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Resumo—Avitrificagdo de embrides produzidosin vitro, embora recomendada
na medicina humana, ndao é amplamente adotada na bovinocultura. Isso
se deve a necessidade, prevista no protocolo de vitrificagcdo usual, de
reaquecimento e avaliagdo emlaboratério dos embrides antes datransferéncia.
Essa etapa é um complicador para a adogao da vitrificagdo como técnica de
eleicdo e favorece as técnicas de congelagéo existentes, de transferéncia
direta. Para facilitar a utilizacdo da vitrificagdo em escala comercial na
bovinocultura leiteira, desenvolvemos um processo de reaquecimento
de embrides vitrificados na fazenda, para transferi-los diretamente para
receptoras, extinguindo a etapa convencional de avaliagdo em laboratério.
Neste documento, apresentamos dados dos embrides submetidos ao
protocolo Embrapa VD, cultivados in vitro em laboratério por 48 horas para
avaliagcao de sua qualidade (experimento 1), ou transferidos para receptoras
para avaliagdo do estabelecimento de gestagcdo e seu acompanhamento
(experimento 2,). Em estudo in vitro, identificamos que ja apds duas horas
de cultivo, 95,6% dos embrides Embrapa VD estavam reexpandidos. A taxa
de eclosao dos embrides Embrapa VD foi inferior (p<0,05) a de embrides
frescos com 24 horas de cultivo (d8) (31% vs 57%), mas com 48 horas
(d9) foi similar (44% vs 66%). Nao houve diferenga no nimero de células
apos 48 horas de cultivo (d9) (149164 vs 163152). No experimento in vivo,
observamos taxas similares de prenhez (33% vs 44%), nascimento (26% vs
35%) e perdas gestacionais (22% vs 20%) entre embrides Embrapa VD e
frescos. Concluimos que o protocolo Embrapa VD permite a transferéncia
direta de embrides bovinos vitrificados, proporcionando indices satisfatérios
de prenhez e nascimentos e simplifica o processo de vitrificagdo ao eliminar
a etapa de avaliagdo embrionaria pés descongelamento.

Termos para indexagao: criopreservagao, congelacéo, fertilizagao in vitro
(FIV).



Embrapa VD method for vitrification
and direct transfer of bovine embryos

Abstract — Vitrification of in vitro produced embryos,
although recommended in medicine, is not widely
adopted in cattle. This is due to the laboratory
step in the usual vitrification protocol, to warm and
evaluate the embryos before transfer. This step
favors existing direct transfer techniques instead
of vitrification. In order to facilitate the use of
vitrification on a commercial scale in dairy cattle, we
have developed a vitrification process that involves
embryo warming and direct transfer to recipients
on the farm, eliminating the conventional laboratory
evaluation step. In this bulletin, we present data
from embryos submitted to the Embrapa VT
protocol, cultured for 48 hours to evaluate their
quality (experiment 1, in vitro), or transferred to
recipients for pregnancy establishment evaluation
and its follow-up (experiment 2, in vivo ). In vitro,
we identified that after two hours of culture, 95.6%
of Embrapa VT embryos were re-expanded. The
hatching rate of Embrapa VT embryos was lower
(p<0.05) than fresh embryos after 24h of culture (d8)
(31% vs 57%), but with 48h (d9) it was similar (44%
vs 66%). There was no difference in the number
of cells after 48 hours of culture (d9) (149164 vs
163+52). In the in vivo experiment, we observed
similar rates of pregnancy (33% vs 44%), birth (26%
vs 35%) and pregnancy loss (22% vs 20%) between
Embrapa VT and fresh embryos. We conclude that
the direct transfer of vitrified bovine embryos is
possible using the Embrapa VT protocol, providing
good pregnancy and birth rates and simplifying the
vitrification process by eliminating post-thawing
embryo evaluation stage.

Index terms: cryopreservation, slow freezing, in
vitro fertilization (IVF).

Introducgao

O Brasil ocupa posicdo de destaque no
cenario mundial de produgédo de embrides bovinos.
Considerado o maior produtor mundial de embrides
entre 2012 e 2013, tornou-se lider no uso da produgao
in vitro de embrides (PIVE) e definiu tendéncias que
seriam observadas nos anos subsequentes em
diversos paises (Viana et al., 2017). Para viabilizar a
disponibilizagdo dessa tecnologia ao setor produtivo,
tanto em mercado nacional quanto mercado externo,
é fundamental que haja evolugdo concomitante da
PIVE a criopreservagao.
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Dentre as vantagens do uso de embrides
criopreservados, podemos relacionar o potencial
de reducdo no uso de hormdnios, a prevengao
de introdugdo de patdgenos com a compra de
receptoras prenhes, e a facilidade de transporte.
Com isso, a criopreservacdo permite a formagao
de bancos de embrides visando a preservacao de
material genético e transporte de longa distancia,
como em casos de importagcbes e exportagoes,
conservagao de embrides de programa de PIVE e
de transferéncia de embrides (TE) e vantagens na
programacao logistica para uso posterior.

Quando séo utilizados embrides produzidos por
fertilizagao in vitro (FIV), os melhores resultados sao
geralmente obtidos pela técnica de vitrificagéo, que
€ o procedimento de elei¢do na medicina humana
por ser comprovadamente menos danoso aos
embrides e retornar melhores resultados, quando
comparada ao congelamento lento (Li et al., 2014;
Rienzi et al., 2017).

A vitrificagdo é assim denominada devido ao
fato das solugdes super-resfriadas diretamente em
nitrogénio liquido se solidificarem sem cristalizacéao,
e, devido a alta viscosidade, formam um estado
vitreo transparente (Schiewe; Anderson, 2017).
Assim, os meios de criopreservagdo sofrem
passagem direta do estado liquido para um estado
vitreo e amorfo, sem que haja uma cristalizagao do
meio. A metodologia, se desenvolvida em condi¢gbes
adequadas, apresenta inumeras vantagens como a
rapidez da técnica e a simplicidade de execugao,
ja que ndo ha a necessidade de equipamentos
especificos, como o congelador de embrides,
requerido para os protocolos de congelamento
lento. Contudo, a principal vantagem refere-se a
auséncia de danos osmaticos, fisicos e fisiologicos
as fungdes celulares, causado pela formacgédo de
cristais de gelo, comuns em outras técnicas de
criopreservagdo (Saragusty; Arav, 2011), sendo
essa a técnica de escolha para criopreservagao de
embrides produzidos in vitro.

Mesmo que a vitrificagdo seja a técnica de
eleicdo para criopreservacdo de embrides na
medicina humana, a maioria dos embrides bovinos
obtidos in vivo ainda é criopreservada pela técnica
de congelamento tradicional, na qual ocorre a
cristalizagdo, ou seja, formagao de cristais de gelo,
dos meios de criopreservagdo. A preferéncia pela
congelacao lenta se deve ao fato da técnica permitir
a transferéncia de embrides bovinos diretamente
as receptoras, com resultados satisfatérios de
desenvolvimento pés transferéncia (Sanches et al.,
2016). Na metodologia convencional de vitrificagdo
de embrides bovinos, esta prevista etapa de
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reaquecimento dos embribes em laboratério, em
solugbes seriadas de sacarose, e a avaliagao dos
embrides antes do envase para a transferéncia (Vajta
et al.,, 1998). Portanto, a principal demanda atual
do setor produtivo na bovinocultura é por embrides
que possam ser transferidos sem necessidade de
manipulacédo apos o descongelamento da palheta.

Ao considerarmos a técnica de vitrificagdo
mais apropriada a criopreservacédo de embrides
produzidos in vitro, devido as particularidades
fisioldgicas dessas estruturas, ainda existe um
gargalo para adogao eficiente do processo pelo setor
produtivo, que é o fato dos protocolos atualmente
disponiveis nao permitirem a transferéncia direta
dos embrides, uma vez que apds a descongelacao,
0s embrides necessitam passar por solugbes
de reidratagdo. Além da técnica requerer alta
concentragao de crioprotetores, também demanda
uma pessoa qualificada para realizar a avaliagéo
morfolégica da qualidade do embrido antes do
processo de envase.

Em publicacdo recente (Oliveira et al., 2020),
apresentamos um método mais simples para
reaquecimento dos embrides, produzidos in
vitro, vitrificados, com resultados benéficos a
sobrevivéncia apos o reaquecimento. O processo
Embrapa DT, detalhado a seguir, se mostrou
promissor sob o ponto de vista de desenvolvimento
embrionario in vitro e in vivo, em escala piloto. Porém,
carecia de validagdo a campo, com a transferéncia
in vivo de nimero amostral suficiente de embrides
para receptoras.

Neste documento, buscamos detalhar o
processo agropecuario denominado “Embrapa
VD”, que ftrata de tecnologia inovadora para
reaquecimento de embrides vitrificados, permitindo
a transferéncia direta do embrido para a receptora,
sem a necessidade de procedimentos laboratoriais
e mao de obra qualificada. Ainda apresentamos
resultados recentes dos indices de prenhez obtidos
com o uso dessa tecnologia no Campo Experimental
de Santa Moénica da Embrapa Gado de Leite,
localizado em Valenga, RJ. Com a adogao da
metodologia proposta, esperamos reduzir o uso de
horm&nios na sincronizagao de estro das receptoras
e facilitar a difusédo de genética superior de embrides
criopreservados por meio da execugdo de uma
técnica mais simples, acessivel e com facilidades
logisticas para o uso de embrides criopreservados,
que trara impactos positivos diretos no cenario
produtivo.

A tecnologia desenvolvida esta associada ao
Objetivo de Desenvolvimento Sustentdvel n°2 -
FOME ZERO, contribuindo para o alcance da Meta

2.1 (Alimentos seguros, nutritivos e suficientes)ao
colaborar para a difusdo de recursos genéticos de
interesse e, consequentemente, para o aumento da
eficiéncia reprodutiva na pecuaria, com o potencial
de aumento de produtividade nas cadeias de
producéo de carne e leite.

Material e métodos

Desenho experimental

Avaliamos o processo Embrapa VD na vitrificagao
e reaquecimento de embrides bovinos produzidos
in vitro, em comparagdo com embribes frescos.
Inicialmente, as avaliagdes foram realizadas in vitro
(experimento 1), em condigdes experimentais de
laboratério. Nesta etapa, blastocistos produzidos
in vitro a partir de odcitos de abatedouro foram
vitrificados/reaquecidos pelo método Embrapa VD no
d7 do desenvolvimento, e cultivados paralelamente
a embrides frescos. As taxas de expansao e eclosao
dos blastocistos e o numero de células totais apds
48 horas de cultivo foram avaliados e comparados
entre grupos (Fresco: embrides controle nao
vitrificados; Embrapa VD: embrides vitrificados/
reaquecidos método Embrapa VD). Na segunda
parte do estudo, embrides Girolando, produzidos in
vitro a partir de odcitos de doadoras Girolando, foram
criopreservados/reaquecidos pelo método Embrapa
VD no d7 do desenvolvimento, e transferidos para
receptoras de embrides paralelamente a embrides
frescos, para avaliagdo de prenhez e perdas
gestacionais (experimento 2). Os procedimentos
seguiram as diretrizes para experimentacao animal
e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA - Embrapa Gado de Leite, Protocolo
6079110919).

Coleta de odcitos por aspiragao folicular

Embrides bovinos foram produzidos in vitro,
a partir de odcitos de ovarios de abatedouro
(experimento 1) ou a partir de odcitos obtidos
de doadoras Girolando (Y2 Gir 2 Holandés), por
aspiracédo folicular (experimento 2). Os detalhes
utilizados para a producdo dos embrides foram
descritos por Oliveira et al. (2022).

Doadoras de oodcitos F1 (composigdo racial
2 Gir % Holandés) foram selecionadas pela
composicao genética e pela auséncia de patologias
reprodutivas. Os animais foram submetidos a
aspiragdo de foliculo dominante 72 horas antes
da aspiragao folicular para recuperagao de odcitos,
para sincronizacdo de onda folicular. A aspiracao
folicular foi realizada apds anestesia epidural com



3 mL - 4 mL de cloridrato de lidocaina 1% (30
mg - 40 mg) e higienizagéo vaginal do animal, com
o auxilio de guia acoplada a ultrassom e bomba de
vacuo para recuperagdo dos complexos cumulus
o6citos, conforme detalhado por Slade Oliveira et al.
(2019).

Producgao in vitro de embrides

Embrides bovinos foram produzidos in vitro,
a partir de odcitos de ovarios de abatedouro
(experimento 1) ou a partir de odcitos obtidos
de doadoras Girolando (Y2 Gir %2 Holandés), por
aspiragao folicular (experimento 2). Os detalhes
utilizados para produgcdo de embrides estéo
descritos em artigos anteriores (Oliveira et al., 2022).

Vitrificagao dos embrides

A vitrificagdo foi realizada em grupos de cinco
embrides no experimento 1 e individualmente no
experimento 2, conforme metodologia descrita
por Vajta et al. (1998), com adaptagdes descritas
a seguir. Blastocistos expandidos classificados
morfologicamente como grau 1 foram selecionados
no d7 para o procedimento. O meio de manutencéao
foi usado como base para todos os procedimentos
(TCM-199 tamponado com HEPES (Gibco BRL,
Grand lIsland, NY) suplementado com 1,0 mM de
piruvato de sédio (Gibco BRL, Grand Island, NY), 100
Ul de penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina). Para
vitrificacdo, os meios utilizados foram Vitri 1 (meio
de manutengédo suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 7,5% de DMSO e 7,5% de etilenoglicol)
e Vitri 2 (meio de manutengao suplementado com
10% de soro fetal bovino, 16% de DMSO, 16%
de etilenoglicol e solugdo de sacarose 0,5 M).
Os embrides selecionados foram transferidos para
70 pl de meio Vitri 1 por 3 min. Em seguida, os
embrides foram transferidos para 70 pl de meio
Vitri 2 e colocados em um dispositivo de vitrificagao
aberto (“garfo” de vitrificagdo, WTA, Cravinhos,
Brasil) em uma gota de 0,5 pl. Este protocolo de
vitrificagdo associa sacarose e alta concentragao
de crioprotetores para rapida desidratagao. Apods
30 segundos, o dispositivo foi imerso em nitrogénio
liquido. Em seguida a vitrificagao, os embrides foram
armazenados em botijdes de nitrogénio liquido.

Reaquecimento dos embrides

Experimento 1 - O reaquecimento foi
realizado transferindo o dispositivo de vitrificacdo
imediatamente do  nitrogénio liquido para
eppendorf contendo 1 mL de meio de manutengao
suplementado com solugdo de sacarose 0,15
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M sacarose e 1% de soro fetal bovino (SFB),
encostando a extremidade contendo o embrido no
topo da coluna de meio. Os embrides permaneceram
por 6 minutos na solugdo, e percorreram toda a
coluna de meio, sendo recuperados no fundo do
eppendorf. Para tanto, a partir dos 4 minutos de
reaquecimento, o meio do eppendorf foi coletado
do fundo (aproximadamente 100 ul, mas verificado
em microscopio estereoscopico a presenga de
embrides apods a coleta) e transferido para placa.
Aos 6 minutos, os embrides foram transferidos
para placa contendo solugdo salina tamponada
(phosphate buffered saline, PBS) suplementado
com 1% SFB, lavados trés vezes nessa solugéo e
transferidos para placas cobertas com 6leo mineral
contendo 100 ul de meio Synthetical Oviduct
Fluid suplementado com aminoacidos (SOF-AA),
suplementado com 1,5% SFB e armazenados em
incubadora 5% CO2 em ar e alta umidade por 48
horas. Ao final do experimento, os embrides foram
corados com HOECHST 33342 por 30 minutos e
fotografados para contagem do numero de células.
Os resultados relativos a expansao (0, 2 e 4 horas
apos reaquecimento) foram registrados no dia
do procedimento. Os resultados de eclosao de
embrides foram registrados 24 e 48 horas apods
o reaquecimento e comparados com as taxas
de embrides frescos em estadios equivalentes
de desenvolvimento (d8 e d9). O numero total de
células em 48 horas foi comparado com o resultado
obtido para embrides frescos (d9).

Experimento 2 - O aquecimento foi realizado
transferindo rapidamente o dispositivo de vitrificagao
do nitrogénio liquido para palhetas preenchidas com
uma coluna de meio de manutengéo suplementado
com solugéo de sacarose 0,15 M e 1% SFB, seguida
por uma coluna de PBS (Figura 1).



Fotos: Clara Slade
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Figura 1. Palheta montada para o reaquecimento de
embrides pelo método Embrapa VD. |. Palheta de 0,25mL
acoplada a ponteira e seringa para carregar as solugdes
(acima) e desacoplada (abaixo), contendo coluna de PBS,
coluna de ar, e coluna de meio de reaquecimento. |l. Etapa
de transferéncia do aparato de vitrificagdo contendo o
embrido para a palheta de reaquecimento.

Os embrides permaneceram por 6 minutos na
palheta, pré-aquecida a 38,5 °C. Nos primeiros
2 minutos, foram mantidos em posigcdo vertical;
apos este periodo, as palhetas foram montadas
na seringa de transferéncia de embrides e esses
foram alocados no corpo luteo do corno uterino
ipsilateral de receptoras previamente sincronizadas,
transcorridos 6 minutos do inicio do reaquecimento.
O diagnéstico de gestagao foi realizado 60 dias apés
a transferéncia dos embrides por palpagao transretal
e as taxas de nascimento foram analisadas 30 dias
apo6s a previsao de parto. Prenhezes positivas que
nao resultaram em nascimentos foram consideradas
perdas gestacionais. As taxas de prenhez e
perdas embrionarias do grupo Embrapa VD foram
comparadas com as dos embrides frescos.

Transferéncia de embridoes para receptoras

Para a transferéncia de embrides, realizada no
Campo Experimental de Santa Ménica, da Embrapa
Gadode Leite, o estro das receptoras foi previamente
sincronizado pela aplicagdo de Cloprostenol (5 mg,
Ourofino) e observagédo de cio. Fémeas mesticas
Holandés/Gir receberam embrides sete a oito dias
apo6s manifestacao de sinais de estro, confirmada a
presenca de corpo luteo. A transferéncia do embrido
foi realizada apds anestesia epidural com 3 mL

- 4 mL de lidocaina 1% e higienizagdo vaginal do
animal, com auxilio de aplicador para transferéncia
de embrides.

Analise estastistica

As taxas de reexpansao de embrides Embrapa
VD (comparadas entre momentos); eclosao, prenhez,
nascimento e perdas gestacionais (comparadas
com grupo Fresco) foram analisadas pelo teste
exato de Fisher. O nimero de células encontrado
nos embrides 48 horas apds o cultivo foi comparado
com o grupo fresco pelo Teste T. As analises foram
realizadas no aplicativo GraphPad, adotando o nivel
de significancia de 5%.

Resultados e discussao

Experimento 1 - Avaliagao in vitro

Foram analisados por 48 horas o
desenvolvimento in vitro de 91 embrides Embrapa
VD apos o reaquecimento e de 35 embribes frescos,
tidos como controle, obtidos em duas replicatas.

Na Figura 2, podemos observar as taxas de
reexpansao obtidas para os embrides Embrapa VD
reaquecidos, no momento do reaquecimento (logo
apos a retirada da solugéo de sacarose, 0 hora), e
apos 2 horas, 4 horas e 12 horas.

Figura 2. Reexpansé&o in vitro de embrides vitrificados
e reaquecidos pelo método Embrapa VD. Embribes
foram cultivados apds a vitrificagdo e reaquecimento, e
o percentual de re-expandidos é mostrado no momento
do reaquecimento (0 hora), 2 horas, 4 horas e 12 horas
apos o cultivo.

Asteriscos denotam diferenga entre 0 momento identificado e os demais
(p<0.05).



E importante observar que, no momento do
reaquecimento, apenas 62,6% dos embrides
estdo reexpandidos, percentual que sobe para
95,6% apds 2 horas e se mantém nos préximos
momentos avaliados. Esta observacao € importante
por dois aspectos: Primeiramente, notamos que a
avaliacdo logo apds o reaquecimento (0 hora) ndo
reflete o potencial dos embrides, pois mesmo os
nao reexpandidos puderam reexpandir nas horas
seguintes em que foram avaliados. O outro aspecto
relevante é que o percentual de embrides Embrapa
VD reexpandidos é proximo a 100%, indicando
que a quantidade de embrides que séo perdidos e
seriam descartados ao invés de transferidos é muito
baixa.

Assim, a técnica Embrapa VD se mostrou
adequada para permitir a transferéncia dos embrides
sem a realizagdo de intervengdes laboratoriais
(transferéncia direta).

Na medicina humana, as taxas de reexpansao
normalmente sdo maiores que 95%, similares as
obtidas no processo Embrapa VD, e o tempo de
reorganizagao da blastocele e reexpansao varia de
embrido para embrido, podendo ser mais longo em
alguns casos (Schiewe; Anderson, 2017).

Na Figura 3, observam-se as taxas de ecloséo
obtidas para os embrides Embrapa VD reaquecidos,
em comparacdo com embrides frescos no mesmo
estadio de desenvolvimento. Nota-se que os
percentuais de eclosdo de embrides frescos nao
aumentam de forma significativa de 24 horas para 48
horas, ao contrario do que ocorre com os embrides
Embrapa VD, que apresentam percentual maior
(p<0,05) de eclodidos nas 48 horas. Na avaliagao
de 24 horas, comparando 0s grupos, percebemos
que os percentuais de eclodidos sao menores
nos embrides Embrapa VD do que nos frescos.
Entretanto, na avaliacdo de 48 horas o percentual
de eclosao é similar entre embrides Embrapa VD e
frescos.
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Figura 3. Eclosdo in vitro de embrides vitrificados e
reaquecidos pelo método Embrapa VD em comparagao
a embrides frescos. Embrides foram cultivados apods a
vitrificagdo e reaquecimento, paralelamente a embrides
frescos. O percentual de eclodidos € mostrado 24 horas
(d8 nos frescos) e 48 horas (d9 nos frescos) apds o
reaquecimento e inicio do cultivo.

Letras distintas denotam diferenga entre grupos (p<0,05).

Este dado sugere um atraso na eclosdao nos
embrides Embrapa VD, decorrente da reorganizagao
necessaria apods o procedimento de vitrificagao/
reaquecimento, comparados aos embrides frescos.
Porém, aparentemente os embrides mostram-
se aptos para eclodir e seu comportamento se
assemelha aqueles frescos ja em 48 horas de
cultivo (equivalente ao d9 de desenvolvimento).

Por ultimo, na Figura 4 comparamos o numero
de células presente em embrides Embrapa VD
reaquecidos, em comparagdo com embrides
frescos no mesmo estadio de desenvolvimento, ao
final das 48 horas de cultivo in vitro (equivalente ao
d9 de desenvolvimento pds FIV). Nao observamos
diferenga estatistica entre o numero de células de
embrides Embrapa VD e frescos, o que sugere
potencial de desenvolvimento similar no d9.



Processo Embrapa VD para vitrificagao e transferéncia direta de embrides bovinos 7

Figura 4. Numero total de células apos 48 horas de
cultivo in vitro de embrides vitrificados e reaquecidos
pelo método Embrapa VD em comparagdo a embrides
frescos. Embrides foram cultivados apds a vitrificagdo
e reaquecimento, paralelamente a embrides frescos. O
numero de células é mostrado 48 horas (d9 nos frescos)
apos o reaquecimento e inicio do cultivo.

O p resultado da comparagéo estatistica entre grupos esta apresentado
no grafico. resultado da comparagdo estatistica entre grupos esta
apresentado no grafico.

Experimento 2 - Avaliagao in vivo

Durante estacdo de monta, transferimos para
receptoras 174 embrides, sendo 93 frescos e 81

vitrificados e reaquecidos pelo método Embrapa VD.

Na Figura 5, observamos as taxas obtidas apds as
transferéncias.

Nao ha diferenga estatistica nas taxas de
prenhez (Figura 5.1), nascimento (Figura 5.11) ou
perdas gestacionais (Figura 5.1l) comparando
embrides frescos a embrides Embrapa VD.

Os resultados alcangcados neste e em outros
trabalhos da equipe com a técnica Embrapa VD
(Oliveira et al., 2020) permitem considerar a técnica
validada em ambiente laboratorial (escala de
maturidade tecnoldgica — Manufacturing Readiness
Levels - MRL4), prototipada e escalonada em
ambiente relevante de produgdo (MRL5 e 6). Nas
préximas etapas, a tecnologia sera validada em
ambiente operacional com escala final, para
permitir a qualificagdo do processo agropecuario e
a transferéncia da tecnologia ao setor produtivo.

Porém, ja é possivel perceber o potencial
inovador da tecnologia, pois as vantagens da
vitrificagdo associada a transferéncia direta sao
inumeras. Entre elas, podemos citar a logistica
facilitada de comercializagdo destes embrides em
palhetas, dentro de botijdes de nitrogénio liquido; a
introducao integral da genética desejada, superior a
obtida na inseminacéo artificial, que introduz apenas
cerca de 50% da genética ao embrido produzido;
o estabelecimento de protocolos sanitarios
aprimorados pela prevengdo da introdugdo de
receptoras no rebanho, que representam possiveis
veiculos de patégenos; e a redugao do uso de
hormdnios na propriedade com a possibilidade de
uso do cio natural.

Cabe ressaltar que o objetivo deste documento
ndo é comparar a técnica Embrapa VD com outras
técnicas de congelagdo, incluindo protocolos
ja estabelecidos a partir da metodologia de
congelagao lenta, mas, sim, propor um novo método
de reaquecimento, o Processo Embrapa VD, que
permita avango no uso da criopreservagao para
sistemas comerciais.

A vitrificagdo € uma técnica que possibilita
maior potencial de desenvolvimento aos embrides
criopreservados do que metodologias de congelagao

Figura 5. Resultados das gestagdes obtidas apds transferéncia para receptoras de embrides vitrificados e reaquecidos
pelo método Embrapa VD em comparacao a embrides frescos. |, Il, lll. Taxa de prenhez (1), nascimento (Il) e percentual

de perdas gestacionais (lll) € mostrado nos graficos.

O p resultado da comparacéao estatistica entre grupos esta apresentado no grafico grafico.



lenta, e por isso seu uso em substituicdo das
técnicas convencionais é recomendado (Li et al.,
2014; Rienzi et al., 2017). O gargalo para adogao
da vitrificagdo em escala comercial para embrides
bovinos é o reaquecimento, que pretendemos
solucionar com a técnica Embrapa VD e seus
desdobramentos.

Conclusoes

1. Embrides bovinos vitrificados e reaquecidos
pela metodologia Embrapa VD apresentam
baixo indice de n&o-reexpansédo (3%), quando
comparados aos resultados usualmente obtidos (17
a 30%) na metodologia tradicional de vitrificagdo/
reaquecimento (Oliveira et al., 2020, 2022), e
a qualidade dos embrides é similar aquela de
embrides frescos, em ambiente laboratorial.

2. Taxas de gestacdo e perdas embrionarias
similares as obtidas a partir de embrides frescos
foram obtidas com o uso da tecnologia Embrapa
VD em Campo Experimental da Embrapa Gado de
Leite.
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