taurus). No Experimento 1, 24 

fêmeas lactantes e não lactantes da raça Sindi foram superovuladas com 100 

mg de FSH suíno com protocolos em que as duas últimas aplicações de FSH 

foram substituídas ou não por 300 UI de eCG. Sete dias após a indução da 

ovulação, os embriões foram colhidos e avaliados quanto ao estágio de 

desenvolvimento embrionário e grau de qualidade. Dois terços dos embriões 

foram destinados à criopreservação, dos quais metade foi congelada pelo 

método convencional, com curva de resfriamento de –0,5ºC/min e a outra 

metade foi vitrificada pela técnica de Cryotop. Em seguida, foram 

descongelados e transferidos para receptoras sincronizadas, de maneira 

contemporânea aos embriões frescos. No Experimento 2, 31 fêmeas da raça 

Nelore foram superovuladas com 133 mg de FSH suíno e os dois terços dos 

embriões colhidos foram criopreservados e transferidos semelhantemente ao 

Experimento 1. No Experimento 3, 67 vacas lactantes e novilhas da raça HPB 

foram superovuladas com 500 e 300 UI de FSH suíno, respectivamente, e após 

a colheita dos embriões foram adotados os mesmos procedimentos realizados 

nos Experimentos 1 e 2. Os resultados foram analisados por modelos lineares 

generalizados e estão apresentados na forma de média dos quadrados 

mínimos ± erro padrão. Nos Experimentos 1 e 2, os embriões transferidos a 

fresco apresentaram maior taxa de concepção aos 30 dias do que os 

vitrificados e congelados (54,8±7,4a, 17,7±7,3b e 19,5±6,6%b; respectivamente; 

P≤0,0013) na raça Sindi (n=231 embriões) e (46,0±6,1a; 31,2±5,4b e 

28,1±5,3%b; respectivamente, P≤0,04) na raça Nelore (n=297 embriões). O 

estágio de desenvolvimento embrionário parece não ter influenciado as taxas 

de concepção dos embriões zebuínos, especialmente dos criopreservados. No 
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experimento 3, as taxas de concepção aos 30 dias entre embriões frescos 

(n=58), vitrificados (n=50) e congelados (n=62) foram semelhantes (37,4±12,3, 

24,5±11,3 e 21,0±9,5%; respectivamente; P>0,15) e, também, não houve 

diferença na criotolerância entre mórulas e blastocistos (P>0,10). 

Palavras-chave: Produção in vivo de embriões; Bos taurus, Bos indicus, 

Criopreservação. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the cryotolerance of morulae and 

blastocysts produced in vivo in Sindhi and Nelore (Bos indicus) and Holstein 

(Bos taurus) donnors. In Experiment 1, 24 lactating and non-lactating Sindhi 

donnors were superovulated with 100 mg porcine FSH with protocols in which 

the last two FSH treatments were replaced or not by 300 IU eCG. Embryos 

were collected 7 days after ovulation induction and embryo development and 

quality degree were accessed. Two thirds of the embryos were cryopreserved, 

by the conventional freezing or Cryotop method. After that, embryos were 

thawed and transferred to synchronized recipients, simultaneously to fresh 

embryos. In Experiment 2, 31 Nelore cows were superovulated with 133 mg 

porcine FSH and two thirds of the embryos were cryopreserved and transferred 

similarly to Experiment 1. In Experiment 3, 67 Holstein lactating dairy cows and 

heifers were superovulated with 500 and 300 IU pFSH, respectively, and the 

same procedures were performed as in Experiments 1 and 2. Results were 

analyzed using generalized linear models and are presented as least squares 

means ± standard error. In Experiments 1 and 2, fresh embryos had a higher 

conception rate at Day 30 than those vitrified and frozen (54.8±7.4a, 17.7±7.3b 

and 19.5±6.6%b; respectively; P≤0.0013) in Sindhi donnors (n=231 embryos) 

and (46.0±6.1a; 31.2±5.4b and 28.1±5.3%b; respectively; P≤0.04) in Nelore 

donors (n = 297 embryos). Embryo developmental stage seems to have not 

influenced conception rates of Zebu embryos, especially cryopreserved ones. 

Finnaly, in Experiment 3, conception rates of fresh and cryopreserved embryos 

were similar (37.4±12.3, 24.5±11.3 and 21.0±9.5%; respectively, P>0.15) and 

also no difference was detected for the cryotolerance of morulae versus 

blastocysts (P>0.10). 

Keywords: In vivo produced embryos, Bos taurus, Bos indicus, 

Cryopreservation. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, composto 

por aproximadamente 190 milhões de cabeças, sendo representado, 

principalmente, por gado de corte com predominância da raça Nelore, devido à 

sua ótima adaptabilidade às regiões brasileiras (VIANA, 2007). 

A demanda crescente por animais de elevado mérito genético tem 

impulsionado o uso de técnicas avançadas de biotecnologia, notadamente 

aquelas associadas à reprodução, tais como a produção de embriões por 

superovulação (SOV), produção in vitro de embriões (PIVE), transferência 

nuclear, clonagem, entre outras. 

A necessidade de utilização dessas biotécnicas tem se difundido 

amplamente entre os criadores de bovinos de elite, como forma de recompor e 

melhorar as linhagens populacionais. Estas técnicas trouxeram uma velocidade 

significativa à pressão da seleção genética, e sendo utilizadas de maneira 

consciente tornar-se-ão uma ferramenta de grande valia à pecuária nacional. 

A transferência de embriões bovinos (TE) no Brasil foi iniciada na década 

de 70, primeiramente, utilizando embriões importados e, posteriormente, 

coletados no país. Esta atividade desenvolveu-se gradualmente, assumindo 

grande importância econômica. E, nos últimos anos, novas biotecnologias 

foram desenvolvidas e incorporadas, ampliando o conceito da TE, dentre as 

quais a fecundação in vitro (FIV) ou PIVE revolucionou o mercado e o país 

tornou-se o maior produtor mundial de embriões bovinos, respondendo por 

aproximadamente um quarto do total das transferências realizadas no mundo 

(VIANA, 2007). 

Outra característica do mercado atual é o predomínio das transferências 

realizadas “a fresco” tanto na TE convencional quanto na FIV, em função dos 

resultados insatisfatórios obtidos com a congelação de embriões taurinos e 

zebuínos. Fato este, que alavancou o mercado de receptoras no país, incluindo 

fornecimento e/ou hospedagem dos animais, sincronização de estros, 

inovulação dos embriões, diagnóstico de gestação e sexagem fetal.    

Existem diferenças claras no que se refere aos grupos genéticos Bos 

taurus e Bos indicus. O zebu tem alta tolerância ao clima tropical 

(adaptabilidade e rusticidade), apresentando uma excelente adaptação ao 
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nosso país. A dinâmica folicular no Bos indicus é caracterizada pela ocorrência 

de duas, três ou quatro ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral 

(RHODES et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997; MOLLO et al., 2007), as 

quais são similares às relatadas para raças européias (SAVIO et al., 1988; 

SIROIS et al., 1988; SARTORI et al., 2004). A despeito da similaridade no 

padrão da dinâmica de crescimento folicular, diferenças importantes na 

fisiologia e no comportamento reprodutivo entre Bos taurus e Bos indicus são 

relatadas. Os animais zebuínos apresentam, em comparação aos taurinos, um 

diâmetro menor do folículo dominante e corpo lúteo (FIGUEIREDO et al., 1997; 

PINHEIRO et al., 1998), menor duração do estro e alta incidência de estros 

noturnos (BARROS et al., 1995; PINHEIRO et al., 1998), maior número de 

folículos menores que 5 mm de diâmetro (SEGERSON et al., 1984; BURATINI 

Jr. et al., 2000; BARUSELLI et al., 2007) e menor capacidade de secreção de 

LH (RHODES et al., 1995). 

Com relação à produção embrionária, também, existem diferenças 

marcantes entre taurinos e zebuínos, principalmente, no que se refere às 

características ultra-estruturais do embrião em diferentes fases do 

desenvolvimento (mórulas e blastocistos; VISINTIN et al., 2002). 

Neste contexto, a criopreservação de embriões é uma ferramenta 

indispensável, pois permite estocar a produção excedente, visto que muitas 

vezes não há disponibilidade de receptoras para inovulação. Ademais, esta 

técnica oferece uma diminuição do custo de transporte do material genético e 

proporciona uma maior segurança zôo-sanitária na comercialização, uma vez 

que estes embriões, quando manipulados segundo as normas da Sociedade 

Internacional de Tecnologia de Embriões (IETS), podem impedir a 

disseminação de várias doenças. 

Dessa maneira, torna-se fundamental a discussão das diferenças morfo-

estruturais entre embriões taurinos e zebuínos e da capacidade de 

criotolerância desses embriões em diferentes estágios de desenvolvimento, 

que, também, competem para o sucesso da técnica de criopreservação a ser 

implementada.  

A presente revisão de literatura visa analisar comparativamente a 

produção in vivo de embriões Bos taurus e Bos indicus, bem como as suas 
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características pertinentes à criotolerância embrionária, de maneira a contribuir 

com os avanços nesta área tão promissora e de fundamental importância no 

panorama da pecuária nacional. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Produção in vivo de embriões bovinos 

A produção in vivo de embriões bovinos através da indução de ovulações 

múltiplas ou SOV é comumente denominada TE e consiste na estimulação dos 

ovários da fêmea bovina através do uso de gonadotrofinas. A SOV tem por 

objetivo estimular o crescimento e a maturação de vários folículos ovarianos 

simultaneamente. E, após a detecção do estro ou indução da ovulação, a 

fêmea é inseminada artificialmente ou recebe a monta natural. Os embriões 

são colhidos 6 a 8 dias após e transferidos a receptoras sincronizadas ou 

criopreservados. 

Na espécie bovina, a primeira TE foi realizada ainda na metade do último 

século. Em termos comerciais, a TE em bovinos iniciou-se nos Estados Unidos 

durante a década de 70. Nesta época, os embriões ainda eram colhidos 

através de laparotomia mediana, o que limitava a difusão desta biotécnica. 

Ainda na metade dos anos 70, técnicos desenvolveram o método de colheita 

não cirúrgica, embora a transferência dos embriões para receptoras 

(inovulação) continuava sendo realizada através de laparotomia do flanco sob 

anestesia local. No final desta mesma década, a colheita e a transferência 

passaram a ser realizadas unicamente por via transcervical. Este fato foi 

decisivo para a expansão da TE no setor produtivo e a criação do “comércio” 

de embriões, tão comum nos dias de hoje. 

 

2.2. Fatores que influenciam a produção de embriões in vivo em 

taurinos e zebuínos 

A variabilidade na produção de embriões por doadora está diretamente 

relacionada à variabilidade de resposta ovariana ao protocolo 

superestimulatório à base de gonadotrofinas. Cerca de 20 a 30% dos animais 

não respondem a protocolos superestimulatórios e/ou não produzem embriões 

viáveis, sendo este um dos grandes entraves dos programas de TE comerciais 

(BARROS & NOGUEIRA, 2001; BARUSELLI et al., 2006). 

Existem muitas diferenças fisiológicas e reprodutivas entre os grupos 

genéticos taurino e zebuíno que devem ser levadas em consideração para a 

obtenção de resultados satisfatórios. Dentre elas, pode-se destacar: diâmetro 
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folicular no momento do desvio, no momento da aquisição da capacidade 

ovulatória, sensibilidade às gonadotrofinas e duração do estro. Tais diferenças 

são fundamentais para a otimização dos protocolos superestimulatórios e 

superovulatórios nessas subespécies (BARUSELLI et al., 2006).  

A partir da caracterização da dinâmica folicular em fêmeas Bos taurus 

(SIROIS et al., 1988; GINTHER et al., 1989) e Bos indicus (BARROS et al., 

1995; FIGUEIREDO et al., 1997) tornou-se possível o controle farmacológico 

do crescimento folicular e ovulação, viabilizando a inseminação artificial em 

tempo fixo (IATF). Similarmente, este controle farmacológico passou a ser 

utilizado para otimizar os protocolos de superestimulação ovariana e SOV em 

doadoras de embrião (BARROS & NOGUEIRA, 2001). 

 

2.2.1. Controle do crescimento folicular e superestimulação 

ovariana 

O início do tratamento superestimulatório com gonadotrofinas é um 

quesito essencial para a otimização da produção de embriões in vivo. 

Protocolos convencionais de superestimulação ovariana utilizavam o dia do 

estro como referência (estro base) e o tratamento com gonadotrofinas era 

iniciado no meio do ciclo estral (8 a 12 dias pós ovulação). Um dos grandes 

entraves deste protocolo era a necessidade de observação de estro e, também, 

a grande variabilidade individual relacionada ao dia da emergência da segunda 

onda folicular (BARUSELLI et al., 2006). 

Muitos estudos demonstraram a importância em se iniciar a 

superestimulação ovariana no momento da emergência da onda folicular 

(NASSER et al., 1993; ADAMS et al., 1994; MAPLETOFT et al., 2002) e que a 

ausência de um folículo dominante neste período melhora a resposta 

superestimulatória e aumenta o número de embriões colhidos (LIMA et al., 

2007). 

Métodos mecânicos, através da ablação do folículo dominante, ou 

farmacológicos, através da utilização do GnRH ou do estradiol associado à 

progesterona, que têm por objetivo controlar a emergência de uma nova onda 

folicular, foram desenvolvidos nos últimos 10 anos (BARUSELLI et al., 2006). 
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Uma das principais estratégias utilizadas para a sincronização da 

emergência da onda folicular em taurinos e zebuínos é a utilização de uma 

fonte de liberação lenta de progesterona em associação ao estradiol. Bó et al. 

(1993; 1995) testaram a associação do estradiol a uma fonte de progesterona 

para induzir a atresia do folículo dominante e sincronizar uma nova onda 

folicular em fêmeas taurinas. Foi observado que a sincronização e emergência 

de uma nova onda folicular ocorreu, aproximadamente, 4 a 5 dias após essa 

associação.  

Outro estudo com novilhas Bos indicus, Bos indicus x Bos taurus e Bos 

taurus mantidas em condições subtropicais, também testou a associação do 

estradiol a uma fonte de progesterona e não foram encontradas diferenças 

entre o intervalo para a emergência de uma nova onda folicular entre essas 

categorias animais (3,1 ± 0,1; 3,3 ± 0,1 e 3,2 ± 0,1 dias; n = 23; P > 0,05; 

respectivamente). No entanto, as novilhas Bos indicus apresentaram o 

recrutamento de um maior número de folículos em relação às novilhas Bos 

taurus (33,4 ± 3,2 vs. 25,4 ± 2,5; P ≤ 0,05; respectivamente), sugerindo uma 

maior probabilidade de resposta superestimulatória às gonadotrofinas pelas 

novilhas Bos indicus (CARVALHO et al., 2008). 

De fato, aproximadamente 20 a 30 folículos (3 a 4 mm de diâmetro) 

emergem durante cada onda de crescimento folicular em fêmeas taurinas 

(ADAMS et al., 1994) e muitos deles têm potencial de atingir tamanho pré-

ovulatório quando estimulados através da administração exógena de 

gonadotrofinas. Por outro lado, em fêmeas zebuínas, a emergência de uma 

onda folicular conta com aproximadamente 45 folículos de 3 a 4 mm de 

diâmetro (BURATINI et al., 2000). Desse modo, pode-se sugerir que zebuínos 

apresentam maior chance em responder a um protocolo superestimulatório e 

superovulatório do que taurinos, que irá refletir diretamente no número de 

estruturas totais e embriões viáveis. 

 

2.2.2. Doses de gonadotrofinas 

Fisiologicamente, sabe-se que o hormônio folículo estimulante (FSH), 

produzido na hipófise anterior, é responsável pela estimulação do crescimento 

folicular ovariano. Em protocolos de superestimulação ovariana, busca-se a 
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estimulação de um maior número possível de folículos de uma mesma onda de 

crescimento folicular, garantindo o desenvolvimento como também a ovulação 

de tais folículos pela aplicação exógena de hormônios. Portanto, é importante 

que a SOV seja iniciada antes do período dominância folicular estar 

estabelecido (MAPLETOFT et al., 2002). 

Dentre as gonadotrofinas utilizadas com maior eficiência para 

superestimulação ovariana, destacam-se a gonadotrofina coriônica eqüina 

(eCG) e o FSH (MAPLETOFT et al., 2002). 

A eCG é produzida nos cálices endometriais de éguas prenhes entre o 

42º e o 150º dia de gestação, possuindo efeito semelhante ao FSH, embora 

também possua ação similar ao LH. Este hormônio tem a conveniência da 

facilidade de aplicação, pois é administrado em dose única. Como 

desvantagens do uso da eCG na SOV, destacam-se a obtenção de resultados 

heterogêneos, variabilidade entre partidas do produto e meia vida prolongada. 

Tais efeitos colaterais indesejáveis podem acarretar falhas de ovulação, 

resposta superovulatória excessiva, ou ainda, a possibilidade formação de 

anticorpos, diminuindo a resposta superovulatória após tratamentos 

subsequentes (BECKERS et al., 1995; ROY et al., 1999; MAPLETOFT et al., 

2002).  

O protocolo de SOV com eCG consiste na aplicação única intramuscular 

(i.m.) de aproximadamente 1500 a 2000 UI para novilhas e 2000 a 3000 UI 

para vacas, dependendo da raça e sub-espécie (BARUSELLI et al., 2006; 

MARTINS et al., 2007). 

O FSH, extraído da hipófise de suínos (FSH-P), é a gonadotrofina mais 

utilizada nos programas de SOV e possui um efeito superior na produção de 

embriões em relação à eCG. No entanto, também apresenta variação na 

resposta superovulatória, que pode ser devido às diferenças individuais entre 

doadoras, raça, pureza e dose do produto. Por outro lado, devido à sua meia 

vida curta (≤ 5 horas), há a necessidade de aplicação a cada 12 horas, durante 

o período de SOV, além de ter um custo superior à eCG (MAPLETOFT et al., 

2002). 

A dose de FSH-P varia conforme o produto, a categoria, o estado 

fisiológico, o escore de condição corporal (ECC), a raça e a individualidade da 
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doadora, sendo que para as raças zebuínas utiliza-se uma dose menor 

(aproximadamente 50% a menos) do que para as taurinas e as novilhas 

necessitam de doses menores do que as vacas. Além disso, estudos recentes 

têm demonstrado resultados similares no número ou porcentagem de embriões 

viáveis produzidos por colheita quando a dose de FSH utilizada foi reduzida 

consideravelmente em relação à dose recomendada na bula dos produtos 

comerciais (MAPLETOFT et al., 2002; BARUSELLI et al., 2006; SOUZA et al., 

2007).  

Os protocolos de SOV com FSH são similares aos empregados com eCG, 

entretanto, ao invés de se fazer apenas uma única aplicação i.m. do produto, 

no caso do FSH recomenda-se fazer oito aplicações com 12 horas de intervalo 

e em doses decrescentes (40% da dose total no primeiro dia de tratamento, 

30% no segundo, 20% no terceiro e 10% no quarto dia).  

 

2.2.3. Indução da ovulação e IATF em fêmeas 

superestimuladas 

A detecção do estro é um dos grandes entraves para sucesso das 

diversas biotécnicas de reprodução assistida e, particularmente, em fêmeas 

superestimuladas, cujo momento do estro, o pico de LH endógeno e a ovulação 

são muito variáveis (BÓ et al., 2006). É consenso que a observação de estro 

em Bos indicus é complicada e sujeita a falha humana, principalmente, porque 

a duração do estro desses animais é curta e, muitas vezes, ocorre no período 

noturno (PINHEIRO et al., 1998). Por outro lado, em Bos taurus, especialmente 

fêmeas de elevada produção leiteira e manejadas sob condições de 

confinamento, também exibem sinais pouco evidentes de estro (LOPEZ et al., 

2004). 

Ademais, sugeriu-se que os folículos não ovulados, após 

superestimulação com gonadotrofinas, possam ter apresentado 

desenvolvimento anormal, ou ainda, não tinham quantidade suficiente de 

receptores de LH para responder de maneira efetiva ao pico pré-ovulatório de 

LH (XU et al., 1995; LIU et al., 1998). 

Por esta razão, muitos estudos foram desenvolvidos a fim de implementar 

a indução da ovulação e a IATF em fêmeas zebuínas e taurinas 
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superestimuladas. Após a sincronização da emergência da onda folicular com a 

associação do estrógeno e do implante de progesterona (dia 0), o tratamento 

superestimulatório é iniciado no dia 4 e injeções de prostaglandina F2α (PGF2α) 

são realizadas no dia 6. A denominação desses protocolos é caracterizada de 

acordo com a retirada do implante de progesterona em relação às aplicações 

de PGF2α. Dessa forma, quando o implante de progesterona é removido no dia 

7 de manhã, o protocolo é denominado P24, ou seja, a fonte progesterona é 

removida 24 horas após a aplicação da PGF2α. Entretanto, quando o implante 

de progesterona é removido no dia 7 de tarde, o protocolo é denominado P36 

(Figura 1). A indução da ovulação é realizada no dia 8 e as IA após 12 e 24 

horas. Não foram encontradas diferenças no número de embriões transferíveis 

entre os tratamentos P24 e P36 (BARROS & NOGUEIRA, 2001; ZANENGA et 

al., 2003, BARUSELLI et al., 2006).   

 

FIGURA 1. Protololo de superestimulação ovariana e SOV conhecido como 

P24, com retirada do implante de progesterona no dia 7 de manhã e P36, com 

retirada do implante de progesterona no dia 7 de tarde, conforme Barros & 

Nogueira (2001). 

 

Nesses estudos, a manutenção do dispositivo de progesterona 24 ou 36 

horas após a aplicação da PGF2α, objetivou controlar de maneira mais precisa 

o pico pré-ovulatório de LH (endógeno) e viabilizar a IATF após a SOV 

(BARROS & NOGUEIRA, 2001; BARUSELLI et al., 2006). A taxa de embriões 

viáveis não aumentou quando o protocolo P36 foi associado à IATF em relação 

ao protocolo clássico P36 com detecção de estro. Entretanto, a utilização de 
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IATF contribuiu para facilitar o manejo dos animais, dispensando a observação 

de estro (NOGUEIRA et al., 2002).  

A indução da ovulação nesse protocolo, geralmente é realizada com LH 

ou GnRH, 12 horas após a remoção da fonte de progesterona, ou seja, 48 

horas após a aplicação da PGF2α (LH48; Figura 2). A ovulação ocorre cerca de 

24 a 36 horas após a indução com LH e os animais podem ser inseminados em 

tempo fixo 12 e 24 horas após a indução da ovulação. (NOGUEIRA & 

BARROS, 2003). 

 

FIGURA 2. Esquema ilustrativo da indução da ovulação na manhã do dia 8 

(LH48) ou na tarde do dia 8 (LH60). No último caso, as IA são realizadas no dia 

9 nos períodos da manhã e da tarde, conforme Barros & Nogueira (2001).  

 

Em um estudo recente que avaliou a indução da ovulação 48 ou 60 horas 

após a aplicação da PGF2α em doadoras da raça Nelore, ou seja, 12 ou 24 

horas após a última aplicação de FSH e retirada do implante de progesterona, 

o atraso na indução da ovulação (grupo LH60) aumentou o número de 

embriões degenerados em relação ao grupo LH48 (1,5 ± 0,3 vs. 0,6 ± 0,3; P ≤ 

0,008; respectivamente) e diminuiu o número de embriões viáveis (3,1 ± 0,5 vs. 

6,2 ± 1,0; P ≤ 0,004; respectivamente). Estes resultados podem ser explicados 

pelo aumento do intervalo entre a primeira e última ovulação no grupo LH60 

(21,0 ± 1,7 vs. 15,0 ± 2,1; h; P ≤ 0,02), ou seja, provavelmente alguns folículos 

desse grupo ovularam com o pico pré-ovulatório de LH endógeno, que ocorreu 

antes do momento da indução da ovulação com LH exógeno (BARUSELLI et 

al., 2006).  
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Em raças taurinas, o protocolo P36 é mais eficaz quando a indução da 

ovulação é realizada 60 horas após a administração da PGF2α (LH60), 

resultando numa melhor resposta superovulatória e maior número de embriões 

viáveis. Rodrigues et al., (2005) observaram uma redução dos folículos não 

ovulados (> 8 mm) no dia da colheita de embriões dos animais em que a 

indução da ovulação foi realizada 60 horas após a aplicação da PGF2α ao invés 

de 48 horas (3,5 ± 0,5 vs. 1,7 ± 0,3; P ≤ 0,05; respectivamente). Entretanto, não 

foram observadas diferenças entre o número de corpos lúteos, números de 

estruturas totais e embriões viáveis. Martins et al., (2005), em um delineamento 

experimental do tipo cross-over com vacas da raça Holandês Preto e Branco 

(HPB) superovuladas e inseminadas artificialmente em tempo fixo, observaram 

o aumento do número de embriões transferíveis quando o LH foi administrado 

60 horas após a aplicação da PGF2α do que 48 horas após (4,9 ± 0,9 vs. 2,3 ± 

0,5; P ≤ 0,05; respectivamente). O número de embriões de qualidade excelente 

(4,0 ± 0,8 vs. 1,6 ± 0,4; P ≤ 0,05) e congeláveis (4,7 ± 0,9 vs. 2,1 ± 0,5; P ≤ 

0,05) também foi maior para o grupo LH60.  

Essas diferenças encontradas com relação ao momento mais apropriado 

para a indução da ovulação em fêmeas taurinas e zebuínas superestimuladas 

devem-se às diferenças na fisiologia do crescimento folicular dessas duas 

subespécies, especialmente, ao diâmetro do folículo dominante no momento do 

desvio e à aquisição da capacidade ovulatória. O diâmetro médio do folículo 

dominante no momento do desvio é de 8,5 mm nas raças taurinas (GINTHER 

et al., 1996; SARTORI et al., 2001) e de 6,0 a 6,3 mm nas raças zebuínas 

(GIMENES et al., 2005a; SARTORELLI et al., 2005). Além disso, a capacidade 

ovulatória é adquirida quando o folículo dominante atinge 10 mm de diâmetro 

em vacas da raça HPB (SARTORI et al., 2001) e entre 7 e 8,4 mm em novilhas 

Nelore (GIMENES et al., 2005b). Sendo assim, o atraso na indução da 

ovulação em fêmeas taurinas tem por objetivo proporcionar maior tempo para 

que a maioria dos folículos superestimulados atinja a capacidade ovulatória e 

tornem-se passíveis de ovular frente ao estímulo do agente indutor da ovulação 

(GnRH ou LH). 

Com o objetivo de melhorar a resposta superestimulatória das doadoras 

de embriões Bos indicus, alguns estudos preconizaram alterações no protocolo 
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superestimulatório à base de gonadotrofinas, com a finalidade de aumentar o 

crescimento folicular, a taxa de ovulação e a produção embrionária. Barros et 

al. (2007) testaram a substituição das duas últimas aplicações de FSH-P por 

eCG em vacas Nelore e observaram melhora na resposta superestimulatória 

(folículos ≥ 6 mm no momento da indução da ovulação) dos animais tratados 

com FSH-P/eCG em relação aos animais tratados apenas com FSH-P (21,05 ± 

2,76 vs. 15,25 ± 2,06; P < 0,01; respectivamente). O número total de estruturas 

colhidas, também, foi maior no grupo FSH-P/eCG (10,0 ± 1,48 vs. 6,65 ± 1,18; 

P ≤ 0.03). No entanto, o número de embriões viáveis não diferiu entre os 

tratamentos. Outro estudo semelhante com novilhas Nelore não corroborou tais 

informações (SARTORI et al., 2009).  

Como a dose de FSH-P no último dia do tratamento superestimulatório 

equivale a 10% do total de FSH-P administrado ao animal, acredita-se que a 

substituição por eCG, neste momento, possa ter a função de aumentar o 

crescimento folicular e, consequentemente, a taxa de ovulação, principalmente 

pela atividade de LH mimetizada pelo eCG após a fase de desvio folicular, 

refletindo positivamente na produção embrionária. Estudos semelhantes vêm 

sendo conduzidos com vacas holandesas e de outras raças, para confirmar 

este efeito potencialmente benéfico do eCG no tratamento superestimulátorio 

de fêmeas Bos taurus. 

 

2.3. Criopreservação de embriões bovinos 

Nas ultimas décadas, vários avanços na área da produção animal foram 

alcançados. O primeiro grande passo foi obtido com o sucesso da 

criopreservação dos gametas masculinos. Isso permitiu a comercialização 

nacional e internacional de sêmen de animais geneticamente superiores, 

contribuindo desta forma, para um ganho genético nos rebanhos mundiais 

tanto de corte quanto de leite. Com o desenvolvimento das técnicas de TE e 

PIVE tornou-se possível, que fêmeas de alto valor genético também 

contribuíssem de forma mais efetiva para o melhoramento genético, pois, 

semelhante ao que aconteceu com o sêmen, foi possível a comercialização 

deste material genético através de embriões criopreservados (RUMPF et al., 

2004). 
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Os primeiros relatos de criopreservação de embriões de mamíferos foram 

realizados por Whittinghan et al., em 1972 com embriões de camundongo. Em 

1973, Wilmut e Rowson obtiveram o primeiro bezerro proveniente de um 

embrião congelado, descongelado e transferido para uma receptora. Desde 

então, inúmeros trabalhos têm sido desenvolvidos por pesquisadores de todo 

mundo visando melhorar os métodos de criopreservação, de forma a diminuir 

os danos que este procedimento causa ao embrião. 

A criopreservação é um procedimento que expõe o embrião a várias fases 

de congelação pela ação de fatores físicos, químicos e biológicos. Esses 

fatores podem causar lesão na zona pelúcida, membrana ou citoesqueleto 

celular e distúrbios metabólicos. Tais defeitos celulares levam à perda do 

controle celular e, eventualmente, à morte por apoptose ou necrose (LANDIM-

ALVARENGA et al., 2007).  

Durante a criopreservação, três tipos de danos podem ser distinguidos de 

acordo com as faixas de temperatura que o embrião atravessa: temperaturas 

entre +15 e –5°C, a crioinjúria afeta predominantemente as gotas lipídicas 

citoplasmáticas e os microtúbulos, incluindo o fuso meiótico (AMAN & PARKS, 

1994; LEIBO et al., 1996). Enquanto que este último pode ser reversível, o 

primeiro é irreversível e, ovócitos ricos em lipídeos e embriões de algumas 

espécies podem não sobreviver após o processo de criopreservação (VAJTA & 

NAGY, 2006). Entre –5 e –80°C, a formação de cristais de gelo extra e, 

predominantemente, intracelular é a principal forma de crioinjúria. Finalmente, 

danos de fratura na zona pelúcida ou no citoplasma ocorrem entre –50 e –

150°C (RALL & MEYER, 1989). Durante o aquecimento, os mesmos tipos de 

injúria podem ocorrer, obviamente, na ordem inversa (VAJTA & NAGY, 2006). 

A extensão da crioinjúria depende do tamanho e tipo celular, da 

permeabilidade das membranas ao crioprotetor e da qualidade e sensibilidade 

do embrião à criopreservação. E, todos esses fatores, podem ainda variar de 

acordo com a espécie, estágio de desenvolvimento embrionário e a origem 

(embriões produzidos in vivo ou in vitro). Entretanto, os embriões têm a 

capacidade de reparar os danos causados pela criopreservação total ou 

parcialmente e, continuar seu desenvolvimento, levando a gestação a termo. 
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Dessa forma, o propósito da criopreservação de embriões é minimizar a 

crioinjúria e auxiliar na regeneração celular (VAJTA & KUWAYAMA, 2006). 

Todas as estratégias utilizadas para minimizar as crioinjúrias baseiam-se 

em dois fatores fundamentais: o uso de crioprotetores e curvas ótimas de 

resfriamento e reaquecimento (VAJTA & KUWAYAMA, 2006). Dentre as 

metodologias que incluem a técnica de criopreservação de embriões, duas 

merecem destaque especial: a congelação tradicional lenta e a vitrificação 

(DATTENA et al., 2000; VAJTA & KUWAYAMA, 2006). 

 

2.3.1. Congelação lenta versus vitrificação 

As técnicas tradicionais de congelação foram introduzidas primeiramente 

e, podem ser interpretadas como um delicado balanço entre vários fatores que 

podem causar danos tóxicos, osmóticos, fraturas celulares e formação de 

cristais intra e extracelular (VAJTA & KUWAYAMA, 2006). 

Na congelação tradicional lenta, os embriões permanecem em soluções 

que contêm substâncias crioprotetoras numa concentração de 

aproximadamente 1 a 2 mol/L, para então, serem envazados em mini palhetas 

de 0,25 mL. As palhetas são lacradas e colocadas em uma máquina de 

congelação estabilizada a –6°C. O resfriamento ocorre rapidamente até a 

temperatura de –6°C, quando a indução à cristalização (seeding) é realizada. 

Os passos subsequentes são totalmente controlados pela máquina e as taxas 

de resfriamento variam entre 0,3 e 1°C/min até que temperatura atinja –32°C, 

quando as palhetas são submergidas diretamente no nitrogênio líquido e 

armazenadas em botijões criogênicos (VAJTA & NAGY, 2006). 

O mecanismo de ação dos crioprotetores não está totalmente elucidado, 

entretanto, sabe-se que o seu papel é reduzir o ponto de solidificação das 

soluções durante a congelação, aumentando a taxa de sobrevivência das 

células. Essa característica é benéfica por promover um maior tempo para a 

desidratação celular, diminuindo a formação de cristais de gelo intracelular. 

Uma segunda função do crioprotetor parece ser a sua interação com a 

membrana celular, exercendo uma ação estabilizadora durante as mudanças 

de estado físico e, talvez até mais importante, durante a descongelação 

(MAZUR, 1970).  
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Na técnica de congelação lenta, os danos tóxicos e osmóticos parecem 

não ser tão graves, já que são utilizadas baixas concentrações das soluções 

crioprotetoras (VAJTA & NAGY, 2006). No entanto, essa concentração é 

insuficiente para prevenir a formação de cristais de gelo intracelular, 

prejudicando a recuperação e sobrevivência das células embrionárias (LEIBO 

et al., 1993; DATTENA et al., 2000; LAZAR et al., 2000; PAPADOPOULOS et 

al., 2002; LOPATAROVA et al., 2002, 2006). A baixa velocidade de 

resfriamento, associada à indução da cristalização, resulta na cristalização de 

parte da solução que contém o embrião, consequentemente, ocorre um 

aumento da concentração de íons, macromoléculas e outros componentes, 

incluindo os crioprotetores, permitindo a desidratação das células embrionárias. 

Essa desidratação deve atingir um ponto de equilíbrio, para não causar danos 

osmóticos relevantes e deformação celular (MAZUR, 1984). O aumento da 

concentração final do crioprotetor, neste caso, ocorre em baixas temperaturas, 

nas quais o efeito tóxico é minimizado (VAJTA & NAGY, 2006).  

Por outro lado, a vitrificação é um método de criopreservação através do 

qual ocorre a solidificação da solução que contém o embrião (estado vítreo), 

sem a formação de cristais de gelo intracelular, uma vez que a passagem pela 

zona crítica de resfriamento ocorre de maneira muito rápida. Este nome refere-

se à aparência macroscópica dessa solução, que se mostra clara e 

transparente. Para tanto, são necessárias elevadas taxas de resfriamento e 

aumento da concentração dos crioprotetores (VAJTA et al., 1998; VAJTA et al., 

2000).   

Os crioprotetores utilizados nas técnicas de vitrificação são os mesmos 

utilizados na técnica de congelação lenta, entretanto, a escolha baseia-se 

naquele com menor toxicidade e maior permeabilidade à membrana dos 

embriões. Dessa forma, o etilenoglicol tornou-se o crioprotetor mais utilizado 

nos protocolos de vitrificação, sendo comum combinação de dois ou até três 

tipos de crioprotetores, com a finalidade de diminuir a toxicidade individual 

específica (VAJTA et al., 2000; VAJTA & NAGY, 2006). 

Há cerca de 15 anos, a técnica de vitrificação de embriões em palhetas 

de 0,25 mL submergidas diretamente em nitrogênio líquido, alcançava taxas de 

resfriamento de aproximadamente 2500°C/min e a concentração de 
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crioprotetores requerida era de 5 a 7 M (PALASZ & MAPLETOFT, 1996). No 

entanto, com o aumento da taxa de resfriamento, a concentração dos 

crioprotetores pode ser reduzida e vice-versa, tornando a vitrificação uma 

alternativa competitiva à congelação tradicional lenta (VAJTA & KUWAYAMA, 

2006). 

A maneira mais eficiente em aumentar a taxa de resfriamento é a 

utilização do menor volume possível da solução crioprotetora que contém o 

embrião e estabelecer o contato direto dessa solução com o nitrogênio líquido 

(VAJTA & NAGY, 2006). 

Por esta razão, a idéia de se utilizar palhetas de 0,25 mL com diâmetro 

reduzido, as “open pulled straws” (OPS), trouxe um grande avanço à técnica de 

vitrificação. Neste método a velocidade de resfriamento atinge cerca de 15.000-

30.000°C/min, o que permite redução de 30% da concentração dos 

crioprotetores (VAJTA et al.,1998; VAJTA et al., 2000; MASSIP, 2001).  

Os embriões são armazenados na OPS pelo fenômeno da capilaridade, já 

que o seu diâmetro é aproximadamente metade do diâmetro da palheta de 0,25 

mL e o volume da solução que contém o(s) embrião(ões) é da ordem de 1 a 2 

µL. Ademais, esta técnica é simples, rápida e não requer um equipamento caro 

(VAJTA et al., 1998). 

Outra técnica bastante inovadora, o “Cryotop”, é uma versão avançada 

das técnicas que abordam a utilização de um “volume mínimo” de crioprotetor, 

oferecendo inúmeros benefícios relacionados ao aumento das taxas de 

resfriamento e aquecimento. No caso do Cryotop, as taxas de resfriamento e 

aquecimento (desvitrificação) podem atingir patamares superiores a 

40.000°C/min, contribuindo efetivamente com uma melhor sobrevivência 

embrionária pós vitrificação (KUWAYAMA et al., 2007). 

O benefício da redução no volume do crioprotetor tanto no capilar (OPS) 

quanto na haste de vitrificação (Cryotop) é a indução de uma congelação mais 

acelerada, que inibe a formação de cristais intracelulares e lesões na zona 

pelúcida (LEIBO et al., 1993; DATTENA et al., 2000; LAZAR et al., 2000; 

PAPADOPOULOS et al., 2002; LOPATAROVA et al., 2002, 2006; KUWAYAMA 

et al., 2007). Além disso, a técnica de Cryotop utiliza um volume ainda menor 
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de crioprotetor (< 0,1 µL) quando comparado ao método da OPS (2 µL) 

(MORATÓ et al., 2008). 

Não há uma definição específica sobre a quantidade de volume de 

crioprotetor utilizado para que o método de vitrificação seja definido como uma 

técnica de “volume mínimo”. No entanto, de acordo com o significado deste 

termo, pode-se defini-lo como um volume inferior a 1 µL, sendo que técnicas 

que utilizam de 1 a 5 µL não são classificadas como técnicas de “volume 

mínimo” (KUWAYAMA et al., 2007). 

A despeito do avanço das inúmeras técnicas de vitrificação existentes, 

sua aplicação continua restrita a laboratórios experimentais, ou é pouco 

utilizada nas rotinas comerciais de criopreservação de embriões bovinos, 

principalmente, pela dificuldade da realização da transferência direta dos 

embriões. A desvitrificação requer passos importantes de rehidratação e 

retirada da solução crioprotetora, que devem ser realizados com o auxílio de 

um estereomicroscópico, para que, então, os embriões sejam reenvazados e 

transferidos à receptoras (VAJTA & KUWAYAMA, 2006). Um estudo recente 

comparou a congelação convencional (CC) com um novo método de 

vitrificação com transferência direta dos embriões (TD) e, os resultados de 16 

transferências mostraram que as taxas de concepção dos embriões dos grupos 

CC e TD foram de 38% (3/8) e 50% (4/8), respectivamente (PRYOR et al., 

2010). Este último estudo mostrou grandes passos da evolução da técnica de 

vitrificação, que busca tornar-se uma técnica mais eficiente e competitiva no 

mercado. Contudo, esses resultados preliminares devem ser analisados com 

cautela, visto que o número de transferências realizadas foi muito restrito e não 

permitiu uma comparação estatística entre os grupos. 

Outro ponto relevante é o potencial de transmissão de doenças através 

da estocagem em nitrogênio líquido. Especialmente, para as técnicas que 

preconizam o contato direto da solução que contém o embrião com o mesmo. 

No entanto, alternativas vêm sendo implementadas a fim de minimizar este 

problema, através no uso de nitrogênio esterilizado ou técnicas em que o 

embrião não permanece em contato direto com o nitrogênio líquido (VAJTA & 

NAGY, 2006). 
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2.3.2. Particularidades da criopreservação de embriões 

taurinos e zebuínos 

Com relação à criopreservação de embriões taurinos e zebuínos, pode-se 

dizer que esta é largamente utilizada na transferência comercial de embriões 

provenientes de vacas taurinas devido às taxas de sobrevivência dos embriões 

congelados/descongelados serem próximas às dos embriões transferidos a 

fresco. Hasler et al. (2001), num estudo restrospectivo, reuniram dados de 

transferência de embriões taurinos, frescos e criopreservados pelo método 

tradicional lento, utilizando o glicerol como crioprotetor. Verificaram que não 

houve diferença nas taxas de concepção de embriões congelados em relação 

aos transferidos frescos (Tabela 1).  

 

TABELA 1. Taxa de concepção de embriões transferidos a fresco versus 

congelados em glicerol em dois estudos, de 1987 a 1995. Adaptado de Hasler 

et al. (2001). 

 Embriões Frescos Embriões Congelados 

 
Transferências 

(n) 

Taxa de 

Concepção 

(%) 

Transferências 

(n) 

Taxa de 

Concepção 

(%) 

Estudo 1     

1987 2512 68,6 1174 61,3 

1988 2716 67,3 1290 58,5 

1991 1960 70,1 1479 57,5 

1992 1835 67,2 1354 56,7 

Estudo 2 

(Doadoras) 

    

Leite 7457 68,5 4038 58,8 

Corte 1566 67,3 1259 57,2 

P > 0,05 

 

O estudo acima descrito é uma metanálise e os dados de transferência de 

embriões frescos e congelados não são contemporâneos, o que dificulta uma 

comparação direta entre esses dois grupos experimentais. Em contrapartida, a 
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compilação desses resultados, nos fornece um elevado número de 

transferências realizadas, o que, indubitavelmente, é um dado relevante à 

sobrevivência de embriões taurinos criopreservados. 

Ainda com relação à comparação das duas técnicas de criopreservação, 

Loparatova et al. (2002) demonstraram maior taxa de sobrevivência, avaliada 

pelo cultivo in vitro por 72 horas, de embriões em estágio avançado 

criopreservados pela vitrificação em OPS quando comparados com o método 

convencional. Os mesmos autores, também, avaliaram a taxa de concepção 

após a transferência de embriões taurinos produzidos in vivo, que foram 

criopreservados pela vitrificação em OPS (VAJTA et al., 1998) ou pelo método 

convencional de congelação. Obtiveram taxas de concepção similares na 

transferência de mórulas, blastocistos iniciais e blastocistos expandidos 

criopreservados pelo método convencional ou vitrificados em OPS. No entanto 

o número de unidades experimentais utilizado nesse experimento não permitiu 

uma avaliação estatística precisa (LOPARATOVA et al., 2006; Tabela 2). 

 

TABELA 2. Taxas de concepção de embriões taurinos congelados e vitrificados 

em diferentes estágios do desenvolvimento embrionário. Adaptado de 

Loparatova et al. (2006).  

Estágio de 

desenvolvimento 

Método de 

criopreservação 

Embriões 

transferidos (n) 

Taxa de 

concepção (%) 

Mórula 
Vitrificação 22 54,5 

Convencional 25 56,0 

Blastocisto inicial 
Vitrificação 30 53,3 

Convencional 31 58,1 

Blastocisto 

expandido 

Vitrificação 26 57,7 

Convencional 29 48,3 

P > 0,05 

 

Outro estudo também não encontrou diferença entre as taxas de 

concepção de 873 embriões frescos ou congelados/descongelados, 

provenientes de vacas holandesas lactantes e não lactantes (45,8 vs. 43,1%; P 

> 0,05; respectivamente; Revisado por VASCONCELOS et al., 2006). 
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Entretanto, congelação convencional de embriões zebuínos parece ser 

problemática, não apresentando resultados similares àquela com embriões 

taurinos (ZANENGA et al., 1993). Sartori et al. (2008) realizaram um estudo 

com embriões zebuínos produzidos in vivo e verificaram que a sobrevivência 

de embriões congelados/descongelados pelo método tradicional foi menor do 

que dos embriões frescos, quando estes foram cultivados in vitro por 72 horas, 

simultaneamente. 

 

2.3.3. Diferenças morfo-estruturais de embriões frescos e 

criopreservados  

Visintin et al. (2002) verificaram que embriões produzidos in vivo frescos 

apresentavam formato discoidal delimitado pela zona pelúcida. As mórulas 

compactas apresentavam textura homogênea e a disposição dos blastômeros 

foi similar tanto na raça Nelore como na HPB. Nos blastocistos, a camada 

trofoblástica, circundando a blastocele e a massa celular interna (botão 

embrionário), apresentava aspecto irregular, sendo que a comunicação 

intercelular é realizada pelos desmossomos e junções intercomunicantes. Este 

arranjo e disposição dos blastômeros nesta fase de desenvolvimento também 

foi observado por outros autores independentemente da sub-espécie analisada 

(IWASAKI et al., 1990; FARIN et al., 1995; ABE et al., 1999; CROSIER et al., 

2000; FAIR et al., 2001). 

Nas mórulas, foram encontradas cavidades de dimensões variadas entre 

as células periféricas, algumas dispostas mais internamente, sugerindo um 

processo de acúmulo de líquido após a fase de compactação para a formação 

posterior da blastocele. A formação da blastocele é fundamental para que haja 

a diferenciação dos blastômeros nas células trofoblásticas e nas células que 

irão compor o botão embrionário (VISINTIN et al., 2002).  

Nos blastocistos, a membrana plasmática das células trofoblásticas que 

fazia contato com o espaço perivitelínico, apresentava inúmeras 

microvilosidades responsáveis pela captação de moléculas e íons, sendo 

comum encontrar debris celulares neste espaço (VISINTIN et al., 2002). 

Células que se encontram em processos degenerativos ou apoptose não 

apresentam arranjo anormal e são similiares às observadas na camada 
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trofoblástica e massa celular interna (VISINTIN et al., 2002). Outros autores 

obtiveram os mesmos achados em embriões de bovinos (ESPER & BARBOSA, 

1991), de camundongos (BRISON & SCHULTZ, 1997) e de equinos 

(ALVARENGA, 1995). Esse fato traduz a capacidade de regulação do número 

de blastômeros, que é baseado na capacidade do embrião de remover células 

que exibem potencial redução durante desenvolvimento embrionário (VISINTIN 

et al., 2002). 

No que se refere ao arranjo das organelas citoplasmáticas, algumas 

diferenças são notadas em relação ao acúmulo de gotas de lipídeos, 

fagossomos e mitocôndrias. As gotas de lipídeos são mais numerosas em 

embriões provenientes da raça HPB (VISINTIN et al., 2002). Embriões 

provenientes da raça Nelore apresentam maior número de fagossomos com ou 

sem a fusão dos lisossomos e mitocôndrias. Estas diferenças também foram 

encontradas por Esper & Barbosa (1991). 

Apesar dessas diferenças marcantes, os embriões submetidos aos 

processos de criopreservação apresentam sinais evidentes de degeneração e 

morte celular quando comparados com embriões frescos, principalmente na 

raça Nelore (VISINTIN et al., 2002). Ocorreu um aumento do espaço 

perivitelínico e algumas deformidades em relação ao tamanho original dos 

blastocistos, que pode ser explicado pela reexpansão incompleta durante a re-

hidratação celular, após a remoção do crioprotetor. Alvarenga (1995) observou 

alterações semelhantes em embriões eqüinos, que incluem um rearranjo 

anormal das moléculas de lipídeos e proteínas das membranas, provocando 

alterações na permeabilidade plasmática e metabolismo celular. Debris 

celulares foram observados no espaço perivitelínico e na blastocele, sugerindo 

a ocorrência de lise celular após o processo de criopreservação (VISINTIN et 

al., 2002). 

A manutenção da morfologia das células embrionárias pós-

descongelação, tanto na raça Nelore como HPB, foi superior quando se utilizou 

a congelação lenta em comparação à vitrificação. No entanto, os embriões 

taurinos mostraram-se mais resistentes ao processo de vitrificação do que 

embriões zebuínos (VISINTIN et al., 2002). 
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Outros achados relevantes pós descongelação nos dois grupos genéticos 

referem-se à uma redução significativa das microvilosidades das células 

trofoblásticas, aumento de vesiculações citoplasmáticas e vacuolizações 

mitocondriais (VISINTIN et al., 2002). 

 

2.3.4. Estágio de desenvolvimento embrionário 

A sobrevivência de embriões de ruminantes após a criopreservação e 

inovulação em receptoras sincronizadas é maior nos embriões em estágio de 

desenvolvimento avançado (COCERO et al., 1996; MASSIP et al., 2001). O 

período crítico no desenvolvimento embrionário em bovinos ocorre em 

embriões nos estágios de 8 a 16 células, no qual estes passam a adquirir o 

controle do seu desenvolvimento, através da ativação do genoma embrionário 

(GARCIA-GARCIA et al., 2006). 

Carvalho et al. (1996) avaliaram a taxa de sobrevivência de diferentes 

estágios de desenvolvimento de embriões zebuínos produzidos in vitro e 

mostraram que, a idade destes embriões afeta o sucesso da congelação, 

sendo que blastocistos expandidos (Bx) apresentaram maiores taxas de 

eclosão pós descongelação que blastocistos iniciais (Bi) e blastocistos (Bl). Da 

mesma forma, Varago et al. (2006) observaram maior sobrevivência 

embrionária no cultivo pós desvitrificação de Bx quando comparados a Bl 

produzidos in vitro (21,8% vs. 4,7%; n = 64/grupo; respectivamente), apesar de 

terem relatado que todos os embriões perderam de 1 a 2 pontos na 

classificação durante desenvolvimento pós desvitrificação. Porém, nestes 

experimentos, por se tratarem de embriões produzidos in vitro, não foram 

incluídas as mórulas, já que se acredita que sua sobrevivência à 

criopreservação é ainda menor. 

Garcia-Garcia et al. (2006) estudando a sobrevivência de embriões ovinos 

congelados, concluíram que a habilidade dos embriões para desenvolvimento 

in vitro pós descongelação é afetada pelo estágio de desenvolvimento, já que 

encontraram maior taxa de sobrevivência para blastocistos quando 

comparados a mórulas (83,7%; n = 43 vs. 46,3%; n = 43; P ≤ 0,005; 

respectivamente). Adicionalmente, não houve diferença entre desenvolvimento 
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in vitro de blastocistos frescos e congelados (92,5%; n = 27 vs. 83,7%; n = 43; 

P > 0,05; respectivamente). 

Corroborando esses resultados, outro estudo com embriões produzidos in 

vivo de fêmeas zebuínas avaliou o desenvolvimento in vitro de mórulas e 

blastocistos após serem congelados pelo método tradicional lento. Após 48 

horas de cultivo, a taxa de eclosão foi menor nos embriões criopreservados em 

relação aos frescos (8,3 e 21,5 vs. 56,5 e 77,8 %; mórulas e blastocistos 

criopreservados vs. mórulas e blastocistos frescos; P ≤ 0,05; respectivamente). 

No entanto, com 72 horas, as taxas de eclosão foram similares entre 

blastocistos criopreservados (75,9%), mórulas frescas (78,3%) e blastocistos 

frescos (88,9%), porém as mórulas criopreservadas apresentaram taxa de 

eclosão menor (41,7%; P ≤ 0,05). Estes resultados sugerem que as mórulas de 

origem zebuína são menos resistentes à criopreservação do que os 

blastocistos e os embriões criopreservados apresentam um desenvolvimento 

menor quando comparados aos frescos (SARTORI et al., 2008)  

Abe et al. (1999) observaram através da técnica de microscopia eletrônica 

que blastocistos produzidos in vivo possuem menor número de gotas de 

lipídeos do que mórulas e sugerem que esta característica seja responsável 

pela menor criotolerância das mórulas. Vajta et al. (2000) demonstraram que a 

viabilidade de embriões ovinos e bovinos vitrificados no estágio de blastocisto 

expandido é maior que no estágio de mórula devido a sua maior tolerância ao 

resfriamento depois da formação da blastocele. Além disso, a permeabilidade 

ao crioprotetor pode variar de acordo com o estágio de desenvolvimento, sendo 

outro fator para explicar a diferente sensibilidade à congelação de mórula e 

blastocisto (COCERO et al., 1996; PEDRO et al., 2005).  

No entanto, quando Campos-Chillon et al. (2006) avaliaram a 

criotolerância de mórulas (n = 25) e blastocistos (n = 20) produzidos in vivo 

através do cultivo in vitro pós desvitrificação, observaram que mórulas e 

blastocistos tiveram taxas de reexpansão e eclosão similares (100% vs. 95% 

de taxa de reexpansão; 96% vs. 95% de taxa de eclosão; respectivamente). Os 

autores acreditam que isso pode ser devido à alta competência de 

desenvolvimento de mórulas produzidas in vivo quando comparada às 

produzidas in vitro. Da mesma forma, Khurana & Niemann (2000) não 
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observaram diferença na criotolerância de mórulas e blastocistos produzidos in 

vitro. Corroborando esses resultados, Sartori e Wiltbank (comunicação pessoal) 

compararam a taxa de concepção em 150 vacas holandesas lactantes nas 

quais foram transferidos embriões congelados e não observaram diferença 

entre mórulas e blastocistos (Tabela 3). 

 

TABELA 3. Taxa de concepção de mórulas e blastocistos, provenientes de 

fêmeas da raça HPB, após serem submetidos à congelação tradicional lenta e 

transferidos em vacas HPB lactantes. 

 Taxa de concepção  

(30 dias), % 

Taxa de concepção  

(60 dias), % 

Mórulas (n = 71) 36,7 31,4 

Blastocistos (n = 78) 42,3 29,0 

P > 0,05 

 

Aumentando ainda mais a controvérsia entre os resultados de 

sobrevivência à congelação lenta entre mórulas e blastocistos, trabalhando 

com doadoras da raça Bonsmara, Peres et al. (2006) observaram maiores 

taxas de concepção em receptoras inovuladas com mórulas descongeladas (n 

= 142) quando comparadas a Bi (n = 207) e Bl (n = 157) descongelados (65,5 

vs. 55,5 vs. 45,2%; P ≤ 0,05; respectivamente). Da mesma forma, Rodrigues et 

al. (2007), em um estudo retrospectivo com doadoras de embrião da raça HPB, 

constataram que as taxas de concepção de embriões frescos foram maiores do 

que congelados (43,8; n = 2.634 vs. 39,5%; n = 2.237; P ≤ 0,001; 

respectivamente) e, com relação ao estágio de desenvolvimento embrionário, 

verificaram que a diferença na taxa de concepção entre embriões frescos e 

congelados aumentou conforme o embrião se desenvolveu (Tabela 4).
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TABELA 4. Taxa de concepção aos 25 dias de embriões frescos e congelados 

oriundos de doadoras da raça HPB. Adaptado de Rodrigues et al., 2007. 

 Frescos; % (n) 
Congelados, 

% (n) 

Redução da taxa 

de concepção; % 
P 

Mórulas 44,0 (1.880) 41,3 (1.664) 2,7 0,05 

Blastocistos 

iniciais 
41,8 (773) 33,3 (204) 8,5 0,07 

Blastocistos 45,8 (340) 35,5 (270) 10,3 0,01 

Blastocistos 

expandidos 
42,3 (85) 26,7 (56) 15,6 0,10 
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3. OBJETIVO 

Objetivou-se comparar a vitrificação à congelação lenta de mórulas e 

blastocistos produzidos in vivo em fêmeas taurinas e zebuínas, por meio de 

taxas de concepção em receptoras inovuladas, aos 30 e 60 dias. 

 

4. HIPÓTESES 

1) A viabilidade dos embriões frescos é melhor do que os criopreservados. 

2) Quanto ao estágio de desenvolvimento embrionário, as mórulas taurinas 

e os blastocistos zebuínos são mais criotolerantes. 

3) A técnica de vitrificação é melhor do que a congelação lenta. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1. EXPERIMENTO 1: Criotolerância de mórulas e blastocistos 

produzidos in vivo em fêmeas da raça Sindi  

Local  

A avaliação da criotolerância de mórulas e blastocistos produzidos in vivo 

em fêmeas zebuínas (raça Sindi), foi realizada na Fazenda São José, em 

Ituiutaba, Minas Gerais, nos meses de novembro de 2008 a abril de 2009.  

 

Animais 

Vinte e quatro fêmeas da raça Sindi, nulíparas e primíparas, lactantes e 

não-lactantes, com ECC médio entre 3,0 e 3,5 (escala de 1 a 5; HOUGHTON 

et al., 1990) foram superovuladas com um protocolo comparativo substituindo 

as duas últimas doses de FSH por 300 UI de eCG em metade dos animais, 

num delineamento do tipo cross-over, com intervalo de 35 a 42 dias entre as 

superovulações (SOVs – ANEXO I). 

 

Alimentação 

As fêmeas foram mantidas em sistema de pastejo com Brachiaria 

decumbens, mineralização adequada e água à vontade. 

 

Sincronização da ovulação, superestimulação ovariana e 

superovulação das doadoras Sindi  

Todas as fêmeas tiveram a emergência da onda folicular sincronizada, 

com aplicação intramuscular (i.m.) de 2 mg de benzoato de estradiol (BE - 

Gonadiol®, Intervet/Schering-Plough, Brasil) e inserção de um dispositivo 

intravaginal de liberação lenta de progesterona (DIB®, Intervet International 

GmbH, Alemanha), caracterizando o dia 0 (D0) do protocolo (Figura 3). Quatro 

dias após (D4), iniciaram-se as i.m. de FSH em doses decrescentes com 

intervalo de 12 horas entre as aplicações, totalizando 100 mg de FSH suíno 

(Folltropin-V®, Bioniche Animal Health Canadá Inc, Belleville, Canadá) para as 

fêmeas nulíparas e primíparas (Grupo FSH). No momento da quinta e sexta 

aplicações de FSH (D6), foram realizadas injeções i.m. de 0,150 mg de PGF2α 

(Preloban®, Intervet/Schering-Plough, Brasil). 
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No D7, foram aplicados i.m. em metade dos animais, 300 UI de 

gonadotrofina coriônica equina (eCG - Folligon®, Intervet International B.V., 

Holanda) divididas em duas doses com intervalo de 12 horas, em substituição à 

sétima e oitava aplicações de FSH (Grupo eCG). 

Simultaneamente à oitava aplicação de FSH ou eCG, o dispositivo 

intravaginal de progesterona foi retirado. Dezoito horas após a última aplicação 

de FSH ou eCG, ovulação foi induzida com 0,2 mg i.m. de GnRH 

(Gonadorrelina - Fertagyl®, Intervet/Schering-Plough, Brasil) e as inseminações 

artificiais (IA) foram feitas 6 e 18 h após a aplicação de GnRH (D9). Para todas 

as IA utilizou-se sêmen congelado de um mesmo touro da raça Sindi, testado e 

aprovado previamente em testes pós descongelação. Sete dias após a 

aplicação de GnRH, embriões foram colhidos, avaliados e classificados de 

acordo com estágio de desenvolvimento embrionário (Mo = mórula, Bi = 

blastocisto inicial, Bl = blastocisto e Bx = blastocisto expandido) e grau de 

qualidade (1 = excelente, 2 = bom, 3 = razoável, 4 = pobre e 5 = degenerado), 

de maneira similar à Ahmad et al. (1995) e Sartori et al. (2002). Para a análise 

estátítica, os embriões classificados como Bi, Bl e Bx foram agrupados numa 

única categoria, chamada de BL (Blastocistos). 

Após a colheita dos embriões, cada doadora recebeu duas injeções i.m. 

de 0,150 mg de PGF2α, com intervalo de 24 horas entre as aplicações. 

Grupo FSH (100 mg de FSH)

Grupo FSH/eCG (90 mg de FSH + 300 UI de eCG)

CROSS-OVER

↑ P4
+

BE FSH FSH

FSH

+

PGF-2α

FSH 

ou

eCG

+

↓ P4

GnRH

+

IA IA

Colheita

dos 

embriões

D0 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D15

 

FIGURA 3. Esquema ilustrativo do protocolo de superestimulação ovariana e 

SOV das fêmeas da raça Sindi. 
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Foram realizadas 28 superovulações adicionais com a finalidade de 

aumentar o número de transferências de embriões para a próxima etapa do 

experimento. Para tanto, fêmeas nulíparas e primíparas e multíparas foram 

superovuladas de acordo com o protocolo acima descrito para o grupo FSH. No 

entanto, as fêmeas multíparas receberam a dose total 150 mg de FSH-P. 

 

Colheita dos embriões 

Para a realização das colheitas de embriões, as fêmeas foram contidas 

em tronco individual e após anestesia peridural com 60 mg de cloridrato 

lidocaína a 2% (Pearson Anestésico L®, Eurofarma Laboratórios Ltda., Campo 

Belo, São Paulo, Brasil) a região perineal foi devidamente higienizada. A 

técnica de colheita utilizada foi a não cirúrgica, através da lavagem uterina com 

1 L de Dulbecco Buffered Saline (DPBS) por animal. Para tanto, o balonete do 

catéter de Foley foi posicionado e inflado no corpo uterino justaposto ao óstio 

cranial da cérvix (CASTRO NETO et al., 2004). Após a lavagem uterina, o útero 

foi preenchido com DPBS e o catéter mantido no local com sua abertura 

lacrada por uma presilha de filtro de colheita. Em seguida, as fêmeas foram 

liberadas e retornaram ao tronco 20 a 30 minutos depois, para a recolheita 

através da realização de um segundo lavado com um volume adicional de 500 

mL de DPBS. O lavado uterino foi recolhido em filtro de 75 µm com a devida 

identificação do animal e transportado ao laboratório, onde os embriões foram 

rastreados e avaliados sob um estereomicroscópio (Nikon – SMZ-45, Japão). 

Todos os embriões foram classificados de acordo com o grau de qualidade e 

desenvolvimento, segundo as normas da Sociedade Brasileira de Tecnologia 

de Embriões – SBTE, descritas no Manual de transferência e 

micromanipulação de embriões nas espécies bovina e equina, Embrapa (2008) 

e mantidos em meio de manutenção (TQC Holding Plus, Bioniche, Pullman, 

WA) até momento da criopreservação ou inovulação nas receptoras, no caso 

dos embriões transferidos a fresco. 

 

Criopreservação dos embriões 

Os embriões classificados em graus de qualidade 1 e 2 foram alocados 

de forma balanceada em seis grupos experimentais: mórula fresca, mórula 
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vitrificada, mórula congelada, blastocisto fresco, blastocisto vitrificado e 

blastocisto congelado. 

 

Congelação lenta 

Os embriões criopreservados pelo método da congelação lenta foram 

lavados e mantidos numa solução de etilenoglicol (EG - Solução de tampão 

fosfato salino com BSA 0,4% suplementado com etilenoglicol 1,5 Molar, 

Nutricell, Campinas, Brasil) por 5 minutos, no mínimo, não excedendo o tempo 

máximo de 10 minutos. Em seguida, foram envazados, individualmente, em 

mini palhetas de 0,25 mL, previamente identificadas com o número da doadora, 

o estágio de desenvolvimento embrionário, o grau de qualidade e o nome do 

touro. 

Logo após o envase, as palhetas foram acondicionadas em uma máquina 

de congelação TK 3000 (TK - Tecnologia em Congelação, Uberaba, MG, 

Brasil), que já encontrava-se estabilizada à temperatura de –6°C. Antes de 

iniciar a curva de congelação, as palhetas permaneram por 10 minutos 

estabilizando à –6°C, sendo que após 2 minutos do período de estabilização, 

foi induzida a cristalização (seeding). 

Após o período de estabilização, a taxa padrão de resfriamento instituída 

foi de 0,5°C/minuto até atingir a temperatura de –32°C. Em seguida, as 

palhetas foram submergidas em nitrogênio liquido (N2) e armazenadas em 

botijões criogênicos até o momento da descongelação para a transferência em 

receptoras sincronizadas. 

 

Vitrificação 

Os embriões criopreservados pelo método de vitrificação foram mantidos 

em solução de manutenção até o início do procedimento. 

Os embriões foram vitrificados em hastes de polipropileno de 0,7 mm de 

espessura (Vitri-Ingá®, Ingamed – Produtos Médicos Hospitalares, Perobal, 

Paraná, Brasil) através do método de vitrificação conhecido como “Cryotop”. 

Para tanto, foram utilizadas soluções comerciais de vitrificação (VI-1 e VI-2, 

Vitri-Ingá®, Ingamed – Produtos Médicos Hospitalares, Perobal, Paraná, Brasil). 
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Primeiramente, as hastes de vitrificação foram identificadas com o 

número da doadora, o estágio de desenvolvimento embrionário, o grau de 

qualidade e o nome do touro. Em seguida, foi colocado N2 nos dois 

compartimentos do equipamento de vitrificação (Vitri-Equip®, Ingamed – 

Produtos Médicos Hospitalares, Perobal, Paraná, Brasil - Figura 4) e os 

protetores das hastes foram colocados horizontalmente no vapor de N2 

(compartimento 1), alguns minutos antes de iniciar o procedimento e, então, 

foram mergulhadas verticalmente (compartimento 2), de modo a ficarem 

totalmente submersas. 

           

 

FIGURA 4. Figuras representativas dos compartimentos para vitrificação de 

embriões em hastes. 

 

Em uma placa de petri de 100 mm de diâmetro foram distribuídas gotas 

de aproximadamente 50 µL das soluções de manutenção (SM), solução de 

equilíbrio VI-1 (7,5% Etilenoglicol e 7,5% DMSO) e solução de equilíbrio VI-2 

(15% Etilenoglicol, 15% DMSO e sacarose 0,5M), de acordo com a disposição 

representada na Figura 5. 
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SM SM

VI-1 VI-1

VI-2 VI-2 VI-2

(10 min)

(10 seg) (10 seg) (10 seg)

 

FIGURA 5. Esquema ilustrativo da disposição das gotas das soluções de 

manutenção (SM), solução de vitrificação – 1 (VI-1) e solução de vitrificação – 2 

(VI-2) e das etapas da vitrificação em hastes – “Cryotop”. 

 

Após a lavagem dos embriões na SM, os mesmos foram transferidos para 

a solução de equilíbrio VI-1, permanecendo 10 minutos nesta solução. Em 

seguida, os embriões foram transferidos para a solução de equilíbrio VI-2, 

colocados nas hastes de vitrificação (uma ou duas estruturas por haste - Figura 

6) e, imediatamente, submergidos no N2, totalizando um tempo máximo de 1 

minuto para esse procedimento. 

 

FIGURA 6. Figura representativa de haste de polipropileno para vitrificação dos 

embriões. 

 

Finalmente, as hastes foram introduzidas no protetor que se encontrava 

mergulhado no N2 e armazenadas em botijões criogênicos até o momento da 

desvitrificação para transferência em receptoras sincronizadas (Figura 7). 
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FIGURA 7. Figura ilustrativa do procedimento final de vitrificação de embriões 

em hastes. 

Sincronização das receptoras de embriões 

As receptoras de embriões utilizadas no Experimento 1 foram da raça 

Nelore. Essas fêmeas foram submetidas à avaliação ginecológica, com o 

auxílio de imagens ultrassonográficas e, somente aquelas que estavam 

ciclando, ou seja, aquelas que apresentavam CL em pelo menos um dos 

ovários e não apresentavam acúmulo de líquido no lúmen uterino foram 

submetidas ao protocolo de sincronização. 

Foi utilizado o seguinte protocolo de sincronização da ovulação nas 

receptoras: No D0 foram aplicadas injeções i.m. de 2 mg de benzoato de 

estragiol (BE,Ouro Fino, Cravinhos, SP, Brasil) e 0,075 mg de PGF2α 

(Sincrocio®, Ouro Fino, Cravinhos, SP, Brasil) juntamente com a inserção do 

dispositivo intravaginal de liberação lenta de progesterona (Sincrogest®, Ouro 

Fino, Cravinhos, SP, Brasil). E, no D8, o dispositivo intravaginal foi retirado e 

foram aplicadas injeções i.m. de 0,075 mg de PGF2α, 300 UI de eCG (Folligon®) 

e 0,6 mg de cipionato de estradiol (ECP, Ouro Fino, Cravinhos, SP, Brasil), 

como agente indutor da ovulação. Os embriões foram transferidos nos dias 16, 

17 e 18 do protocolo. 
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Descongelação, desvitrificação e inovulação dos embriões  

Após a contenção da receptora em tronco individual, foi realizada 

anestesia peridural com 60 mg de cloridrato de lidocaína a 2% (Pearson 

Anestésico L®, Eurofarma Laboratórios Ltda., Campo Belo, São Paulo, Brasil) e 

através de avaliação ultrassonográfica, foi identificada a presença, a 

localização, bem como a mensuração do CL. Todos os embriões foram 

inovulados através da técnica transcervical não cirúrgica, com a deposição do 

embrião no terço cranial do útero, ipsilateral ao ovário que continha o CL. Esse 

procedimento foi realizado de forma balanceada para os seis grupos 

experimentais. 

Primeiramente, foram transferidos os embriões frescos (não 

criopreservados), sendo que o período entre a colheita e a inovulação dos 

mesmos não excedeu 6 horas.  

Em seguida, os embriões congelados foram transferidos, sendo 

descongelados somente após a avaliação ultrassonográfica da receptora. Para 

a descongelação, cada palheta foi retirada do N2, mantida em temperatura 

ambiente por 5 segundos e submersa em água aquecida a 30°C por 20 

segundos. Após a descongelação, as palhetas foram introduzidas no 

inovulador e a bainha de inovulação foi protegida por uma camisinha sanitária, 

rompida somente na entrada da cérvix. O processo de desvitrificação exigiu 

maior período de tempo para ser realizado. Portanto os embriões vitrificados 

foram transferidos de maneira intercalada aos embriões congelados, pois uma 

vez desvitrificados, os embriões devem ser transferidos imediatamente. Esse 

procedimento foi adotado de modo a otimizar o intervalo de tempo entre as 

inovulações dos embriões.  

Para a desvitrificação dos embriões, a solução de desvitrificação - 1 (DV-

1, sacarose 1M) foi mantida a 37°C, com o auxílio de uma placa aquecedora. 

Em uma placa de petri de 100 mm de diâmetro, foram distribuídas gotas de 

aproximadamente 200 µL da solução de aquecimento DV-1 (Figura 8). 

As hastes foram retiradas do botijão criogênico e mantidas em uma 

pequena caixa de isopor com N2. Ainda sob o N2, o protetor foi removido da 

haste e, em seguida, a extremidade foi mergulhada na solução DV-1 pré-
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aquecida a 37°C. Os embriões foram transferidos, imediatamente, para a 

segunda gota, aguardando um período de 1 minuto. 

DV-1 DV-1

(1 min)

 

FIGURA 8. Esquema ilustrativo do primeiro passo da desvitrificação dos 

embriões. 

 

Em outra placa de petri de 100 mm, foram distribuídas a solução diluente 

DV-2 (Sacarose 0,5M) e solução tampão DV-3 em gotas de aproximadamente 

200 µL, mantidas à temperatura ambiente. 

Após a permanência de 1 minuto na solução DV-1, os embriões foram 

transferidos para a solução DV-2 e mantidos nesta solução por 3 minutos, 

sendo, em seguida, lavados na solução DV-3 por mais 5 minutos em cada gota 

(Figura 9). Após esse procedimento, os embriões foram transferidos para o 

meio de manutenção, envazados em palhetas de 0,25 mL e transferidos para 

receptoras como acima descrito. 
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DV-2

DV-3 DV-3

(5 min) (5 min)

(3 min)

 

FIGURA 9. Esquema ilustrativo do segundo e terceiro passos da desvitrificação 

dos embriões. 

 

5.2. EXPERIMENTO 2: Criotolerância de mórulas e blastocistos 

produzidos in vivo em fêmeas da raça Nelore 

Local  

O experimento 2 foi proposto como forma de tornar os resultados obtidos 

com embriões zebuínos mais consistentes, já que foram observadas algumas 

variáveis inerentes, principalmente, à realização da técnica de vitrificação que 

podem ter afetado negativamente as taxas de concepção das receptoras. 

Para tanto, o experimento 2, foi desenvolvido na Fazenda Figueira, 

pertencente à Fundação de Estudos Agrários Luiz de Queiroz - FEALQ, no 

distrito de Paiquerê, Londrina, PR, nos meses de novembro de 2009 a março 

de 2010. 

 

Animais 

Trinta e uma fêmeas da raça Nelore não lactantes, com ECC médio entre 

3,5 e 4,0 (escala de 1 a 5; HOUGHTON et al., 1990) foram superovuladas com 

um protocolo comparativo substituindo as duas últimas doses de FSH por 400 

UI de eCG, 4 mg de LH ou 2 mg de LH, aplicados de manhã e a tarde, num 

delineamento do tipo crossover, com intervalo de 35 dias entre as 
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superovulações. As avaliações referentes aos protocolos superovulatórios 

fizeram parte da dissertação de mestrado da aluna Ana Carolina dos Santos 

Oliveira, sob orientação do Prof. Dr. Ciro Moraes Barros e, portanto, não serão 

discutidas no presente trabalho. Contudo, os tratamentos acima foram incluídos 

na análise estatística das taxas de concepção dos embriões frescos, 

vitrificados e congelados.  

 

Alimentação 

As fêmeas foram mantidas em sistema de pastejo com Brachiaria 

decumbens, mineralização adequada e água à vontade. 

 

Sincronização da ovulação, superestimulação ovariana e 

superovulação das doadoras Nelore 

Todas as fêmeas tiveram a emergência da onda folicular sincronizada, 

com aplicação i.m. de 2 mg de BE(Gonadiol®) e inserção de um dispositivo 

intravaginal de liberação lenta de progesterona (Primer®, Tecnopec, Brasil), 

caracterizando o dia 0 (D0) do protocolo (Figura 10). Cinco dias após (D5), 

iniciaram-se as injeções i.m. de FSH em doses decrescentes com intervalo de 

12 horas entre as aplicações, totalizando 133 mg de FSH suíno (Folltropin-V®). 

No momento da quinta e sexta aplicações de FSH (D7), foram realizadas 

injeções i.m. de 0,150 mg de PGF2α (Prolise®, Tecnopec, Brasil). 

No D8, os animais foram alocados em quatro grupos: 

- Grupo FSH (Controle): os animais foram tratados com 133 mg de FSH; 

- Grupo eGG: os animais receberam 400 UI de eCG (Folligon®) divididas 

em duas doses com intervalo de 12 horas, em substituição à sétima e oitava 

aplicações de FSH. 

- Grupo LH2: os animais receberam 2 mg de LH (Lutropin®, Bioniche 

Animal Health Canadá Inc, Belleville, Canadá) divididas em duas doses com 

intervalo de 12 horas, em substituição à sétima e oitava aplicações de FSH. 

- Grupo LH4: os animais receberam 4 mg de LH (Lutropin®) divididas em 

duas doses com intervalo de 12 horas, em substituição à sétima e oitava 

aplicações de FSH. 
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Simultaneamente à última aplicação de FSH, eCG ou LH, o dispositivo 

intravaginal de progesterona foi retirado. Doze horas após a retirada do 

implante, ovulação foi induzida com 12,5 mg de LH (Lutropin®, D9) e as IA 

foram feitas 12 e 24 h após a aplicação de LH. Para todas as IA utilizou-se 

sêmen congelado de oito touros da raça Nelore, testado e aprovado 

previamente em testes pós-descongelação. Sete dias após indução da 

ovulação, embriões foram colhidos, avaliados e, imediatamente alocados em 

seis grupos: mórula fresca, mórula vitrificada, mórula congelada, blastocisto 

fresco, blastocisto vitrificado e blastocisto congelado. 

Após a colheita dos embriões, cada doadora recebeu duas injeções i.m. 

de 0,150 mg de PGF2α, com intervalo de 24 horas entre as aplicações. 

A colheita e criopreservação embrionária foram realizadas de maneira 

semelhante a dos embriões da raça Sindi, e a transferência dos embriões 

frescos, congelados e vitrificados, também, foi contemporânea. 

Grupo FSH (133 mg de FSH)

Grupo eCG (120 mg de FSH + 400 UI de eCG)

CROSS-OVER

↑ P4
+

BE FSH FSH

FSH

+

PGF2α

FSH/eCG/LH

+

↓ P4

LH

+

IA IA

Colheita

dos 

embriões

D0 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D16

Grupo LH2 (120 mg de FSH + 2,0 mg de LH)

Grupo LH4 (120 mg de FSH + 4,0 mg de LH)

 

FIGURA 10. Esquema ilustrativo do protocolo de superestimulação ovariana e 

SOV das fêmeas da raça Nelore. 

 

Sincronização das receptoras de embriões 

Foram utilizadas 470 receptoras da raça Nelore e mestiças. Todas as 

receptoras foram submetidas à avaliação ginecológica, com o auxílio de 
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imagens ultrassonográficas. Das 470 receptoras selecionadas e submetidas ao 

protocolo de sincronização, 430 apresentavam CL ao exame ultrassonográfico.  

Foi utilizado o seguinte protocolo de sincronização da ovulação nas 

receptoras: No D0 foi aplicado 2 mg de BE (Estrogin®, i.m., Farmavet, São 

Paulo, Brasil) e 0,075 mg de PGF2α (Veteglan®, Calier, Barcelona, Espanha) 

juntamente com a inserção do dispositivo intravaginal de liberação lenta de 

progesterona (DIB®). No D8, o dispositivo intravaginal foi retirado e foram 

aplicadas injeções i.m. de 0,075 mg de PGF2α (Veteglan®), 300 UI de eCG 

(Folligon®) e 0,6 mg de cipionato de estradiol (ECP®, Pfizer, São Paulo Brasil), 

como agente indutor da ovulação.  

Os embriões foram transferidos nos dias 16, 17 e 18 do protocolo. Sete 

dias após a transferência, foram aplicados 400 UI de eCG (Novormon®, 

Intervet/Schering-Plough, Brasil) em metade dos animais, com o objetivo de 

avaliar a influência da eCG pós inovulação, nas taxas de concepção aos 30 e 

60 dias (Figura 11 – ANEXO II). 

↑ P4

+
2,0 mg BE

+
½ PGF2α

0,6 mg ECP
+

½ PGF2α

+
300 UI eCG

+
↓ P4

Transferência dos 

embriões

D0 D8 D16

Implante de P4

D17 D18 D23

400 UI

eCG

Com eCG

Sem eCG

D45

DG 

30 dias

D75

DG 

60 dias

 

FIGURA 11. Protocolo das receptoras de embriões da raça Nelore, com e sem 

a aplicação de eCG, 7 dias após a inovulação. 

 

5.3. EXPERIMENTO 3: Criotolerância de mórulas e blastocistos 

produzidos in vivo em fêmeas da raça Holandês Preto e Branco  

Local 

A avaliação da criotolerância de mórulas e blastocistos produzidos in vivo 

em fêmeas taurinas foi realizada nas Fazendas Sant´Anna e Iracema, no 

município de Lins, SP e Fazenda Campestre, no município de São Pedro, SP.  
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Animais 

Trinta e cinco vacas lactantes e 32 novilhas da raça HPB foram 

superovuladas com 500 e 300 UI de FSH, respectivamente, totalizando 67 

superovulações.  

 

Alimentação 

As vacas foram mantidas em sistema de confinamento total (free stall) 

com dieta a base de concentrado, feno e silagem de milho de acordo com a 

produção leiteira, e as novilhas foram mantidas em pasto de Brachiaria 

brizantha, suplementadas com sal mineral e água à vontade.  

 

Sincronização da ovulação, superestimulação ovariana e 

superovulação das doadoras 

O protocolo de superestimulação e SOV para a raça HPB apresentou 

algumas particularidades em relação ao utilizado na raças Sindi e Nelore. 

As vacas em lactação tiveram a emergência da onda folicular 

sincronizada, com aplicação de 3 mg de BE (Gonadiol®) e inserção de um 

dispositivo intravaginal de liberação lenta de progesterona (DIB®), 

caracterizando o dia 0 (D0) do protocolo (Figura 12). Para as novilhas, a 

sincronização da emergência da onda folicular foi realizada com aplicação 2 

mg de BE e inserção do DIB®, 12 h mais tarde, em relação ao início do 

protocolo das vacas (Figura 13).  

Quatro dias após (D4), iniciaram-se as injeções i.m. de FSH suíno 

(Pluset®, Calier, Barcelona, Espanha) em doses decrescentes com intervalo de 

12 horas entre as aplicações, totalizando 500 UI de FSH para as vacas 

lactantes e 300 UI para as novilhas. No momento da quinta e sexta aplicações 

de FSH (D6), foram realizadas injeções i.m. de 0,150 mg de PGF2α (Veteglan®, 

Calier, Barcelona, Espanha). 

O dispositivo intravaginal de progesterona foi retirado simultaneamente à 

última aplicação de FSH. Vinte e quatro horas após a última aplicação de FSH, 

a ovulação foi induzida com 0,25 mg de GnRH (Gonadorelina - Fertagyl®) nas 

vacas lactantes. Nas novilhas, a indução da ovulação foi realizada 12 horas 

após a última aplicação de FSH. Finalmente, as IA foram feitas 12 e 24 horas 
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após a aplicação de GnRH (D9). Para todas as IA utilizou-se sêmen congelado 

de diversos touros da raça HPB, testados e aprovados previamente em testes 

pós descongelação. Oito dias após a aplicação do GnRH, os embriões foram 

colhidos, avaliados e, imediatamente alocados em seis grupos: mórula fresca, 

mórula vitrificada(H), mórula congelada, blastocisto fresco, blastocisto vitrificado 

e blastocisto congelado. 

A colheita e criopreservação embrionária foram realizadas de maneira 

semelhante a dos embriões da raça Sindi e Nelore, assim como a transferência 

dos embriões frescos, congelados e vitrificados. 
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FIGURA 12. Esquema ilustrativo do protocolo de superestimulação ovariana e 

superovulação das vacas da raça HPB. 
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FIGURA 13. Esquema ilustrativo do protocolo de superestimulação ovariana e 

superovulação das novilhas da raça HPB. 
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Sincronização das receptoras de embriões 

As receptoras de embriões utilizadas no Experimento 3 pertenciam a três 

diferentes categorias animais: vacas HPB em lactação, novilhas nuliparas HPB 

e vacas não lactantes da raça Nelore. A sincronização das receptoras foi 

realizada de acordo com protocolo usual de cada propriedade ou 

aproveitamento do estro natural desses animais. 

Os embriões foram transferidos 6, 7 ou 8 dias após a detecção do estro 

ou aplicação do agente indutor da ovulação. 
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6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para as avaliações estatísticas utilizou-se o procedimento GLIMMIX 

(Análise de Variância) do programa SAS na função REPEATED, sob a 

metodologia dos modelos lineares generalizados, considerando para as 

variáveis de proporção uma distribuição binomial, com função de ligação logit, 

de acordo com Nelder & Wedderburn (1972). 

As variáveis de proporção como, taxas de concepção aos 30 e 60 dias, 

foram inseridas em um modelo matemático, que incluiu os efeitos de período, 

doadora, tratamento (embriões frescos, vitrificados e congelados), tempo (30 e 

60 dias), estágio de desenvolvimento embrionário, grau de qualidade 

embrionária e interação tratamento*estágio. 

Particularmente, no Experimento 1, devido à semelhança do conjunto de 

dados aos 30 e 60 dias em função da baixa perda embrionária/fetal nesse 

período, não foi possível aplicar o modelo estatístico com análise das medidas 

repetidas. 

No Experimento 2, incluiu-se os efeitos do touro, tratamento 

superestimulatório das doadoras (FSH, eCG, LH2 e LH4) e o protocolo de 

sincronização das receptoras. 

No Experimento 3, incluiram-se os efeitos do touro, categoria da doadora 

(vaca em lactação, vaca seca ou novilha) e categoria das receptoras (vaca em 

lactação, novilha ou vaca de corte). A fazenda e os diferentes técnicos que 

realizaram as transferências dos embriões foram incluídos como covariáveis no 

Experimento 3. 

As interações que não apresentaram diferença significativa foram 

retiradas do modelo estatístico (P<0,10) ou não puderam ser estudadas devido 

a estrutura dos dados. 

As comparações estatísticas foram realizadas sobre as médias ajustadas 

pelo método dos quadrados mínimos e estão apresentadas na forma de 

médias ± erros-padrão (EP) com as distribuições nas escalas originais, pois 

estas podem ser facilmente interpretadas. 
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7. RESULTADOS  

7.1. Experimento 1: Criotolerância de mórulas e blastocistos 

produzidos in vivo em fêmeas da raça Sindi 

Houve diferença entre as taxas de concepção dos embriões transferidos a 

fresco em relação aos embriões que foram criopreservados previamente à 

transferência, aos 30 dias após ovulação (P ≤ 0,05). Entretanto, não houve 

diferença entre as taxas de concepção dos embriões que foram congelados ou 

vitrificados neste mesmo período (Tabela 5). 

 

TABELA 5. Taxa de concepção (%; média dos quadrados mínimos ± EP) dos 

embriões produzidos in vivo em doadoras da raça Sindi, transferidos a fresco 

ou após serem congelados ou vitrificados, aos 30 dias após ovulação. 

Embriões (n) Taxa de concepção (%), aos 30 dias após ovulação 

Frescos (79) 54,8 ± 7,4a 

Vitrificados (73) 17,8 ± 7,3b 

Congelados (79) 19,5 ± 6,6b 
a,bMédias diferem na mesma coluna (P ≤ 0,05)  

 

Não foi possível detectar diferença entre as taxas de concepção dos 30 

aos 60 dias e a mortalidade embrionária/fetal nesse período foi de 5,0% (2/42) 

para os embriões transferidos a fresco, 0% (0/20) para os embriões 

transferidos após congelação convencional e 7,6% (1/13) para os embriões 

transferidos após vitrificação. 

Com relação ao estágio de desenvolvimento embrionário, não houve 

diferença entre taxas de concepção de mórulas e blastocistos aos 30 dias (27,8 

± 5,6 e 28,2 ± 8,3, respectivamente; P > 0,90) e aos 60 dias (27,1 ± 5,1 e 28,4 

± 7,9, respectivamente; P > 0,90). Também não foi observada interação entre 

tratamentos e estágio de desenvolvimento embrionário (P > 0,10). 

Finalmente, não houve efeito do grau de qualidade embrionária (grau 1 ou 

2) sobre as taxas de concepção dos embriões provenientes de doadoras da 

raça Sindi (Tabela 6). Também não se observou interação entre estágio de 
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desenvolvimento embrionário e tratamento ou grau de qualidade embrionária 

(P > 0,10). 

 

TABELA 6. Efeito do grau de qualidade embrionária nas taxas de concepção 

(%; média dos quadrados mínimos ± EP) de embriões produzidos in vivo em 

doadoras da raça Sindi, transferidos a fresco ou após serem congelados ou 

vitrificados. 

Qualidade embrionária (n) 
Taxa de concepção 

(%), aos 30 dias 

Taxa de concepção 

(%), aos 60 dias 

Grau 1 (151) 32,3 ± 4,6 31,0 ± 4,3 

Grau 2 (80) 25,0 ± 8,5 24,7 ± 4,1 

P > 0,10 na mesma coluna. 

 

7.2. Experimento 2: Criotolerância de mórulas e blastocistos 

produzidos in vivo em fêmeas da raça Nelore 

Houve diferença entre as taxas de concepção aos 30 e 60 dias entre os 

grupos experimentais (P < 0,0003). A taxa de concepção média entre 30 e 60 

dias foi maior nos embriões frescos do que nos embriões congelados. 

Entretanto, a taxa de concepção média dos embriões vitrificados nesse período 

não diferiu entre embriões frescos e congelados (Tabela 7). 

 

TABELA 7. Taxa de concepção (%; média dos quadrados mínimos ± EP) dos 

embriões produzidos in vivo em doadoras da raça Nelore, transferidos a fresco 

ou após serem congelados ou vitrificados, aos 30 e 60 dias após ovulação. 

Embriões (n) 

Taxa de 

concepção (%), 

aos 30 dias 

Taxa de 

concepção (%), 

aos 60 dias 

Taxa de concepção 

média (%), dos 30 

aos 60 dias 

Frescos (95) 44,7 ± 5,9 37,7 ± 5,7 41,1 ± 5,6a 

Vitrificados (100) 36,6 ± 5,5 31,6 ± 5,3 34,0 ± 5,2ab 

Congelados (102) 29,8 ± 5,5 21,6 ± 4,8 25,5 ± 5,0b 
a,bMédias diferem na mesma coluna (P ≤ 0,05) 
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A mortalidade embrionária/fetal dos 30 aos 60 dias de gestação foi de 

17,3% (8/46) para os embriões transferidos a fresco, 16,1% (5/31) para os 

embriões transferidos após vitrificação e 24,1% (7/29) para os embriões 

transferidos após congelação convencional (P > 0,10).  

Com relação ao estágio de desenvolvimento embrionário, não houve 

diferença entre taxas de concepção de mórulas e blastocistos aos 30 e aos 60 

dias após ovulação. Entretanto, a taxa de concepção média dos 30 aos 60 dias 

de mórulas foi maior do que blastocistos (39,0 ± 4,6 e 28,5 ± 4,5, 

respectivamente; P ≤ 0,02) Não foi observada interação entre tratamentos e 

estágio de desenvolvimento embrionário (P > 0,10). 

Não houve efeito do grau de qualidade embrionária (grau 1 ou 2) sobre as 

taxas de concepção média dos 30 aos 60 dias de embriões provenientes de 

doadoras da raça Nelore (Tabela 8).  

 

TABELA 8. Efeito do grau de qualidade embrionária nas taxas de concepção 

(%; média dos quadrados mínimos ± EP) de embriões produzidos in vivo em 

doadoras da raça Nelore, transferidos a fresco ou após serem congelados ou 

vitrificados. 

Qualidade embrionária (n) 
Taxa de concepção média (%) 

dos 30 aos 60 dias 

Grau 1 (159) 34,0 ± 4,8 

Grau 2 (138) 32,5 ± 4,9 

P > 0,10 na mesma coluna. 

 

Os tratamentos superovulatórios das doadoras também foram incluídos 

na análise estatística e não houve diferença entre as taxas de concepção 

média dos 30 aos 60 dias quando os embriões foram alocados nos quatro 

tratamentos (Tabela 9). 
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TABELA 9. Taxa de concepção (%; média dos quadrados mínimos ± EP) de 

embriões produzidos in vivo por diferentes tratamentos superovulatórios em 

doadoras da raça Nelore, transferidos a fresco ou após serem congelados ou 

vitrificados. 

Doadoras (n) 
Taxa de concepção média (%), 

dos 30 aos 60 dias 

Grupo FSH (70) 34,9 ± 6,3 

Grupo eCG (97) 38,2 ± 5,7 

Grupo LH2 (65) 33,1 ± 6,5 

Grupo LH4 (65) 27,2 ± 5,7 

P > 0,10 na mesma coluna. 

 

7.3. Experimento 3: Criotolerância de mórulas e blastocistos 

produzidos in vivo em fêmeas da raça Holandês Preto e Branco 

Foram realizadas 67 superovulações de vacas e novilhas da raça HPB. 

Não houve diferença entre o número total de estruturas colhidas, embriões 

viáveis (grau 1, 2 e 3), congeláveis (grau 1 e 2) e embriões degenerados entre 

vacas em lactação e novilhas. Porém, as vacas lactantes apresentaram maior 

número de estruturas não fecundadas do que as novilhas. (Tabela 10). 

 

TABELA 10. Produção embrionária (média dos quadrados mínimos ± EP) das 

vacas e novilhas HPB utilizadas no Experimento 3. 

 
Novilhas  

(n = 32) 

Vacas em lactação  

(n = 35) 
P 

Embriões totais, n 5,8 ± 1,0 7,2 ± 1,0 0,36 

Embriões viáveis (1, 2 e 3), n 3,7 ± 0,8 2,4 ± 0,5 0,18 

Embriões congeláveis (1 e 2), n 3,0 ± 0,7 2,2 ± 0,5 0,37 

Degenerados, n 1,5 ± 0,4 1,5 ± 0,3 0,98 

Não fecundados, n 0,6 ± 0,2 3,3 ± 0,9 0,01 

 

Não houve diferença entre as taxas de concepção média dos 30 aos 60 

dias após ovulação de embriões transferidos a fresco em relação aos embriões 

que foram criopreservados previamente à transferência (P > 0,10; Tabela 11). 
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TABELA 11. Taxa de concepção (%; média dos quadrados mínimos ± EP), aos 

30 e 60 dias dos embriões produzidos in vivo em doadoras da raça Holandês 

Preto e Branco, transferidos a fresco ou após serem congelados ou vitrificados. 

Embriões (n) 

Taxa de 

concepção (%), 

aos 30 dias 

Taxa de 

concepção (%), 

aos 60 dias 

Taxa de concepção 

média (%), dos 30 

aos 60 dias 

Frescos (58) 38,3 ± 6,1 36,6 ± 5,9 37,4 ± 5,6 

Vitrificados (50) 26,4 ± 5,8 25,8 ± 6,7 26,1 ± 5,4 

Congelados (62) 28,7 ± 5,1  29,2 ± 5,0 29,0 ± 4,7 

P > 0,10 na mesma coluna. 

 

A mortalidade embrionária/fetal dos 30 aos 60 dias foi de 7,4% (2/27) para 

os embriões transferidos a fresco, 7,1% (1/14) para os embriões transferidos 

após vitrificação e 20,0% (3/15) para os embriões transferidos após congelação 

convencional (P > 0,10). 

Com relação ao estágio de desenvolvimento embrionário, não houve 

diferença entre taxas de concepção de mórulas e blastocistos aos 30 e aos 60 

dias após ovulação. Entretanto,a taxa de concepção média dos 30 aos 60 dias 

de mórulas foi maior do que de blastocistos (36,0 ± 5,1 e 25,8 ± 4,0, 

respectivamente; P ≤ 0,05). Não houve interação entre tratamentos e estágio 

de desenvolvimento embrionário (P > 0,10). 

Não houve efeito do grau de qualidade embrionária (grau 1 ou 2) sobre as 

taxas de concepção média dos 30 aos 60 dias de embriões provenientes de 

doadoras da raça Nelore (P > 0,10 - Tabela 12).  
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TABELA 12. Efeito do grau de qualidade embrionária nas taxas de concepção 

(%; média dos quadrados mínimos ± EP) de embriões produzidos in vivo em 

doadoras da raça Holandês Preto e Branco, transferidos a fresco ou após 

serem congelados ou vitrificados. 

Qualidade embrionária (n) 
Taxa de concepção média (%), 

dos 30 aos 60 dias 

Grau 1 (131) 31,7 ± 3,9 

Grau 2 (39) 29,6 ± 5,4 

P > 0,10 na mesma coluna. 

 

Finalmente, a taxa de concepção média dos 30 aos 60 dias das 

receptoras de corte e novilhas HPB foram maiores do que das vacas em 

lactação (Tabela 13). 

 

TABELA 13. Efeito da categoria animal das receptoras nas taxas de concepção 

(%; média dos quadrados mínimos ± EP) aos 30 e 60 dias de embriões 

produzidos in vivo em doadoras da raça Holandês Preto e Branco (HPB), 

transferidos a fresco ou após serem congelados ou vitrificados. 

Categoria da receptora (n) 
Taxa de concepção média (%), 

dos 30 aos 60 dias 

Vaca de corte não lactante (39) 32,3 ± 6,8a 

Novilha HPB (61) 45,1 ± 5,9a 

Vaca HPB lactante (70) 18,0 ± 4,2b 
a,bMédias diferem na mesma coluna (P ≤ 0,05) 
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8. DISCUSSÃO 

8.1. Experimento 1 e 2: Criotolerância de mórulas e blastocistos 

produzidos in vivo em fêmeas da raça Sindi e Nelore 

Na raça Sindi, os embriões transferidos a fresco apresentaram maiores 

taxas de concepção aos 30 dias do que os embriões que foram 

criopreservados previamente à transferência, independentemente da técnica de 

criopreservação utilizada. Entretanto, na raça Nelore, a taxa de concepção 

média dos 30 aos 60 dias de embriões frescos foi superior à dos embriões 

congelados, mas semelhante aos vitrificados. De forma geral, é esperado que a 

concepção obtida com embriões criopreservados seja menor do que a obtida 

com embriões transferidos a fresco, especialmente em raças zebuínas 

(ZANENGA et al., 1993). 

O processo de criopreservação leva à ocorrência de crioinjúrias que 

diminuem a viabilidade embrionária após transferência. Visintin et al. (2002) 

observaram que embriões submetidos a processos de criopreservação 

apresentaram sinais evidentes de degeneração e morte celular quando 

comparados aos embriões frescos, principalmente na raça Nelore (Bos 

indicus). 

Sartori et al. (2008), também, observaram que embriões produzidos in 

vivo de doadoras da raça Nelore e, posteriormente, congelados apresentaram 

menores taxas de eclosão 48 e 72 horas após a descongelação quando 

comparados aos embriões frescos. 

No entanto, não foi observada diferença entre a vitrificação e a 

congelação lenta nas duas raças estudadas. Guardieiro et al. (2010) em um 

estudo com embriões de doadoras Nelore suplementadas com gordura 

protegida, também, não encontraram diferença entre as taxas de eclosão dos 

embriões vitrificados pelo método da OPS ou congelados pelo método 

tradicional. Mucci et al. (2010) em um estudo com embriões produzidos in vivo 

de ovelhas, também, não encontraram diferença entre as taxas de concepção 

de embriões submetidos à congelação lenta (47,8%; n = 23) e à vitrificação 

(43,5%; n = 23). Outro estudo recente, com fêmeas da raça Brahman, 

comparou a congelação convencional (CC) com um novo método de 

vitrificação com transferência direta dos embriões (TD) e, os resultados 
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preliminares de 16 transferências mostraram que as taxas de concepção dos 

embriões dos grupos CC e TD foram de 38% (3/8) e 50% (4/8), 

respectivamente (PRYOR et al., 2010). 

Aparentemente, em se tratando de embriões produzidos in vivo, a 

vitrificação não tem se mostrado superior à congelação clássica devido à alta 

competência e qualidade desses embriões. Todavia, pode tornar-se uma 

excelente ferramenta a ser utilizada para os embriões produzidos in vitro, 

reconhecidamente inferiores. Landim Junior et al. (2010) compararam as taxas 

de sobrevivência após vitrificação (OPS) e congelação lenta de embriões 

produzidos in vitro. Os embriões vitrificados apresentaram maiores taxas de re-

expansão e eclosão (63,2%; n = 542) do que os embriões congelados pelo 

método lento (56,2%; n = 424). 

Adicionalmente, a taxa de concepção obtida com embriões vitrificados da 

raça Sindi apresentou grande oscilação durante o experimento, variando de 

10,0 a 37,0%, ao longo das três transferências, o que contribuiu para um 

resultado geral aquém do esperado. Esses resultados devem-se, 

provavelmente, ao processo de aprendizado e otimização da técnica.  

A vitrificação é definida como uma técnica simples, rápida e que não 

requer equipamento caro pela maioria dos autores (VAJTA, 1998; 2000; VAJTA 

& NAGY, 2006), contudo as taxas de concepção foram aumentando à medida 

que a capacitação do técnico (aluna) foi sendo aprimorada. Por esta razão, foi 

proposto o segundo experimento, com embriões provenientes da raça Nelore. 

Neste estudo, as taxas de concepção dos embriões vitrificados permaneceram 

constantes ao longo das quatro transferências (38,5%; 31,5%; 30,5% e 30,0%), 

tornando tais resultados mais consistentes. 

A mortalidade embrionária/fetal na raça Nelore, dos 30 aos 60 dias, foi de 

18,8% (20/106) e na raça Sindi foi de apenas 4,0% (3/75). Rodrigues et al. 

(1995), observaram uma mortalidade embrionária/fetal de 5,5% (32/582) entre 

28-32 e 55-65 dias de gestação, após a transferência de embriões produzidos 

in vivo em novilhas de corte. Corroborando estes resultados, Zanenga & 

Pedroso (1995) tiveram 4,4% (10/229) de perda embrionária precoce dos 23-30 

aos 53-60 dias de gestação, em novilhas e vacas de corte. Em outro estudo 

mais recente, embriões produzidos in vivo de vacas Nelores apresentaram 
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45,6% (132/289) de concepção aos 30 dias e 41,52% (120/289) aos 60 dias. 

Neste estudo a mortalidade embrionária/fetal foi de 9,0% (PONTES et al., 

2009). Muitos fatores podem estar relacionados à mortalidade 

embrionária/fetal, dentre eles destacam-se defeitos intrínsecos do embrião, 

ambiente uterino inadequado, idade, raça, nutrição, estresse, doenças 

infecciosas entre outros (Sartori & Dode, 2008). Acredita-se que, especialmente 

na fazenda em que foi realizado o experimento 2, fatores extrísecos podem ter 

contribuído para uma mortalidade embrionária/fetal superior à relatada nestas 

categorias animais, como por exemplo, manejo inadequado das receptoras, 

problemas sanitários ou estresse, já que a perda embrionária foi homogênea 

nos três grupos experimentais. Além disso, não houve interação entre as taxas 

de concepção de embriões frescos, vitrificados e congelados e as diferentes 

categorias de receptoras presentes neste estudo (vacas, novilhas e vacas 

lactantes).  

Quanto ao estágio de desenvolvimento embrionário, não houve diferença 

nas taxas de concepção de mórulas e blastocistos, na raça Sindi. Entretanto, 

na raça Nelore, a taxa de concepção média dos 30 aos 60 dias de mórulas foi 

maior do que blastocistos. Ao relacionar-se a criotolerância de mórulas e 

blastocistos aos diferentes tratamentos, não houve interação com as taxas de 

concepção nessas duas raças estudadas. Esses resultados foram, de certa 

forma, inesperados, pois a maioria dos trabalhos da literatura que avaliou a 

criotolerância dos embriões zebuínos ao estágio de desenvolvimento dos 

mesmos, identificou uma maior resistência dos blastocistos. Segundo os 

trabalhos, embriões no estágio de blastocisto são mais resistentes às 

crioinjúrias devido a maior tolerância ao resfriamento, ao maior número e 

menor tamanho de células e menor quantidade de gotas lipídicas quando 

comparados às mórulas (ABE et al., 1999; VAJTA et al., 2000; VISINTIN et al., 

2002; SHIRAZI et al., 2010). Entretanto, os trabalhos acima citados, não 

avaliaram efetivamente taxas de concepção de mórulas e blastocistos 

zebuínos. Dessa forma, pode-se especular que assim como vêm sendo 

observado nos estudos com raças taurinas (PERES et al., 2006; RODRIGUES 

et al., 2007), de fato, as mórulas zebuínas também sejam mais criotolerantes 

do que os blastocistos. 
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Quando as taxas de concepção dos embriões, nos dois estudos, foram 

correlacionadas ao grau de qualidade dos embriões, não houve diferença entre 

as taxas de concepção aos 30 e 60 dias de embriões grau 1 e 2. Embriões 

frescos com grau de qualidade embrionária 1 e 2 apresentam taxas de 

concepção semelhantes, que variam entre 45 e 60% (AHMAD et al., 1995; 

SARTORI et al., 2002). Por esta razão, os embriões grau 3 não estão incluídos 

nas análises dos resultados.  

Finalmente, os quatro tratamentos superovulatórios das doadoras 

Nelores, apesar de não estarem diretamente relacionados com o presente 

estudo, foram incluídos como efeitos sobre as variáveis estudadas dentro do 

modelo estatístico, a fim de excluir qualquer interação com as principais 

variáveis de interesse. E, como era esperado não houve interação do mesmo 

com as taxas de concepção das receptoras, aos 30 e 60 dias.  

 

8.2. Experimento 3: Criotolerância de mórulas e blastocistos 

produzidos in vivo em fêmeas da raça Holandês Preto e Branco 

No presente estudo a média de produção de embriões viáveis foi de 2,4 e 

3,7 para vacas holandesas em lactação e novilhas, respectivamente. Os dados 

de campo indicam que o número médio de embriões viáveis recuperados de 

vacas leiteiras superovuldadas varia de três a cinco. Contrastando com animais 

de ovulação natural, há uma tendência para que as novilhas apresentem um 

menor número de embriões viáveis (cerca de 3,0) que para vacas em lactação 

(cerca de 5,0). No entanto, o reduzido número de embriões em novilhas parece 

estar relacionado a uma menor resposta superovulatória ao invés de uma 

redução na qualidade do embrião, que pode ser devido à menor dose de FSH 

utilizada nessa categoria animal (revisado por Sartori et al., 2010). As vacas 

lactantes apresentaram maior número de estruturas não fecundadas do que as 

novilhas. Apesar da taxa de fecundação ser baixa em vacas superestimuladas 

durante o verão (revisado por Sartori et al., 2010), acredita-se que no presente 

estudo o maior número de estruturas não fecundadas colhidas nas vacas 

lactantes seja em função de uma falha do protocolo superestimulatório ocorrida 

nas Fazendas Sant´Anna e Iracema, nas quais encontravam-se 26 das 35 

vacas em lactação do Experimento 3. 
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No estudo com vacas e novilhas Holandesas, a taxa de concepção média 

dos 30 aos 60 dias não diferiu entre embriões frescos e criopreservados. Em 

diversos relatos, a sobrevivência dos embriões após criopreservação, 

provenientes de vacas taurinas foi semelhante à dos embriões transferidos a 

fresco (HASLER et al. 2001; LOPATAROVA et al., 2006; revisado por 

VASCONCELOS et al., 2006). Contudo, o número de transferências do 

experimento 3, tendo sido mais restrito do que nos experimentos 1 e 2, requer 

uma análise cautelosa, pois, contrariando os autores acima, Rodrigues et al. 

(2007) constataram que as taxas de concepção dos embriões frescos de 

doadoras holandesas foram maiores do que as dos congelados (P ≤ 0,001). 

Seguindo a mesma tendência dos experimentos 1 e 2, as duas técnicas 

de criopreservação apresentaram taxas de concepção semelhantes. Visintin et 

al. (2002) avaliaram a morfologia embrionária após os processos de vitrificação 

e congelação lenta e, apesar do número restrito de observações, o aspecto 

morfológico das células embrionárias foi mais bem preservado após o processo 

de congelação lenta. No entanto, o processo de vitrificação mostrou-se mais 

benéfico para os embriões provenientes de vacas Holandesas do que para os 

embriões de vacas Nelores. Um estudo mais recente comparou dois métodos 

de vitrificação (OPS e Closed Pulled Straws - CPS) e a congelação lenta em 

embriões produzidos in vivo de Bos taurus (Chinese Yelloy Cattle). Após os 

três processos de criopreservação, os embriões foram colocados em cultivo in 

vitro e a porcentagem de embriões viáveis foi comparada 24 e 72 horas após. 

Não houve diferença na porcentagem de embriões viáveis entre a OPS (63,4 ± 

7,7%; n = 68) e a CPS (63,4 ± 8,6%; n = 67), entretanto, a congelação lenta 

apresentou uma menor porcentagem de embriões viáveis (52,3 ± 2,6%; n = 63) 

após 24 h de cultivo. As mesmas diferenças mantiveram-se após 72 horas de 

cultivo embrionário. Este estudo não apresentou dados referentes à 

criotolerância de mórulas e blastocistos (YU et al., 2010). 

A mortalidade embrionária média do experimento 3 foi de 10,7% (6/56) e, 

não foi possível detectar diferença entre os grupos. Sartori et al. (2006), 

compararam a IA à transferência de embriões produzidos in vivo, em vacas 

Holandesas lactantes. A mortalidade embrionária/fetal das vacas que 

receberam TE foi de 26,2% (22/84), dos 25-32 aos 60-66 dias. Outros dados 
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não publicados de Sartori & Wiltbank mostraram que a mortalidade 

embrionária/fetal de embriões congelados transferidos em vacas Holandesas 

lactantes foi de 35,5% (21/59), dos 30 aos 120 dias. Neste mesmo estudo, as 

mórulas congeladas apresentaram menor taxa de mortalidade embrionária/fetal 

(23,0%; n = 26) do que os blastocistos congelados (45,0%; n = 33; P ≤ 0,05). 

Outro estudo que buscou avaliar fatores relacionados à mortalidade 

embrionária/fetal, dos 30 aos 60 dias, em vacas Holandesas lactantes e 

novilhas, encontrou uma porcentagem geral de perda embrionária de 18,3% 

em 640 animais, sendo destes 10,3% nas novilhas, 19,4% nas vacas de 

primeira lactação e 20,5% nas vacas de segunda ou mais lactações. Neste 

estudo, a estação do ano, o número de lactações e a produção leiteira se 

mostraram fatores de risco significativos para favorecer a mortalidade 

embrionária/fetal, dos 30 aos 60 dias. (MELÉNDEZ & DUCHENS, 2009) 

Rodrigues et al. (2010) compilaram dados de 2096 transferências de 

embriões de vacas Holandesas de alta produção e repetidoras de serviço com 

a finalidade de avaliar a perda embrionária/fetal dos 30 a 60 dias. 

Curiosamente, a mortalidade embrionária/fetal foi maior nos embriões frescos 

(22,9%; n = 615) do que nos congelados (19,4%; n = 1481; P = 0,005). 

Surpreendentemente também, não houve diferença na mortalidade 

embrionária/fetal entre os diferentes estágios de desenvolvimento embrionário 

(mórulas, blastocistos iniciais, blastocistos e blastocistos expandidos) ou entre 

embriões com distintos graus de qualidade (1, 2 e 3). 

Especula-se que a baixa taxa de mortalidade embrionária/fetal do 

presente estudo seja pela utilização de três categorias diferentes de receptoras 

(vacas Holandesas em lactação, novilhas Holandesas e vacas de corte). Dessa 

forma, foram transferidos 70 embriões nas vacas em lactação e 100 embriões 

nas novilhas Holandesas e vacas de corte diferentemente dos estudos 

anteriores em que a totalidade das receptoras pertencia à categoria de vacas 

Holandesas de alta produção leiteira.  

Com relação ao estágio de desenvolvimento embrionário, a taxa de 

concepção média dos 30 aos 60 dias de mórulas foi maior do que de 

blastocistos e não houve interação entre o estágio e os tratamentos. Esse 

resultado corrobora a predileção por se congelar mórulas a blastocistos da 
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maioria dos profissionais que trabalha com TE de raças taurinas. Ademais, 

Rodrigues et al. (2007), verificaram que a transferência de mórulas congeladas 

foi responsável por uma menor redução da taxa de concepção entre os 

embriões frescos e congelados (P ≤ 0,05). Peres et al. (2006), também, 

observaram maiores taxas de concepção em receptoras inovuladas com 

mórulas descongeladas quando comparadas a blastocistos iniciais e 

blastocistos descongelados da raça Bonsmara (P ≤ 0,05). 

Semelhantemente às raças Sindi e Nelore, não houve diferença entre as 

taxas de concepção média dos 30 aos 60 dias de embriões HPB com grau de 

qualidade embrionária 1 e 2, já que embriões considerados excelentes e bons, 

respectivamente, tendem a apresentar taxas de concepção similares (AHMAD 

et al., 1995; SARTORI et al., 2002). 

Finalmente, com relação às categorias animais utilizadas como 

receptoras dos embriões frescos, vitrificados e congelados do experimento 3, 

as receptoras de corte e novilhas HPB apresentaram maiores taxas de 

concepção média dos 30 aos 60 dias do que vacas em lactação. Essa variável 

é de suma importância e permite especular que vacas em lactação podem 

apresentar menor fertilidade quando comparadas às novilhas ou receptoras de 

corte, especialmente quando submetidas à situações de estresse térmico. O 

experimento 3 foi realizado nos meses de setembro a dezembro de 2009, 

durante os quais a temperatura ambiente foi bastante elevada. No estudo de 

Demétrio (2007) a temperatura corporal aferida no dia 7 (dia da inovulação) 

afetou negativamente a taxa de concepção das vacas em lactação que 

receberam embrião (P ≤ 0,08). Dessa forma, uma possível condição de 

estresse térmico das vacas lactantes utilizadas como receptoras de embrião no 

experimento 3, pode ter sido prejudicial à concepção desses animais quando 

comparadas às receptoras de corte ou novilhas HPB. 
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9. CONCLUSÕES 

A criopreservação comprometeu a viabilidade de embriões produzidos in 

vivo, especialmente aqueles de origem zebuína, independente da técnica 

empregada, contudo, não inviabilizou sua utilização. 

Não há indicação em se congelar ou vitrificar blastocistos zebuínos ao 

invés de mórulas e, de fato, as mórulas taurinas foram mais criotolerantes do 

que os blastocistos. 

Com relação às técnicas de criopreservação estudadas, alguns fatores 

podem contribuir para a utilização de uma ou de outra: 

- A vitrificação e desvitrificação de embriões exige a presença de um 

técnico capacitado, entretanto não há necessidade em se adquirir uma 

máquina de congelação, que pode ser bastante oneroso; 

- Por outro lado, a congelação de embriões exige a aquisição de uma 

máquina de congelação, contudo é uma técnica de realização mais simples e a 

possibilidade de transferência direta dos embriões é uma das suas grandes 

vantagens. 
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10. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Com relação à criotolerância dos embriões zebuínos, embriões 

transferidos a fresco apresentam maior taxa de concepção do que os 

criopreservados e, aparentemente, não há diferença nas taxas de concepção 

quando os embriões são congelados ou vitrificados previamente à 

transferência. Por outro lado, os embriões taurinos apresentam taxas de 

concepção semelhantes entre frescos e criopreservados, independente da 

técnica de criopreservação, apesar de existir uma grande controvérsia entre os 

dados presentes na literatura. 

Mórulas parecem apresentar taxas de concepção superiores à 

blastocistos tanto em raças taurinas quanto zebuínas. Entretanto, 

particularmente na raça Sindi, mórulas e blastocistos apresentaram concepção 

semelhante. Por outro lado, não há nenhum estudo controlado que tenha 

comparado o comportamento de embriões taurinos e zebuínos em diferentes 

estágios de desenvolvimento e nas mesmas condições experimentais. Até por 

que, existe uma grande dificuldade em se atender às condições experimentais 

ótimas para que cada raça desempenhe seu pleno potencial de produção. 

É importante destacar que em se tratando da criotolerância de mórulas e 

blastocistos, independente da raça ou grupo genético, a técnica de 

criopreservação instituída pode contribuir de maneira efetiva para o sucesso ou 

fracasso dos resultados. Logo, a escolha da técnica de vitrificação a ser 

estudada foi realizada com muita cautela. E, após vasta revisão da literatura, 

optou-se pelo método do Cryotop, por tratar-se de uma técnica bastante 

inovadora e consagrada em muitos laboratórios de reprodução humana 

assistida e com excelentes resultados. Por outro lado, a vitrificação, apesar de 

ser uma técnica simples e rápida, exige capacitação eficiente para que os 

resultados sejam satisfatórios. No presente estudo, a curva de aprendizado da 

técnica interferiu negativamente nas taxas de concepção do experimento 1. 

Esse fato tornou imprescindível a realização do experimento 2, a fim de obter 

resultados mais consistentes em zebuínos. 

Ademais, com o transcorrer do estudo, a dificuldade inicial que parecia 

ser uma grande limitação inerente à técnica e a sua implementação numa 

rotina comercial, foi superada e a vitrificação tornou-se uma possibilidade 
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interessante, especialmente quando foram realizadas algumas alterações no 

protocolo original a fim de tornar o processo mais ágil e competitivo à 

transferência direta dos embriões congelados.  

Em suma, apesar dos resultados da vitrificação não terem superado os da 

congelação clássica, essa pode ser uma grande alternativa para embriões 

produzidos in vivo, mas principalmente àqueles mais sensíveis produzidos in 

vitro, por promover menos crioinjúrias e danos às células embrionárias. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the superovulatory (SOV) response of 

Sindhi (Bos indicus) donors submitted to a superstimulatory protocol replacing 

the last two doses of pFSH by eCG. Forty-eight SOV treatments were 

performed in a crossover design in 19 nulliparous and primiparous females that 

were randomly divided into two groups: FSH (n = 24), which consisted of eight 

pFSH injections, or FSH/eCG (n = 24), which consisted of six pFSH injections 

followed by two eCG injections. Each female underwent two or three SOV 

treatments that consisted of an i.m. injection of 2 mg estradiol benzoate and the 

insertion of an intravaginal progesterone-releasing device on Day 0. On Day 4, 

the superstimulatory treatments (100 mg pFSH) were initiated and given in 

decreasing doses twice a day over a 4-day period. In the FSH/eCG group, the 

last two doses of pFSH were replaced by two doses of eCG (150 IU eCG each). 

At the time of the fifth and sixth injections of FSH, 0.150 mg PGF2α was injected 

i.m. The intravaginal progesterone-releasing device was removed at the time of 

the last FSH or eCG injection and ovulation was induced with 0.2 mg GnRH 12 

h later. All females were artificially inseminated with frozen-thawed semen from 

the same bull 12 and 24 h after GnRH treatment. Seven days after the first AI, 

embryos/ova were recovered. Superstimulatory (number of follicles ≥6mm at 

the time of the last FSH or eCG injection) and SOV (CL number) responses 

were determined by transrectal ultrasonography. Data were analyzed using 

generalized linear models and results were presented as least squares means ± 

standard error. The FSH/eCG group had higher superstimulatory (33.8 ± 3.9 v. 

23.8 ± 2.6 follicles; P ≤ 0.03) and SOV (16.8 ± 2.9 v. 10.8 ± 2.1 CL; P ≤ 0.10) 
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responses. Although the number of total ova/embryos recovered was not 

different between groups (8.2 ± 1.8 v. 5.9 ± 1.4 for FSH/eCG and FSH groups, 

respectively; P > 0.25), the number (5.8 ± 1.3 v. 2.6 ± 0.7; P ≤ 0.02) and 

percentage (75.6 ± 5.7 v. 53.2 ± 9.7%; P ≤ 0.05) of viable embryos was greater 

for the FSH/eCG females. Therefore, there was improvement in 

superstimulatory and SOV responses and embryo quality by replacing the last 

two doses of pFSH by eCG in Sindhi donors. 

Keywords: superovulation; eCG; embryo; Bos indicus.  

 

1. INTRODUCTION 

Bos indicus cattle are the largest commercial herd in Brazil, due to its 

great adaptability to the tropical environment. The increasing demand of high 

genetic merit animals has directed the use of advanced biotechnologies, 

particularly those associated with animal reproduction. In this context, induction 

of multiple ovulation or superovulation (SOV) for embryo production and embryo 

transfer (ET) can be a tool to improve the number of offspring of high genetic 

merit Zebu cows and heifers. 

For this reason, Barros and Nogueira (2001) developed a protocol, called 

P-36, in which an intravaginal progesterone-releasing device is maintained for a 

period of 36 h after application of PGF2α, and ovulation is induced with LH 12 h 

after device removal. With this protocol, ovulation occurs about 24 to 36 h after 

LH treatment and animals are inseminated at fixed time 12 to 24 h after the 

injection (Nogueira and Barros, 2003). 
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Finally, to improve the superestimulatory response, some studies have 

proposed changes in the protocol-based superstimulatory gonadotropins. 

Barros et al. (2007) tested the replacement of the last two treatments with 

porcine follicle stimulating hormone (pFSH) by equine chorionic gonadotropin 

(eCG) in Nellore cows and noted a greater SOV response in animals treated 

with eCG and pFSH compared to animals treated only with pFSH. However, 

another similar study with Nellore heifers did not corroborate these observations 

(Sartori et al., 2009). 

Based on the controversial results, the aim of this study was to evaluate 

the superestimulatory and SOV responses and embryo production of Sindhi 

(Bos indicus) females superovulated with a protocol replacing the last two 

injections of pFSH by eCG. 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

The study was conducted on a farm located in Ituiutaba, MG, Brazil, where 

19 lactating and non-lactating Sindhi females, with body condition score 

between 3.0 and 3.5 (scale from 1 to 5, according to Houghton et al., 1990) 

were superovulated with two different protocols, in a crossover design, with a 35 

to 42-days interval between SOV, totaling 48 treatments. In this study, animals 

were superovulated at least once and at most twice in each treatment. 

All females were kept in Brachiaria decumbens pasture, receiving 

adequate amounts of mineral salt and with free access to water. 
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The emergence of follicular wave was synchronized with an i.m. treatment 

of 2 mg estradiol benzoate (EB, Gonadiol, Intervet Schering-Plough Animal 

Health, Brazil) and the insertion of an intravaginal progesterone-releasing 

device (DIB, Intervet Schering-Plough Animal Health, Brazil) on Day 0 of the 

SOV protocol (Figure 1). Four days later, the animals were superestimulated 

with 100 mg pFSH (Folltropin-V, Bioniche Animal Health Canadá Inc) 

administered twice daily in decreasing doses over a 4-day period. At the time of 

the fifth and sixth injections of pFSH (Day 6), 0.150 mg PGF2α (Preloban, 

Intervet Schering-Plough Animal Health, Brazil) was injected i.m.  

At Day 7, two treatments of 150 IU eCG (Folligon, Intervet Schering-

Plough Animal Health, Brazil) were administered in half of the animals 12 h 

apart, instead of the seventh and eighth injections of pFSH (FSH/eCG group). 

The DIB device was removed at the time of the last pFSH or eCG injection 

and ovulation was induced with 0.2 mg GnRH (Fertagyl, Intervet Schering-

Plough Animal Health, Brazil) 18 h later. All females were artificially inseminated 

with frozen-thawed semen from the same bull 6 and 18 h after GnRH treatment. 

Seven d after GnRH treatment, embryos/ova were recovered using the double 

uterine flushing technique described by Castro Neto et al. (2005). All embryos 

were classified for quality (1 = excellent, 2 = good, 3 = fair, 4 = poor and 5 = 

degenerate) according to Ahmad et al. (1995) and Sartori et al. (2002). 

After embryo recovery, each donor received two i.m. injections of 0.150 

mg PGF2α, 24 h apart. 
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Ultrasound evaluation of the ovaries was performed using an Aloka SSD-

500 (Aloka, Tokio, Japan) equipped with a 7.5 MHz linear transducer at the time 

of the first pFSH and last pFSH or eCG injections, to evaluate follicle population 

at wave emergency and the superstimulatory responses, respectively. The SOV 

response was evaluated two days after GnRH treatment and on the day of 

embryo collection, by counting the number of non-ovulated follicles and CL, 

respectively. 

Statistical Analyses 

For statistical analyses, the GLIMMIX procedure (ANOVA) of SAS was 

used under generalized linear models methodology. For count variables, a 

Poisson distribution with logarithmic link function was used and for proportion 

variables, a binomial distribution with logit link function was employed. 

The count variables, such as number of follicles ≥ 3mm at wave 

emergence, number of follicles ≥ 6mm at the end of superstimulation, number of 

non-ovulated follicles 48 h after GnRH treatment, number of CL, number of total 

ova/embryos collected, number of viable embryos, degenerate embryos and 

unfertilized ova, were inserted in a mathematical model that included the effects 

of period, donor, donor category (nulliparous or primiparous) and 

superstimulatory treatment (FSH or FSH/eCG). Follicle number at Day 4 was 

included as a random effect in all count variables analyzed. 

All statistical comparisons were done through means adjusted by least 

squares means method and results are presented as least square means ± 
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standard error (SE) with the distributions in the original scales, because these 

can be easily interpreted. 

 

3. RESULTS 

There was no difference between experimental groups regarding number 

of follicles at the beginning of the superstimulatory protocol (Table 1). For this 

variable, primiparous cows had higher follicle population than nulliparous heifers 

(P ≤ 0.08, Table 2). 

Number of follicles at Day 4 influenced the superstimulatory responses (P 

≤ 0.0005; Day 7), the number of non-ovulated follicles after GnRH (P ≤ 0.08, 

Day 10), the number of CL (P ≤ 0.06, Day 15) and the total number of 

ova/embryos (P ≤ 0.10) and viable embryos (P ≤ 0.04). 

The FSH/eCG group had a higher superstimulatory response (Day 7) than 

the FSH group (Table 1) and, no interaction was observed between 

superstimulatory treatments and animal classes. 

The number of non-ovulated follicles 48 h after GnRH injection did not 

differ between groups (Table 1). However, the SOV response and CL number at 

the day of embryo collection (Day 15) was higher in the FSH/eCG group (Table 

1). There was no interaction between superstimulatory treatment and animals 

classes. However, nulliparous heifers had greater CL number than primiparous 

cows (Table 2). 
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The number of total ova/embryos recovered did not differ between groups 

(Table 1), and nulliparous heifers presented average number of total 

ova/embryos similar to primiparous cows (Table 2). The number and 

percentage of viable embryos, however, was greater in the FSH/eCG group 

(Table 1). Nulliparous heifers showed a lower percentage of viable embryos 

than primiparous cows (Table 2). 

Finally, number of degenerate embryos and unfertilized ova did not differ 

between treatments (Table 1). However, nulliparous heifers showed a greater 

number of degenerate embryos and unfertilized ova than primiparous cows 

(Table 2). 

 

4. DISCUSSION 

Sindhi donors had an average of 57.5 follicles at the beginning of 

superstimulatory protocol. It is known that the number of follicles at the 

beginning of superstimulation with gonadotropins is an indicative of the animal 

response to the SOV protocol (Barros and Nogueira, 2001; Ireland et al., 2007). 

For this reason, many studies on synchronization of follicle wave emergence 

prior to SOV were performed (Baruselli et al., 2006). In fact, the follicle 

population at the beginning of the SOV, has directly influenced the 

superstimulatory and SOV responses and embryo production in both 

treatments. 

The FSH/eCG group had a higher superstimulatory response, possibly 

because the pFSH dose at the last day of the superstimulatory treatment 
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consists of only 10% of the total pFSH administered to the animal. Thus, 

replacement of pFSH by eCG at this moment would have the function to 

enhance follicle growth by the LH activity of eCG after deviation. In this study, 

although ovulation rate was not different between groups, the SOV response 

was higher in the FSH/eCG females. Corroborating these results, Barros et al. 

(2007), observed a greater superstimulatory response in Nellore cows treated 

with eCG replacing the last two doses of pFSH. However, ovulation rate and 

SOV response did not differ between groups. On the other hand, Sartori et al. 

(2009) did not find differences between the superstimulatory and SOV 

responses, and ovulation rate in Nellore heifers treated only with pFSH or with 

the association of pFSH and eCG.  

The total number of ova/embryos collected did not differ between groups, 

but the average number of viable embryos and the percentage of viable 

embryos were higher in FSH/eCG group, which allows us to speculate that eCG 

can improve embryo quality in Sindhi donors. 

In the study with Nellore cows, the total number of ova/embryos was 

higher in animals treated with eCG, but the number of viable embryos did not 

differ between treatments (Barros et al., 2007). Moreover, in another study with 

Nellore heifers, there was no difference between groups for the total number of 

ova/embryos and viable embryos (Sartori et al., 2009). 

Cifuentes et al. (2009) superovulated Angus, Brahman and Senepol 

donors in a crossover design study. The cows were randomly allocated into two 

groups: FSH group: each female received 200-240 mg total pFSH, according to 

breed; and, eCG group: each female received 200-240 mg total pFSH, 
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according to breed, associated with 400 IU total eCG along with the last two 

doses of pFSH. There was no breed effect or breed and treatment interaction (P 

> 0.05). The CL number did not differ between groups (13.7 ± 0.9 vs. 12.4 ± 1.0, 

respectively; P > 0.10). However, donors that received eCG had a greater mean 

number of ova/embryos collected (12.1 ± 1.0 vs. 10.6 ± 1.2; P ≤ 0.02), more 

fertilized oocytes (9.5 ± 1.0 vs. 5.0 ± 0.6; P ≤ 0.0001) and more number of 

viable embryos (8.9 ± 1.0 vs. ± 4.6 0.6; P ≤ 0.0001) than the ones treated only 

with pFSH. In another study, Brangus cows and heifers were randomly 

allocated into three groups. In the FSH group, each female received 200-320 

mg pFSH, according to animal class in a traditional SOV protocol. In the 

FSH/eCG Day 6 group, each female received the first four doses of pFSH and 

at Day 6 cows/heifers were treated with 400 IU eCG in a single dose. In the 

FSH/eGC Day 7 group, each female received the first six doses of pFSH and 

the last two doses of pFSH were replaced by two doses of 200 IU eCG. The 

FSH/eCG Day 7 group had higher SOV response than FSH/eCG Day 6 and 

FSH groups (18.8 ± 1.3; 14.1 ± 1.5 and 14.2 ± 1.1 CL, respectively; P ≤ 0.02). 

The total number of ova/embryos did not differ among groups, but the number 

of viable embryos and Grade 1 embryos was higher in the FSH/eCG Day 7 

group (10.7 ± 1.2, 8.0 ± 1.2 and 6.4 ± 1.1; P ≤ 0.04) and (8.8 ± 1.1, 6.4 ± 1.1 

and 4.9 ± 1.1, P ≤ 0.03), respectively (Reano et al., 2009). 

Curiously, primiparous females had a higher number of follicles at the 

beginning of the superstimulatory protocol (Day 4). However, nulliparous heifers 

had a higher CL number (Day 15) than primiparous cows. It is possible to 

speculate that nulliparous heifers have had some delayed ovulations. This fact 
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may be explained by the greater number of degenerate embryos and 

unfertilized ova in nulliparous compared to primiparous females. 

 

5. CONCLUSION 

In the present study, eCG had beneficial effects related to the 

superstimulatory and superovulatory responses and quality of the embryos, as 

confirmed by the greater percentage of viable embryos, becoming a new 

alternative to improve embryo production in Sindhi and, potentially, other breeds 

of cattle 
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FIGURE 1. Schematic illustration of the superstimulation and superovulation 

protocol in Sindhi females. 



86 

 

TABLE 1. Results (least squares means ± SE) of the follicle population, 

superstimulatory and superovulatory responses and embryo production of 

Sindhi donors treated only with pFSH (FSH group) or with pFSH and eCG 

(FSH/eCG group). 

 
FSH 

(n = 24) 

FSH/eCG 

(n = 24) 
P 

Number of follicles ≥ 3.0mm (Day 4) 57.9 ± 4.9 57.1 ± 4.9 0.84 

Number of follicles ≥ 6.0mm (Day 7) 23.8 ± 2.6 33.8 ± 3.9 0.03 

Number of non-ovulated follicles (Day 10) 8.3 ± 1.6 9.7 ± 2.0 0.44 

Number of CL at embryo collection (Day 15) 10.8 ± 2.1 16.8 ± 2.9 0.10 

Number of total ova/embryos collected 5.9 ± 1.4 8.2 ± 1.8 0.25 

Number of transferable embryos (Grade 1, 2 

and 3) 
2.6 ± 0.7 5.8 ± 1.3 0.02 

Number of degenerate embryos 1.6 ± 0.6 1.2 ± 0.5 0.56 

Number of unfertilized ova 0.8 ± 0.3 0,6 ± 0.3 0.58 

% of viable embryos 53.2 ± 9.7 75.6 ± 5.7 0.05 

% of degenerate embryos 29.5 ± 6.7 14.8 ± 4.7 0.07 
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TABLE 2. Results (least squares means ± SE) of the follicle population, 

superstimulatory and superovulatory responses and embryo production of 

nulliparous and primiparous Sindhi donors. 

 
Nulliparous 

(n = 14) 

Primiparous 

(n = 34) 
P 

Number of follicles ≥ 3.0mm (Day 4) 49.0 ± 6.4 64.0 ± 5.1 0.08 

Number of follicles ≥ 6.0mm (Day 7) 29.2 ± 4.0 27.5 ± 2.7 0.73 

Number of non-ovulated follicles (Day 10) 8.5 ± 2.4 9.5 ± 1.7 0.76 

Number of CL at embryo collection (Day 15) 19.0 ± 3.5 9.4 ± 1.6 0.01 

Number of total ova/embryos collected 9.0 ± 2.3 5.2 ± 1.2 0.12 

Number of transferable embryos (Grade 1, 2 

and 3) 
4.3 ± 1.1 3.5 ± 0.6 0.50 

Number of degenerate embryos 2.4 ± 1.1 0.8 ± 0.3 0.10 

Number of unfertilized ova 1.2 ± 0.5 0.4 ± 0.2 0.08 

% of viable embryos 52.3 ± 9.6 73.6 ± 6.8 0.07 
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13. ANEXO II 

EFEITO DA APLICAÇÃO DA eCG APÓS A TETF EM RECEPTORAS 
NELORE OU CRUZADAS 

 

Estudos recentes que utilizaram a aplicação de eCG após a IATF, em 

vacas leiteiras e de corte, observaram efeito positivo sobre as taxas de 

concepção. Bartolome (2009) mostraram aumento na taxa de concepção após 

IATF em vacas leiteiras com o uso de uma aplicação de 400 UI de eCG, 22 

dias após inseminação em relação ao grupo controle (50,0% vs 33,3%, 

respectivamente). Similarmente, Diaz et al. (2009), num experimento com 212 

vacas holandesas, aplicaram 400 UI de eCG, no dia 22, em parte dos animais 

que não haviam retornado em estro (n = 183) após IATF (Grupo eCG). O 

restante dos animais não recebeu nenhum tratamento e constituiu o grupo 

Controle. O Grupo eCG obteve maior porcentagem de prenhez (49,3%; n = 69), 

aos 30 dias, do que o grupo Controle (19,3%; n = 114; P = 0,0001). Em outro 

experimento, 127 vacas cruzadas (Zebu x Bonsmara) lactantes de segundo 

serviço, receberam 400 UI de eCG, 14 dias após a IATF e, 133 vacas com as 

mesmas características não receberam nenhum tratamento. A taxa de 

concepção, aos 30 dias, foi maior nos animais que receberam eCG (47,2%) do 

que nos animais controles (30,8%; P = 0,02; CUTAIA et al., 2009). 

Baseando-se nestes resultados, objetivou-se com o presente estudo 

avaliar a influência da eCG administrada 7 dias após a transferência de 

embriões em tempo fixo (TETF), por meio de taxas de concepção aos 30 e 60 

dias. 

 

Material e Métodos 

Foram submetidas a um protocolo de sincronização de ovulação 470 

receptoras da raça Nelore e cruzadas. Todas as receptoras foram submetidas 

à avaliação ginecológica, com o auxílio de imagens ultrassonográficas. Das 

470 receptoras selecionadas e submetidas ao protocolo de sincronização, 430 

apresentavam CL ao exame ultrassonográfico. 

Foi utilizado o seguinte protocolo de sincronização da ovulação nas 

receptoras: No D0 foi aplicado 2 mg de BE (Gonadiol) e 0,075 mg de PGF2α 
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(Preloban) juntamente com a inserção do dispositivo intravaginal de liberação 

lenta de progesterona (DIB). No D8, o dispositivo intravaginal foi retirado e 

foram aplicadas injeções i.m. de 0,075 mg de PGF2α (Preloban), 300 UI de eCG 

(Novormon) e 0,6 mg de ECP, como agente indutor da ovulação. 

Embriões frescos, vitrificados e congelados foram transferidos nos dias 

16, 17 e 18 do protocolo nas 297 receptoras consideradas aptas a receberem 

embrião (corpo lúteo >16 mm). Sete dias após a transferência, foram aplicados 

400 UI de eCG (Novormon) em 127 animais e 170 serviram como controle, não 

sendo tratadas nesse dia. O diagnóstico de gestação foi realizado aos 30 e 60 

dias após ovulação (Figura 1). 

 

↑ P4

+
2,0 mg BE

+
½ PGF2α

0,6 mg ECP
+

½ PGF2α

+
300 UI eCG

+
↓ P4

Transferência dos 

embriões

D0 D8 D16

Implante de P4

D17 D18 D23

400 UI

eCG

Com eCG

Sem eCG

D45

DG 

30 dias

D75

DG 

60 dias

 

FIGURA 1. Protocolo das receptoras de embriões da raça Nelore, com e sem a 

aplicação de eCG, 7 dias após a inovulação. 

 

Análise Estatística 

Para a avaliação estatística utilizou-se o procedimento GLIMMIX (Análise 

de Variância) do programa SAS, sob a metodologia dos modelos lineares 

generalizados, considerando para variáveis de proporção uma distribuição 

binomial, com função de ligação logit, de acordo com Nelder & Wedderburn 

(1972). 

As comparações estatísticas foram realizadas sobre as médias ajustadas 

pelo método dos quadrados mínimos com uma aproximação do teste qui-

quadrado e estão apresentadas na forma de médias ± erros-padrão (EP) com 
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as distribuições nas escalas originais, pois estas podem ser facilmente 

interpretadas. 

 

Resultados e Discussão 

Não houve incremento das taxas de concepção aos 30 e 60 dias, nas 

receptoras que receberam 400 UI de eCG sete dias após a transferência dos 

embriões (Tabela 1). 

 

TABELA 1. Taxa de concepção de receptoras (%; média dos quadrados 

mínimos ± EP) que receberam a aplicação de eCG (400 e 0 UI), sete dias após 

a transferência de embriões produzidos in vivo em doadoras da raça Nelore, 

transferidos a fresco ou após serem congelados ou vitrificados, aos 30 e 60 

dias.  

Receptoras (n) 
Taxa de concepção (%), 

aos 30 dias 

Taxa de concepção (%), 

aos 60 dias 

Grupo com eCG (127) 35,9 ± 5,5 27,6 ± 4,9 

Grupo sem eCG (170) 33,5 ± 4,4 26,7 ± 3,9 

P > 0,10 na mesma coluna. 

 

Os resultados do presente estudo não corroboraram estudos realizados 

com vacas leiteiras e de corte inseminadas (BARTOLOME, 2009; CUTAIA et 

al., 2009; DIAZ et al., 2009). No entanto, faz-se necessária a realização de 

novas pesquisas acerca da fisiologia e mecanismos envolvidos na atividade da 

eCG pós IA e, particularmente, pós TE para que novos experimentos sejam 

delineados baseados numa hipótese bem fundamentada. 
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