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RESUMO 

 

A criopreservação de embriões bovinos é etapa fundamental dos programas modernos de 

transferência de embriões, permitindo o armazenamento prolongado, o transporte e a 

comercialização de material genético de alto valor zootécnico. Diante da posição de destaque 

do Brasil como maior transferidor mundial de embriões bovinos, conforme dados da 

International Embryo Technology Society (IETS, 2023), torna-se imprescindível a 

padronização das técnicas empregadas e a adoção de boas práticas que garantam resultados 

reprodutivos consistentes. Este trabalho consiste em uma revisão de literatura acerca de duas 

das principais técnicas de criopreservação embrionária bovina: a vitrificação (VT) e o Direct 

Transfer (DT). A vitrificação baseia-se na solidificação ultrarápida de soluções altamente 

concentradas de crioprotetores, atingindo taxas de resfriamento superiores a 20.000°C/min com 

dispositivos como a Open Pulled Straw (OPS) e o Cryotop, eliminando completamente a 

formação de cristais de gelo intracelulares e proporcionando elevadas taxas de sobrevivência 

embrionária, especialmente para embriões produzidos in vitro (PIVE). O Direct Transfer, por 

sua vez, consiste no congelamento lento de embriões em soluções de etilenoglicol (EG) em 

concentrações compatíveis com a inovulação direta nas receptoras após o descongelamento, 

dispensando etapas laboratoriais de remoção do crioprotetor e conferindo praticidade 

excepcional para uso em campo. A revisão abrangeu os princípios criobiológicos que 

fundamentam ambas as técnicas, os tipos e mecanismos de ação dos crioprotetores permeantes 

e não permeantes, os protocolos de vitrificação e de congelamento lento, os dispositivos 

disponíveis e suas taxas de resfriamento, os processos de desvitrificação e reidratação 

embrionária, os resultados reprodutivos reportados pela literatura científica e as boas práticas 

de laboratório, biossegurança, manuseio e armazenamento em nitrogênio líquido, controle de 

qualidade, rastreabilidade e prevenção de erros operacionais. Os resultados evidenciaram que, 

para embriões produzidos in vivo, vitrificação e DT apresentam taxas de prenhez equivalentes 

(54% a 69% para embriões Grau I). Para embriões PIVE, a vitrificação é biologicamente 

superior ao DT convencional, embora o protocolo Embrapa Vitrificação Direta (VD), que 

associa vitrificação com transferência direta, tenha demonstrado taxas de prenhez 

estatisticamente comparáveis às de embriões a fresco (33% vs 44%), representando avanço 

expressivo para a aplicação comercial em campo. Concluiu-se que ambas as técnicas são 

complementares e estratégicas para a biotecnologia reprodutiva bovina brasileira, sendo a 
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adoção de procedimentos operacionais padronizados condição indispensável para a 

reprodutibilidade e a excelência dos resultados. 

Palavras-chave: biotecnologia reprodutiva; crioprotetores; transferência de embriões.  
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ABSTRACT 

 

Bovine embryo cryopreservation is a fundamental step in modern embryo transfer programs, 

enabling long-term storage, transportation, and commercialization of high-value genetic 

material. Given Brazil's position as the world's largest bovine embryo transferor, as reported by 

the International Embryo Technology Society (IETS, 2023), standardization of techniques and 

adoption of best practices are essential to ensure consistent reproductive outcomes. This study 

consists of a literature review on two of the main bovine embryo cryopreservation techniques: 

vitrification and Direct Transfer (DT). Vitrification is based on the ultrarapid solidification of 

highly concentrated cryoprotectant solutions, achieving cooling rates above 20,000°C/min with 

devices such as the Open Pulled Straw (OPS) and Cryotop, completely preventing intracellular 

ice crystal formation and providing high embryo survival rates, especially for in vitro-produced 

(IVP) embryos. Direct Transfer, in turn, involves slow-freezing embryos in ethylene glycol 

(EG) solutions at concentrations compatible with direct inoculation into recipient females after 

thawing, eliminating laboratory cryoprotectant removal steps and providing exceptional 

practicality for field use. The review covered the cryobiological principles underlying both 

techniques, the types and mechanisms of action of permeating and non-permeating 

cryoprotectants, vitrification and slow-freezing protocols, available devices and their cooling 

rates, warming and embryo rehydration processes, reproductive outcomes reported in the 

scientific literature, and best practices regarding laboratory conditions, biosafety, liquid 

nitrogen handling and storage, quality control, traceability, and prevention of operational errors. 

The results showed that, for in vivo-produced embryos, vitrification and DT yield equivalent 

pregnancy rates (54% to 69% for Grade I embryos). For IVP embryos, vitrification is 

biologically superior to conventional DT; however, the Embrapa Vitrificação Direta (VD) 

protocol, which combines vitrification with Direct Transfer, demonstrated pregnancy rates 

statistically comparable to those of fresh embryos (33% vs 44%), representing a significant 

advance for commercial field application. It was concluded that both techniques are 

complementary and strategically important for Brazilian bovine reproductive biotechnology, 

and that the adoption of standardized operating procedures is an indispensable condition for 

reproducibility and excellence of results. 

Keywords: cryoprotectants; embryo transfer; reproductive biotechnology. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A pecuária bovina é um dos pilares da economia agropecuária brasileira e mundial. O 

Brasil, detentor do maior rebanho comercial bovino do planeta, com aproximadamente 196,47 

milhões de cabeças em 2021 (USDA, 2022), ocupa posição estratégica na produção global de 

carne e leite. Nesse contexto, as biotecnologias reprodutivas tornaram-se indispensáveis para 

ampliar a eficiência produtiva e genética dos rebanhos, respondendo à crescente demanda por 

alimentos de origem animal com qualidade e sustentabilidade. 

Entre essas biotecnologias, a Transferência de Embriões (TE) destaca-se como uma das 

ferramentas mais poderosas para a multiplicação de genótipos superiores: por meio dela, uma 

única doadora de alto mérito genético pode gerar dezenas de descendentes por ano, acelerando 

a disseminação de características desejáveis como ganho de peso, produção leiteira e resistência 

a doenças (Bó, 2013; Chaves; Alves, 2023). O Brasil consolidou-se como o maior transferidor 

de embriões bovinos do mundo, figurando entre os principais protagonistas globais na produção 

e transferência de embriões produzidos in vitro (PIVE). Estima-se, inclusive, que o número real 

de transferências seja superior ao oficialmente reportado, já que o volume de bainhas 

comercializadas supera em mais de 119% os procedimentos registrados (IETS, 2023). 

Paralelamente, a criopreservação embrionária tornou-se etapa fundamental para a 

logística, a comercialização e a preservação do material genético. O armazenamento a longo 

prazo em nitrogênio líquido (−196 °C) superou as limitações geográficas e temporais da 

transferência a fresco, viabilizando o transporte internacional de genótipos de alto valor e a 

constituição de bancos de germoplasma para a conservação de raças ameaçadas (Phillips; 

Jahnke, 2016; Chaves; Alves, 2023). 

Historicamente, o congelamento convencional (ou lento) foi o primeiro método 

amplamente utilizado na rotina da TE bovina, baseado em curvas de resfriamento controladas 

e crioprotetores em concentrações moderadas (Leibo; Mazur, 1978; Mapletoft, 2013). Embora 

eficiente para embriões produzidos in vivo, mostrou-se limitado para os embriões PIVE, cuja 

composição lipídica diferenciada confere maior sensibilidade ao choque térmico (Lohuis, 1995; 

Mapletoft, 2013). Em resposta, desenvolveu-se a vitrificação, descrita inicialmente por Rall e 

Fahy (1985), que consiste na solidificação ultrarrápida de uma solução altamente concentrada 

de crioprotetores, impedindo a formação de cristais de gelo por transição vítrea e representando 

um avanço substancial na preservação da viabilidade embrionária, sobretudo dos embriões in 

vitro (Vajta; Kuwayama, 2006). O aprimoramento dos dispositivos, como as palhetas abertas 
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estiradas (Open Pulled Straw, OPS), de Vajta et al. (1997), permitiu taxas de resfriamento 

superiores a 20.000 °C/min com volumes mínimos de solução, seguidas por gerações 

posteriores como Cryotop, Cryoleaf e sistemas fechados (HSV), que conciliam eficiência e 

segurança sanitária (Kuwayama et al., 2005). 

Em paralelo, a técnica de Direct Transfer (DT), desenvolvida por Leibo (1984) e 

aprimorada por Dochi et al. (1995), emergiu como alternativa prática para embriões produzidos 

in vivo. Nela, os embriões são criopreservados em palhetas convencionais com etilenoglicol 

em concentrações que permitem o descongelamento e a inovulação diretamente na receptora, 

sem etapas intermediárias de remoção do crioprotetor (Santin et al., 2009), vantagem 

considerável em condições de campo. 

A adoção crescente dessas técnicas demanda materiais que sistematizem as boas práticas 

de cada metodologia, uma vez que a ausência de padronização é apontada como uma das 

principais causas de variabilidade nos resultados e nas taxas de prenhez obtidas em campo 

(FAO, 2021; Pinto, 2022). Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo realizar uma 

revisão de literatura sobre as técnicas de vitrificação e Direct Transfer aplicadas à 

criopreservação de embriões bovinos, com ênfase nas boas práticas que fundamentam sua 

execução segura, eficiente e padronizada, comparando-as sob os aspectos técnicos, biológicos, 

logísticos e econômicos, a fim de subsidiar profissionais da área e o desenvolvimento de 

protocolos operacionais padronizados (POPs) aplicáveis à realidade brasileira. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Realizar uma revisão de literatura abrangente e aprofundada sobre as técnicas de 

vitrificação e Direct Transfer aplicadas à criopreservação de embriões bovinos, com ênfase nas 

boas práticas que fundamentam a execução segura, eficiente e padronizada desses 

procedimentos, visando subsidiar a elaboração de um manual técnico para uso profissional na 

área de reprodução animal bovina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

– Descrever o panorama atual das biotecnologias reprodutivas bovinas, contextualizando a 

importância da transferência de embriões e da criopreservação embrionária para o 

melhoramento genético e a produtividade dos rebanhos bovinos no Brasil e no mundo. 

– Apresentar os fundamentos criobiológicos que embasam os processos de criopreservação de 

embriões bovinos, incluindo os mecanismos de formação de cristais de gelo, o efeito 

solução, a recristalização e os princípios de ação dos crioprotetores permeantes e não 

permeantes. 

– Caracterizar a técnica de vitrificação em seus aspectos históricos, técnicos e operacionais, 

descrevendo os principais protocolos de soluções vitrificantes, os dispositivos disponíveis 

(palhetas convencionais, OPS, Cryotop e sistemas fechados) e os procedimentos de 

desvitrificação e reidratação embrionária. 

– Caracterizar a técnica de Direct Transfer em seus aspectos históricos, técnicos e 

operacionais, descrevendo os protocolos de congelamento lento com etilenoglicol, a 

compatibilidade com diferentes crioprotetores e os resultados reprodutivos reportados na 

literatura para embriões in vivo e in vitro. 

– Comparar as técnicas de vitrificação e Direct Transfer quanto às taxas de sobrevivência e 

prenhez, às vantagens e limitações de cada método, às indicações práticas de uso e à relação 

custo-benefício no contexto da reprodução bovina em campo e em laboratório. 

– Sistematizar as boas práticas aplicáveis à criopreservação de embriões bovinos, abrangendo 

as condições adequadas de laboratório e biossegurança, o manuseio e armazenamento 

corretos em nitrogênio líquido, os procedimentos de controle de qualidade e rastreabilidade, 
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e a identificação dos erros técnicos mais comuns com suas respectivas estratégias de 

prevenção. 

– Fornecer embasamento científico e técnico atualizado para a elaboração de Procedimentos 

Operacionais Padrão (POPs) voltados à execução da criopreservação de embriões bovinos 

por vitrificação e Direct Transfer em condições de campo e de laboratório. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Reprodução bovina e transferência de embriões 

 

3.1.1 Panorama da reprodução assistida em bovinos 

A reprodução assistida em bovinos compreende um conjunto de biotecnologias 

desenvolvidas ao longo do século XX e aprimoradas progressivamente até os dias atuais. Essas 

tecnologias têm como objetivo central ampliar o potencial reprodutivo de animais 

geneticamente superiores, reduzir o intervalo entre gerações e acelerar o progresso genético nos 

rebanhos. Podem ser classificadas em quatro gerações distintas, cada uma representando um 

salto qualitativo em relação à anterior (Rodrigues; Bertolini, 2019). 

A primeira geração é representada pela Inseminação Artificial (IA), técnica 

demonstrada como efetiva pelo biólogo Lazzaro Spallanzani no século XVIII e aperfeiçoada 

para aplicação prática na pecuária pelo russo Ivanoff no início do século XX. A IA possibilita 

que um único reprodutor de alto mérito genético seja capaz de fecundar centenas de fêmeas por 

ano, por meio da coleta, processamento e criopreservação do sêmen, permitindo sua 

distribuição ao redor do mundo. No Brasil, segundo a Associação Brasileira de Inseminação 

Artificial (ASBIA), em 2021, 73,4% dos municípios brasileiros já utilizavam alguma forma de 

inseminação artificial em bovinos de corte ou leite (Rodrigues; Bertolini, 2019). 

A segunda geração é representada pela Transferência de Embriões (TE), técnica 

comercialmente estabelecida a partir da década de 1970. O primeiro bezerro nascido a partir de 

transferência de embriões foi no ano de 1951 (Willett et al., 1951 Martins et al, 2004), mas foi 

somente com o desenvolvimento dos métodos não cirúrgicos de coleta e transferência, e com a 

disponibilidade da prostaglandina F2α para sincronização, que a técnica se tornou prática o 

suficiente para execução a campo (Martins et al, 2004). Por meio da TE, fêmeas doadoras de 

alto mérito genético são superovuladas e inseminadas artificialmente, e os embriões produzidos 

são coletados e transferidos para fêmeas receptoras de menor valor zootécnico. Enquanto na 

reprodução natural uma vaca produz no máximo uma cria por ano, com a TE é possível obter 

dezenas de descendentes por doadora no mesmo período (Rodrigues; Bertolini, 2019). 

A terceira geração é representada pela Produção In vitro de Embriões (PIVE), tecnologia 

que combina a aspiração folicular guiada por ultrassom (OPU, Ovum Pick-Up), a maturação in 

vitro (MIV), a fecundação in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV) de embriões. O primeiro 

bezerro bovino produzido por fecundação in vitro nasceu em 1981, nos Estados Unidos 
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(Brackett et al., 1982, Mello et al, 2016). Em 1988, Pieterse e colaboradores descreveram a 

aspiração folicular transvaginal guiada por ultrassom (OPU), tornando viável a coleta repetida 

de oócitos em fêmeas vivas, o que impulsionou decisivamente a aplicação comercial da PIVE 

(Batistela et al., 2023). No Brasil, a PIVE teve início em 1990, e o país se tornou, nas décadas 

seguintes, o maior produtor e transferidor de embriões bovinos PIVE do mundo (Mello et al, 

2016; IETS, 2023). 

A quarta geração de biotecnologias compreende técnicas de manipulação genética, 

clonagem somática e edição gênica (CRISPR-Cas9), ainda em fase de desenvolvimento e 

validação para aplicação comercial em larga escala. Essas tecnologias vislumbram a 

possibilidade de introduzir ou eliminar genes específicos antes ou após a fertilização, com 

potencial impacto transformador na produção animal (Rodrigues; Bertolini, 2019). 

O Brasil ocupa posição de destaque mundial em todas essas biotecnologias, 

especialmente na PIVE e na TE. De acordo com dados do IETS (2023), o país figura 

consistentemente entre os líderes mundiais em inovulação embriões bovinos in vitro. O 

desenvolvimento do setor é impulsionado pela combinação de um rebanho bovino extenso, alta 

disponibilidade de doadoras e receptoras, clima favorável, e intensa atividade de pesquisa nas 

universidades e instituições nacionais, como a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(Embrapa), a Universidade de São Paulo (USP), a Universidade Estadual Paulista (UNESP), a 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e outras (IETS, 2023; Pugliesi et al., 2024). 

 

3.1.2 Produção e coleta de embriões bovinos 

A produção de embriões bovinos para fins de transferência pode ocorrer por duas vias 

principais: a produção in vivo, por meio de protocolos de superovulação seguidos de coleta 

uterina; e a produção in vitro, mediante aspiração folicular, fecundação e cultivo em laboratório 

(Mapletoft, 2013; Phillips; Jahnke, 2016; Pugliesi et al., 2024). 

Na produção in vivo, o protocolo de superovulação é o passo fundamental. A doadora 

recebe aplicações de Hormônio Folículo Estimulante (FSH) ou de gonadotrofina coriônica 

equina (eCG), geralmente em associação com progestágenos e prostaglandinas, com o objetivo 

de estimular o desenvolvimento simultâneo de múltiplos folículos. A superovulação pode ser 

iniciada por dois tipos de protocolo: o Protocolo Clássico de Superovulação (PSC), que 

pressupõe início do tratamento hormonal entre o 8º e o 10º dia após o cio, assumindo padrão de 

duas ondas foliculares; e o Protocolo Melhorado de Superovulação (PSM), que garante o início 
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do tratamento no começo de uma nova onda folicular, assegurando desenvolvimento folicular 

mais uniforme e respostas superovulatórias mais previsíveis (Paixão, 2015). 

Após a inseminação artificial da doadora, a coleta dos embriões é realizada entre o 6º e 

o 7º dia após o início do cio, por meio da técnica não cirúrgica de lavagem uterina (flushing). 

Para tal, a doadora é contida em tronco, submetida à anestesia epidural baixa com lidocaína 2% 

e à antissepsia perianal e vulvar. Uma sonda de dois vias (sonda de Rumpf ou Foley) é 

introduzida transcervicalmente até o corpo uterino ou os cornos uterinos. O balão da sonda é 

inflado para vedação, e o útero é perfundido com Meio de Dulbecco modificado (DPBS) pré-

aquecido a 25°C, pH 7,2 e osmolaridade de 290 mOsmol, em volumes de 500 mL a 1 litro por 

vaca, distribuídos em duas a três lavagens (Oliveira, 2013; Rumpf et al., 2000). 

O líquido de coleta é filtrado em um filtro de embriões (EmCon) com malha de 75 

micrômetros, transferido para uma placa de Petri e avaliado sob estereomicroscópio com 

aumento de 10 a 40 vezes. Os embriões e oócitos não fecundados são identificados por estágio 

de desenvolvimento e qualidade morfológica, e transferidos para tubos com meio de 

manutenção até o processamento definitivo (Stringfellow; Givens, 2007). 

Na produção in vitro, os oócitos são coletados por aspiração folicular guiada por 

ultrassom (OPU). A doadora é contida e os ovários são visualizados por ultrassonografia 

transretal. Utilizando uma agulha acoplada a um transdutor de ultrassom e conectada a uma 

bomba de vácuo, os folículos de 2 a 8 mm de diâmetro são puncionados e os oócitos aspirados. 

Uma doadora pode fornecer em média 8 oócitos viáveis por sessão de OPU, embora seja 

habitual aspirar em torno de 20 oócitos por animal (Mendonça, 2023). Os oócitos coletados 

passam pelas etapas de seleção morfológica do complexo cumulus-oócito (COC), maturação in 

vitro (18–24 horas a 38,5°C, 5% CO₂), fecundação in vitro com sêmen selecionado e 

capacitado, e cultivo embrionário por 7 a 9 dias até o estágio de blastocisto (Rodrigues; 

Bertolini, 2019). 

A seleção dos oócitos imaturos para a PIVE é realizada com base na morfologia do 

COC, dividida em 4 classificações: Oócitos Grau I apresentam três ou mais camadas de células 

do cumulus íntegras e citoplasma homogêneo e são considerados de alta viabilidade. Oócitos 

Grau II têm duas camadas de cumulus e citoplasma ligeiramente granuloso, sendo ainda 

considerados viáveis. Oócitos Grau III e IV, com cumulus escasso ou ausente e citoplasma 

degenerado, são normalmente descartados (Mendonça, 2023). Essa seleção rigorosa é essencial 

para a eficiência da PIVE, pois a qualidade do oócito determina diretamente a taxa de produção 

de blastocistos e, em última análise, a capacidade dos embriões de sobreviver à criopreservação. 
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3.1.3 Avaliação e classificação dos embriões 

A avaliação e classificação morfológica dos embriões é etapa imprescindível antes da 

transferência ou criopreservação, determinando quais estruturas possuem potencial de 

desenvolvimento satisfatório. O sistema de classificação internacionalmente adotado é o 

preconizado pela International Embryo Technology Society (IETS), descrito no manual de 

Stringfellow e Seidel (1998) e atualizado por Stringfellow e Givens (2007), que leva em 

consideração dois critérios principais: o estágio de desenvolvimento e a qualidade morfológica 

(Viana, 2009; Rumpf et al., 2000). 

Quanto ao estágio de desenvolvimento, os embriões coletados no 7º dia pós-cio podem 

ser classificados nos seguintes estágios: (1) óvulo não fecundado; (2) embrião de 2 a 12 células; 

(3) mórula inicial; (4) mórula compacta; (5) blastocisto inicial; (6) blastocisto; (7) blastocisto 

expandido; (8) blastocisto eclodido. Embriões nos estágios 3 a 7 são considerados adequados 

para criopreservação e transferência, sendo o blastocisto expandido (estágio 7) o estágio mais 

utilizado em programas de vitrificação e Direct Transfer por apresentar maior número de 

células e zona pelúcida ainda íntegra (Stringfellow; Givens, 2007; Viana, 2009). 

Quanto à qualidade morfológica, os embriões são classificados em quatro graus segundo 

os critérios da IETS. O Grau 1 corresponde a embriões excelentes ou bons: estrutura simétrica, 

blastômeros uniformes e bem delimitados, com até 15% de material celular degenerado ou 

extrusado. O Grau 2 corresponde a embriões regulares: irregularidades leves na forma e 

compactação, com 15 a 25% de material extrusado, viabilidade ainda considerada aceitável. O 

Grau 3 indica embriões pobres: irregularidades moderadas a severas, mais de 25% de células 

degeneradas, viabilidade duvidosa. O Grau 4 representa estruturas mortas ou degeneradas, sem 

potencial de desenvolvimento (Stringfellow; Givens, 2007). 

Embriões de Grau 1 e 2 são selecionados para criopreservação ou transferência direta, 

sendo os de Grau 1 os que consistentemente apresentam maiores taxas de prenhez. Embriões 

de Grau 3 podem ser transferidos a fresco para receptoras em condições reprodutivas 

excepcionais, mas não se recomenda sua criopreservação, dada a alta probabilidade de falha 

pós-descongelamento. A qualidade morfológica do embrião é, portanto, um dos principais 

fatores preditivos do resultado reprodutivo final, independentemente do método de 

criopreservação utilizado (Lopatarova et al., Santin et al., 2009). 

 

3.2 Criopreservação de embriões bovinos 
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3.2.1 Histórico e evolução da criopreservação 

A história da criopreservação de embriões de mamíferos está intimamente ligada ao 

avanço do conhecimento em criobiologia e ao desenvolvimento das biotecnologias 

reprodutivas. O marco inicial de toda a criobiologia aplicada à reprodução animal foi a 

descoberta de Polge e colaboradores (1949), que demonstraram acidentalmente a ação 

crioprotetora do glicerol sobre espermatozoides bovinos durante o congelamento, descoberta 

que viria a fundamentar décadas de pesquisa subsequente sobre crioprotetores (Mapletoft, 

2013). 

O primeiro congelamento bem-sucedido de embriões de mamíferos, especificamente de 

camundongos, foi realizado por Whittingham et al. (1972) e, em paralelo, por Wilmut e Rowson 

(1973). Neste mesmo ano, Wilmut e Rowson realizaram com sucesso a criopreservação de 

embriões ovinos, a espécie bovina seguiu-se imediatamente, com os primeiros resultados 

publicados por Wilmut e Rowson (1973) e a consolidação da técnica ao longo da segunda 

metade da década de 1970 (Dalcin; Lucci, 2010). Os primeiros protocolos baseavam-se no uso 

de glicerol como crioprotetor, em concentrações de 1,0 a 1,5 M, com resfriamento lento e 

controlado até −35°C antes da imersão final em nitrogênio líquido a −196°C. 

O desenvolvimento das técnicas de criopreservação de embriões bovinos ganhou 

impulso considerável na virada das décadas de 1970 para 1980, acompanhando o crescimento 

comercial da transferência de embriões. Com o aumento de embriões excedentes provenientes 

das superovulações e a demanda pelo armazenamento a longo prazo de material genético 

bovino valioso, diversos grupos de pesquisa passaram a desenvolver e aperfeiçoar protocolos 

de congelamento (Ongaratto, 2009). Nesse período, o glicerol era o crioprotetor padrão, mas 

sua toxicidade tecidual exigia a remoção completa antes da transferência, tornando o processo 

laborioso e sujeito a erros (Jove, 2011). 

Um avanço decisivo ocorreu com a introdução do etilenoglicol (EG) como crioprotetor 

alternativo ao glicerol, na década de 1980. O EG apresenta menor peso molecular, maior 

velocidade de permeação celular e, fundamentalmente, menor toxicidade ao trato reprodutivo 

da receptora em concentrações usuais, o que viabilizou o desenvolvimento do método de 

transferência direta (Direct Transfer ou One-Step), descrito por Leibo (1984) e aperfeiçoado 

por Dochi et al. (1995). Nesse método, o embrião é congelado em solução de EG e transferido 

para a receptora diretamente, sem etapa de remoção do crioprotetor, simplificando 

enormemente o fluxo operacional em campo (Leibo, 1984, Santin et al., 2009). 
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Em paralelo, pesquisas sobre vitrificação tiveram início efetivo com Rall e Fahy (1985), 

que descreveram a sobrevivência de embriões murinos submetidos à solidificação ultrarápida 

em soluções altamente concentradas de crioprotetores. A partir daí, uma sequência de avanços 

em dispositivos e soluções permitiu que a vitrificação se tornasse aplicável a embriões bovinos: 

as palhetas estiradas (OPS) por Vajta et al. (1998), o Cryotop por Kuwayama et al. (2005), e, 

mais recentemente, o protocolo Embrapa Vitrificação Direta (VD), que combina vitrificação 

com transferência direta para embriões PIVE bovinos (Oliveira et al, 2024). Atualmente, a 

vitrificação é a técnica de referência para embriões produzidos in vitro, enquanto o Direct 

Transfer permanece amplamente utilizado para embriões in vivo pela sua praticidade 

operacional. 

 

3.2.2 Princípios biológicos da criopreservação 

A criopreservação baseia-se no princípio fundamental de reduzir a atividade metabólica 

celular a níveis próximos de zero pela diminuição drástica da temperatura, preservando a 

viabilidade dos tecidos por períodos indefinidos sem que ocorra deterioração biológica 

relevante. Contudo, o processo de resfriamento e congelamento expõe as células a riscos 

biológicos severos que, se não forem adequadamente controlados, levam à morte celular 

(Dalcin; Lucci, 2010). 

O principal risco biológico associado ao congelamento é a formação de cristais de gelo 

intracelulares. À medida que a temperatura diminui, a água presente nos compartimentos 

intracelular e extracelular tende a se solidificar, formando cristais que assumem formas e 

tamanhos irregulares. Esses cristais causam danos físicos diretos às membranas celulares, às 

organelas e ao citoesqueleto, comprometendo, muitas vezes de forma irreversível, a função e a 

integridade celular. Mesmo pequenos cristais, invisíveis à microscopia óptica, podem provocar 

lesões suficientes para impedir o desenvolvimento embrionário pós-aquecimento (Santin et al., 

2009). 

Além dos danos mecânicos diretos, o congelamento provoca o chamado efeito solução: 

à medida que o gelo se forma no meio extracelular, os solutos presentes se concentram 

progressivamente no líquido intersticial remanescente. Esse gradiente osmótico força a saída 

de água do interior da célula por osmose, promovendo desidratação celular. Se o resfriamento 

ocorre de forma muito lenta, a desidratação é excessiva e pode causar danos osmóticos graves 

às proteínas de membrana e às enzimas intracelulares. Se ocorre de forma muito rápida, a água 

não tem tempo de sair da célula antes da solidificação, favorecendo a formação de gelo 
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intracelular. Esse dilema define o que os criobiologistas denominam curva de resposta bifásica 

ao resfriamento, que estabelece uma janela de velocidade de resfriamento ótima para cada tipo 

celular (Dalcin; Lucci, 2010). 

O processo de reaquecimento apresenta riscos adicionais. Ao elevar a temperatura, 

pequenos núcleos de cristais de gelo eventualmente formados durante o congelamento podem 

crescer em um fenômeno denominado recristalização, causando novos danos mecânicos às 

estruturas celulares que já sobreviveram ao resfriamento. Por isso, o protocolo de aquecimento 

deve ser tão criteriosamente planejado quanto o de congelamento. A velocidade de aquecimento 

deve ser suficientemente rápida para minimizar a janela de temperatura em que a recristalização 

é mais provável, geralmente entre −130°C e −60°C (Dalcin; Lucci, 2010). 

O princípio fundamental que orienta todos os protocolos modernos de criopreservação 

é, portanto, a substituição máxima da água intracelular por crioprotetores antes do 

congelamento, de modo a minimizar simultaneamente os danos osmóticos e a formação de 

cristais de gelo. A eficiência dessa substituição define a qualidade do processo e determina 

diretamente as taxas de sobrevivência e prenhez obtidas após o descongelamento (Dalcin; 

Lucci, 2010). 

 

3.2.3 Crioprotetores: tipos, mecanismos de ação e toxicidade 

Os crioprotetores (CPAs, Cryoprotective Agents) são substâncias que, ao serem 

incorporadas às soluções de processamento embrionário, reduzem os danos provocados pelo 

processo de criopreservação. São classificados em dois grandes grupos principais: 

crioprotetores permeantes (intracelulares) e crioprotetores não permeantes (extracelulares), que 

exercem mecanismos de ação complementares (Santin et al., 2009; Dalcin; Lucci, 2010). 

Os crioprotetores permeantes são moléculas de baixo peso molecular, capazes de 

atravessar a membrana plasmática e se distribuir tanto no espaço intracelular quanto no 

extracelular. Atuam substituindo parte da água intracelular, reduzindo o ponto de congelamento 

da solução e aumentando sua viscosidade, o que dificulta a nucleação e o crescimento de cristais 

de gelo. Os principais crioprotetores permeantes utilizados na criopreservação de embriões 

bovinos são o etilenoglicol (EG), o dimetilsulfóxido (DMSO), o glicerol e a dimetilformamida 

(DMF). O etilenoglicol é o mais amplamente empregado: seu peso molecular de 62 g/mol 

confere alta velocidade de permeação celular, e sua toxicidade tecidual é menor do que a do 

glicerol, tornando-o compatível com o protocolo de transferência direta sem necessidade de 

diluição prévia (Santin et al., 2009; Pyles, 2006; Jove, 2011). 
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O DMSO, embora muito eficaz como crioprotetor permeante, apresenta maior potencial 

tóxico que o EG, especialmente em altas concentrações ou longos tempos de exposição. Por 

isso, é frequentemente utilizado em combinação com o EG, em formulações mistas, que 

permitem reduzir a concentração individual de cada componente sem comprometer a eficácia 

crioprotetora total. A combinação EG (20%) + DMSO (20%) é uma das mais estudadas para 

vitrificação de embriões bovinos e está presente em inúmeros protocolos publicados na 

literatura (Pyles, 2006; Ramos et al, 2006). 

Os crioprotetores não permeantes são macromoléculas ou carboidratos que permanecem 

no espaço extracelular, exercendo efeito osmótico protetor. Atuam promovendo a saída 

controlada da água intracelular antes do congelamento e estabilizando a membrana plasmática 

durante o processo criogênico. Os principais crioprotetores não permeantes utilizados na 

criopreservação embrionária bovina são a sacarose, a trealose, a rafinose e o soro fetal bovino 

(SFB). A sacarose é amplamente empregada nas soluções de reidratação, em concentrações 

decrescentes (0,5 M → 0,25 M → 0,15 M → 0,0 M), para promover a reentrada gradual de 

água na célula após o aquecimento sem provocar choque osmótico reverso (Santin et al., 2009). 

A toxicidade dos crioprotetores constitui um dos principais desafios no 

desenvolvimento de protocolos eficientes de criopreservação. Todos os CPAs são, em maior ou 

menor grau, citotóxicos, especialmente quando utilizados em altas concentrações ou por longos 

períodos de exposição. A toxicidade se manifesta por alterações osmóticas, interferência no 

funcionamento de enzimas e proteínas estruturais, danos ao DNA nuclear e mitocondrial, e 

comprometimento da integridade da membrana plasmática. Para minimizar esses efeitos, os 

protocolos modernos preconizam exposições escalonadas e de curta duração às soluções de 

crioprotetor, preferencialmente realizadas em temperatura reduzida, que diminui a velocidade 

das reações citotóxicas (Dalcin; Lucci, 2010). 

Pesquisas comparativas avaliando diferentes concentrações e combinações de 

crioprotetores demonstraram que não existe uma formulação universalmente ótima: a escolha 

deve ser feita com base no tipo de embrião (in vivo ou in vitro), no estágio de desenvolvimento, 

no dispositivo de vitrificação empregado e na experiência técnica do operador. Entre as 

formulações mais estudadas para vitrificação em OPS destacam-se: 20% EG + 20% DMSO + 

0,5 M sacarose; 20% EG + 20% DMF + 0,5 M sacarose; e 40% EG + 0,3 M trealose + 20% 

PVP (Pyles, 2006; Santin et al., 2009). 

 

3.2.4 Efeitos do resfriamento e do congelamento sobre o embrião 
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O embrião bovino é uma estrutura multicelular com características físicas e fisiológicas 

que determinam sua resposta específica ao processo de criopreservação. O estágio de 

desenvolvimento, a composição lipídica das células, a permeabilidade da membrana à água e 

aos crioprotetores, e a integridade da zona pelúcida são fatores que influenciam diretamente a 

sobrevivência embrionária após o congelamento (Dalcin; Lucci, 2010). 

Uma das peculiaridades mais relevantes dos embriões bovinos produzidos in vitro 

(PIVE) é seu elevado conteúdo de lipídios intracitoplasmáticos, especialmente na forma de 

gotículas lipídicas visíveis ao microscópio de luz, que conferem ao embrião uma coloração 

escura e opaca característica. Essa composição lipídica diferenciada torna os embriões PIVE 

particularmente sensíveis ao choque térmico (chilling injury), que consiste em danos celulares 

causados pela redução de temperatura mesmo antes do início do congelamento propriamente 

dito, já na faixa de 0°C a 15°C, lipídios intracelulares podem solidificar e romper membranas. 

Pesquisas demonstraram que embriões produzidos in vitro são significativamente mais 

sensíveis ao chilling injury do que embriões in vivo, o que explica a maior dificuldade histórica 

em criopreservar embriões PIVE com bons resultados pelo método de congelamento lento 

convencional (Santin et al., 2009; Ramos, 2025). 

A resposta do embrião ao congelamento também é influenciada pelo estágio de 

desenvolvimento. Mórulas compactas possuem blastômeros densamente compactados e menor 

espaço livre de água intracelular livre, conferindo-lhes certa resistência ao congelamento lento. 

Blastocistos expandidos apresentam cavidade blastocélica proeminente, cujo colapso é 

observado durante a criopreservação como resultado da intensa movimentação de água para o 

exterior da célula. Esse colapso é fisiológico e temporário: a taxa de reexpansão da blastocele 

nas primeiras 1 a 2 horas após o aquecimento é considerada um dos melhores indicadores 

práticos de viabilidade pós-criopreservação (Stringfellow; Givens, 2007; Oliveira et al, 2024). 

Estudos comparativos demonstraram que a velocidade de resfriamento é um parâmetro 

crítico para a sobrevivência embrionária. No congelamento lento, velocidades da ordem de 

0,3°C/min a 0,5°C/min na região crítica de temperatura (entre −5°C e −35°C) são utilizadas, 

com a indução manual ou automática da nucleação do gelo (seeding) para controlar a formação 

de cristais extracelulares. Já na vitrificação, velocidades superiores a 20.000°C/min são 

atingidas com dispositivos como OPS e Cryotop, impedindo completamente a formação de 

qualquer cristal de gelo, tanto intra quanto extracelular (Vajta; Kuwayama, 2006; Dalcin; Lucci, 

2010). 
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O choque osmótico é outro risco associado à criopreservação, que pode ocorrer tanto 

durante a adição dos crioprotetores quanto durante a sua remoção pós-aquecimento. Quando as 

células são expostas subitamente a soluções hiperosmóticas de crioprotetores, ocorre saída 

rápida de água e encolhimento celular brusco. A reentrada de água durante a reidratação 

também pode causar inchaço celular excessivo caso seja feita de forma abrupta. Por isso, os 

protocolos modernos preconizam etapas de equilíbrio gradual, com soluções de concentração 

crescente na adição e decrescente na remoção dos crioprotetores (Dalcin; Lucci, 2010; Jove, 

2011). 

 

3.3 Técnica de vitrificação 

 

3.3.1 Fundamentos e princípios da vitrificação 

A vitrificação é definida como o processo pelo qual uma solução líquida, 

suficientemente concentrada em agentes crioprotetores, se solidifica durante o resfriamento 

ultrarrápido assumindo um estado amorfo, denominado estado vítreo, sem a formação de 

qualquer cristal de gelo. Esse estado vítreo possui propriedades mecânicas de um sólido, mas 

mantém a desordem molecular característica de um líquido, preservando a estrutura interna das 

células em uma condição cinéticamente paralisada sem os danos mecânicos dos cristais (Rall; 

Fahy, 1985, Vajta; Kuwayama, 2006). 

Historicamente, o conceito de vitrificação em criobiologia foi introduzido por Luyet 

(1937), que propôs a possibilidade de solidificar materiais biológicos sem formação de cristais 

por meio de resfriamento extremamente rápido. Contudo, a aplicação prática em embriões de 

mamíferos só foi demonstrada de forma replicável por Rall e Fahy (1985), que vitrificaram 

embriões de camundongos em solução contendo dimetilsulfóxido, acetamida, propilenoglicol 

e polietilenoglicol. Desde então, inúmeros estudos refinaram as formulações das soluções 

vitrificantes e os dispositivos de vitrificação, tornando a técnica progressivamente mais segura 

e eficiente para diferentes espécies e tipos celulares (Rall; Fahy, 1985; Vajta; Kuwayama, 

2006). 

Para que a vitrificação ocorra de forma eficiente e segura, duas condições fundamentais 

precisam ser atendidas simultaneamente: (1) alta concentração de crioprotetores na solução, 

suficiente para elevar a viscosidade e reduzir o ponto de nucleação do gelo; e (2) velocidade de 

resfriamento extremamente elevada, que impeça o crescimento de eventuais núcleos de 

cristalização. Modernamente, sabe-se que a redução do volume da solução de vitrificação é 
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também um fator determinante: volumes abaixo de 1 µL permitem atingir taxas de resfriamento 

muito superiores às obtidas com maiores volumes, pois a razão entre área de superfície e volume 

aumenta exponencialmente com a redução do tamanho da gota (Vajta; Kuwayama, 2006; 

Kuwayama et al., 2005). 

A principal vantagem biológica da vitrificação sobre o congelamento lento reside 

precisamente na eliminação completa dos cristais de gelo intracelulares. Com a ausência de 

cristais, os danos mecânicos às membranas, organelas e citoesqueleto são drasticamente 

reduzidos, resultando em taxas de sobrevivência embrionária superiores, especialmente para 

embriões produzidos in vitro, que são mais suscetíveis ao chilling injury e à cristalização 

intracelular durante o congelamento lento (Ramos, 2025). 

É importante ressaltar que, embora a vitrificação elimine os cristais intracelulares, o 

processo não é isento de riscos. As altas concentrações de crioprotetores utilizadas exercem 

toxicidade química e osmótica sobre as células. Além disso, a velocidade de reaquecimento 

deve ser igualmente elevada para evitar a recristalização durante o aquecimento. O sucesso da 

vitrificação depende, portanto, do equilíbrio preciso entre concentração crioprotetora, volume 

de solução, velocidade de resfriamento e velocidade de aquecimento, parâmetros que se 

influenciam mutuamente e que variam conforme o tipo e o estágio do embrião (Bos-Mikich, 

2007). 

 

3.3.2 Protocolos e soluções vitrificantes 

Os protocolos de vitrificação para embriões bovinos envolvem, em geral, duas etapas 

sequenciais de exposição a soluções de crioprotetor em concentrações crescentes, seguidas de 

imersão imediata no nitrogênio líquido. As soluções são preparadas em meio de base (DPBS, 

TCM-Hepes ou similar) suplementado com proteína, habitualmente soro fetal bovino (SFB) ou 

albumina sérica bovina (BSA), para estabilização das membranas celulares durante a 

manipulação (Vajta et al., 1998; Stringfellow; Givens, 2007). 

A primeira etapa, denominada solução de equilíbrio (SE ou SV1), objetiva a permeação 

parcial dos crioprotetores para o interior das células e a saída de parte da água intracelular por 

osmose, sem causar danos osmóticos severos. O embrião é exposto por 1 a 3 minutos a uma 

solução contendo concentrações moderadas de crioprotetores permeantes, tipicamente 10% de 

EG associado a 10% de DMSO, em meio de base com 5 a 10% de SFB. Recomenda-se que 

essa etapa seja realizada em temperatura de 38°C–39°C para aumentar a fluidez das membranas 

e a velocidade de permeação dos crioprotetores (Pyles, 2006; Santin et al., 2009). 
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A segunda etapa, denominada solução de vitrificação (SV ou SV2), contém altas 

concentrações de crioprotetores permeantes, geralmente 20% de EG associado a 20% de 

DMSO, acrescidas de um crioprotetor não permeante como sacarose (0,5 M) ou trealose, em 

meio de base com SFB. A exposição do embrião à SV2 deve ser extremamente curta, 

tipicamente de 20 a 30 segundos, dependendo do protocolo, para minimizar os efeitos 

citotóxicos das altas concentrações de crioprotetores. Após esse breve período, o embrião é 

carregado no dispositivo de vitrificação e imerso imediatamente no nitrogênio líquido, sem 

qualquer demora (Pyles, 2006; Santin et al., 2009; Vajta; Kuwayama, 2006). 

Variações nesse protocolo bipartido são amplamente descritas na literatura. Trabalhos 

conduzidos por Pyles (2006) avaliaram três soluções de vitrificação distintas para embriões 

bovinos em OPS: (1) 20% EG + 20% DMSO + 0,5 M sacarose; (2) 20% DMF + 20% EG + 0,5 

M sacarose; e (3) 20% DMF + 20% DMSO + 0,5 M sacarose. Os resultados demonstraram 

variações nas taxas de sobrevivência e desenvolvimento in vitro entre os grupos, evidenciando 

que a composição da solução influencia significativamente o resultado, sendo a combinação 

EG+DMSO geralmente a de melhor desempenho para embriões PIVE bovinos (Pyles, 2006). 

Protocolos comerciais padronizados, como os oferecidos por fabricantes como IMV 

Technologies, Vitrolife e Inovate (kits Rapid-I, CBS HSV e similares), disponibilizam soluções 

de vitrificação com composição definida e testada, permitindo reprodutibilidade de resultados 

entre laboratórios. Esses kits são amplamente utilizados em laboratórios de PIVE bovina no 

Brasil e no mundo, e seus resultados publicados permitem comparações interinstitucionais mais 

confiáveis do que formulações preparadas artesanalmente (Reyes, 2021). 

 

3.3.3 Sistemas e dispositivos de vitrificação 

O dispositivo de vitrificação é o suporte físico no qual o embrião é carregado antes de 

ser imerso no nitrogênio líquido. A escolha do dispositivo é determinante para a taxa de 

resfriamento alcançada e, consequentemente, para o sucesso da vitrificação. A evolução dos 

dispositivos ao longo das últimas décadas reflete a busca contínua por maior velocidade de 

resfriamento, menor volume de solução vitrificante e maior segurança sanitária (Vajta; 

Kuwayama, 2006; Marin et al., 2020). 

As palhetas convencionais de 0,25 mL (French straws) foram os primeiros dispositivos 

utilizados na vitrificação de embriões bovinos. Por possuírem paredes relativamente espessas e 

acomodarem maior volume de solução, as taxas de resfriamento atingidas são relativamente 

baixas (cerca de 2.500°C/min), o que exige concentrações mais elevadas de crioprotetores para 
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garantir a vitrificação. Sua vantagem é a compatibilidade com inovuladores de transferência 

convencionais, tornando o dispositivo compatível com a infraestrutura já disponível nos 

laboratórios de PIVE. As palhetas de 0,5 mL apresentam desempenho inferior às de 0,25 mL 

para vitrificação, sendo utilizadas principalmente em congelamento lento (Santin et al., 2009). 

A Open Pulled Straw (OPS) representa um avanço fundamental na vitrificação de 

embriões bovinos. Desenvolvida por Vajta et al. (1997, 1998), a OPS é obtida a partir de uma 

palheta convencional de 0,25 mL submetida a um processo de estiramento a quente, que reduz 

seu diâmetro interno de aproximadamente 1,0 mm para 0,8 mm e sua espessura de parede de 

0,15 mm para cerca de 0,07 mm. Com esse tratamento, o volume de solução carregado é inferior 

a 1 µL e as taxas de resfriamento em contato direto com o nitrogênio líquido superam 

20.000°C/min. A OPS proporcionou melhora expressiva nas taxas de sobrevivência e prenhez 

com embriões PIVE vitrificados, tornando-se o dispositivo mais amplamente utilizado em 

protocolos de pesquisa e em programas comerciais de PIVE bovina no Brasil (Vajta et al., 1998; 

Ramos, 2025). 

O Cryotop, descrito por Kuwayama et al. (2005), consiste em uma folha plástica 

ultrafina (espessura de 0,4 mm) fixada a um cabo, na qual o embrião é carregado em volume 

mínimo de solução vitrificante, inferior a 0,1 µL. O dispositivo é coberto por uma manga 

protetora e imerso no nitrogênio líquido, atingindo taxas de resfriamento superiores a 

23.000°C/min. Estudos com embriões e oócitos bovinos demonstraram que o Cryotop 

proporciona taxas de reexpansão e de maturidade nuclear superiores às obtidas com OPS e 

palhetas convencionais, posicionando-o como um dos dispositivos de maior desempenho para 

vitrificação de oócitos imaturos (Scielo, Cryotop, 2024; Kuwayama et al., 2005). Entretanto, 

por ser um dispositivo aberto, o Cryotop expõe o material biológico diretamente ao nitrogênio 

líquido, suscitando preocupações regulatórias quanto ao risco de contaminação cruzada entre 

amostras (Marin et al., 2020). 

Os sistemas fechados de vitrificação, como o High Security Vitrification (HSV), o 

Rapid-I e o Cryopette, foram desenvolvidos para eliminar o contato direto do embrião com o 

nitrogênio líquido, reduzindo o risco de contaminação biológica. Nesses sistemas, o embrião é 

envasado em câmara selada antes da imersão. A desvantagem é a redução das taxas de 

resfriamento em comparação aos dispositivos abertos, o que pode exigir ajustes nos protocolos 

de crioprotetores. Para uso em bancos de germoplasma de acesso regulado, em importação e 

exportação de material genético, e em contextos onde biossegurança é requisito prioritário, os 
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sistemas fechados são a escolha recomendada pelas diretrizes internacionais (Marin et al., 2020; 

Kuwayama et al., 2005). 

 

3.3.4 Desvitrificação e reidratação embrionária 

A desvitrificação, ou processo de aquecimento e reidratação, é a etapa que sucede o 

armazenamento criogênico e precede a avaliação e transferência dos embriões vitrificados. 

Assim como o resfriamento, o aquecimento deve ser realizado com extremo cuidado para evitar 

a recristalização, fenômeno em que pequenos núcleos de gelo, que podem ter se formado 

durante a vitrificação, crescem ao atingir determinada faixa de temperatura, causando danos 

mecânicos às estruturas celulares (Dalcin; Lucci, 2010). 

Para evitar a recristalização, o aquecimento deve ser realizado de forma ultrarrápida, 

especialmente na faixa crítica de −130°C a −60°C. Diferentes protocolos de aquecimento são 

utilizados dependendo do dispositivo de vitrificação empregado. Para OPS, o procedimento 

mais comum consiste na imersão direta do dispositivo carregado com o embrião em solução de 

reidratação (sacarose 0,5 M ou 0,25 M) pré-aquecida a 37°C–39°C, com o embrião liberado 

imediatamente na solução. O contato com a solução aquecida promove aquecimento 

ultrarrápido, interrompendo qualquer possível processo de recristalização antes que os cristais 

atinjam dimensões danosas (Pyles, 2006; Ramos, 2025). 

Para palhetas convencionais utilizadas no Direct Transfer, o aquecimento pode ser feito 

ao ar por 10 segundos, seguido de imersão em banho-maria a 37°C por 30 segundos. Em ambos 

os casos, a velocidade de aquecimento deve ser estritamente controlada para garantir que a 

transição da temperatura criogênica para a fisiológica ocorra de forma suficientemente rápida 

para evitar a recristalização e suficientemente gradual para não provocar choque osmótico ao 

embrião (Pyles, 2006; Jove, 2011). 

Após o aquecimento, o embrião é submetido à reidratação gradual, que consiste na 

diluição progressiva dos crioprotetores intracelulares e na reentrada controlada de água na 

célula. Esse processo é realizado pela passagem sequencial do embrião por soluções com 

concentrações decrescentes de sacarose, tipicamente 0,5 M por 3 minutos, 0,25 M por 3 a 5 

minutos, e 0,00 M (apenas meio de base) por 5 minutos, a 38°C–39°C. A reidratação 

excessivamente rápida pode provocar choque osmótico reverso, causando inchaço celular e lise. 

A excessivamente lenta pode permitir a persistência de crioprotetores intracelulares em 

concentrações tóxicas por tempo prolongado (Pyles, 2006; Dalcin; Lucci, 2010). 
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Após a reidratação, os embriões são avaliados morfologicamente sob 

estereomicroscópio e colocados em cultivo in vitro por 1 a 2 horas, período durante o qual se 

observa a reexpansão da blastocele como indicativo de viabilidade. De acordo com os dados da 

Embrapa (2023) com o protocolo Embrapa Vitrificação Direta (VD), 95,6% dos embriões PIVE 

submetidos à vitrificação e ao protocolo de aquecimento padronizado apresentaram reexpansão 

da blastocele já nas primeiras 2 horas de cultivo pós-aquecimento, demonstrando a eficácia do 

protocolo de desvitrificação e reidratação desenvolvido. Outros estudos com embriões PIVE 

vitrificados em OPS e reaquecidos pelo protocolo de sacarose decrescente reportam taxas de 

reexpansão que variam entre 60% e 95%, dependendo da qualidade do embrião, do protocolo 

crioprotetor e das condições de laboratório (Ramos, 2025; Reyes, 2021). 

 

3.3.5 Taxas de sobrevivência e prenhez 

As taxas de sobrevivência e prenhez obtidas com embriões bovinos vitrificados variam 

na literatura em função de múltiplos fatores: tipo de embrião (in vivo ou in vitro), estágio de 

desenvolvimento, grau de qualidade morfológica, dispositivo de vitrificação utilizado, 

protocolo crioprotetor adotado, condições do laboratório e características das receptoras. Em 

linhas gerais, embriões in vivo respondem melhor à vitrificação do que os embriões PIVE, em 

função de sua menor carga lipídica intracitoplasmática e maior resistência ao chilling injury 

(Santin et al., 2009; Ramos, 2025). 

Para embriões in vivo vitrificados em OPS, estudos relatam taxas de gestação entre 45% 

e 65%, comparáveis às obtidas com embriões a fresco de qualidade equivalente. (Lopatarova et 

al; Santin et al., 2009), comparando vitrificação em OPS com o congelamento DT para 

embriões in vivo, não encontraram diferença estatisticamente significativa entre as taxas de 

gestação: 55,1% versus 54,1% para embriões Grau I, e 36,4% versus 32,9% para embriões Grau 

II, respectivamente. Esses resultados evidenciam que, para embriões in vivo de alta qualidade, 

ambas as técnicas de criopreservação são equivalentes em eficácia reprodutiva (Lopatarova et 

al.; Santin et al., 2009). 

Para embriões PIVE, as taxas de gestação após vitrificação situam-se tipicamente entre 

25% e 50%, inferiores às taxas obtidas com embriões a fresco (40%–65%), mas com tendência 

de melhora progressiva conforme os protocolos são aperfeiçoados. (Martínez et al., 2002; 

Ramos, 2025) afirmaram que a vitrificação pode ser utilizada com sucesso na criopreservação 

de embriões bovinos produzidos in vitro em programas comerciais. Estudos comparativos entre 

congelamento lento e vitrificação para embriões PIVE demonstraram superioridade consistente 
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da vitrificação: a taxa de expansão embrionária após 24 horas foi de 89,0% e 86,2% para dois 

protocolos de vitrificação avaliados por Cuervo-Arango et al. (Reyes, 2021), contra 73,6% para 

o congelamento lento. 

Um marco recente nessa área foi o desenvolvimento do Protocolo Embrapa Vitrificação 

Direta (VD), que associa vitrificação com transferência direta (Direct Transfer) para embriões 

PIVE. Os resultados in vitro demonstraram que 95,6% dos embriões Embrapa Vitrificação 

Direta (VD) estavam reexpandidos após apenas 2 horas de cultivo. In vivo, as taxas de prenhez 

foram de 33% para embriões Embrapa Vitrificação Direta (VD) versus 44% para embriões a 

fresco, sem diferença estatisticamente significativa. As taxas de perda gestacional também 

foram similares (22% vs 20%), indicando que o protocolo Embrapa Vitrificação Direta (VD) 

oferece resultados gestacionais comparáveis aos de embriões a fresco, representando um 

avanço expressivo para a aplicação comercial da vitrificação em programas de campo (Oliveira 

et al, 2024). 

Estudos complementares realizados por pesquisadores da Universidade Autônoma de 

Barcelona (Martinez-Rodriguez et al., 2021) demonstraram que um período de equilíbrio mais 

curto na SV1 melhora os desfechos pós-aquecimento de embriões bovinos PIVE vitrificados 

pelo método in-straw (com transferência direta), resultando em maior sobrevivência e menor 

índice de apoptose celular. Esses resultados corroboram a tendência de que a simplificação e 

otimização dos tempos de exposição aos crioprotetores representam um caminho promissor 

para o aprimoramento das técnicas de vitrificação com transferência direta (Martinez-

Rodriguez et al., 2021). 

 

3.4 Técnica de Direct Transfer 

 

3.4.1 Conceito e vantagens do Direct Transfer 

O Direct Transfer (DT), também denominado transferência direta, congelamento One-

Step ou método de inovulação direta, é uma técnica de criopreservação embrionária na qual o 

embrião, após o descongelamento da palheta, é imediatamente inoculado no útero da receptora, 

sem nenhuma etapa intermediária de remoção do crioprotetor em bancada laboratorial. Essa 

característica confere ao DT uma praticidade operacional inigualável entre os métodos de 

criopreservação embrionária, tornando-o especialmente indicado para uso em programas de 

transferência de embriões in vivo conduzidos em campo, onde infraestrutura laboratorial é 

limitada ou inexistente (Leibo, 1984, Santin et al., 2009; Alta Genetics, 2024). 
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O fundamento do DT reside na propriedade do etilenoglicol (EG) de ser bem tolerado 

pelo trato reprodutivo das receptoras em concentrações da ordem de 1,4 a 1,8 M, ao contrário 

do glicerol, crioprotetor clássico dos primeiros protocolos, que exigia diluição obrigatória por 

ser citotóxico ao endométrio. O EG é absorvido rapidamente pelo útero e sua eliminação pelo 

trato reprodutivo não causa danos às células uterinas nem interfere com a implantação 

embrionária, desde que utilizado nas concentrações e volumes definidos para o protocolo DT 

(Jove, 2011; Leibo, 1984, Santin et al., 2009). 

As principais vantagens do Direct Transfer podem ser sistematizadas nos seguintes 

pontos: (1) eliminação das etapas de descongelamento em banho-maria, avaliação pós-

descongelamento e remoção do crioprotetor, reduzindo o tempo de manipulação do embrião 

fora do nitrogênio líquido a segundos; (2) redução de riscos de contaminação, lesão mecânica 

e variações de temperatura durante o processamento pós-descongelamento; (3) possibilidade de 

execução em campo sem laboratório, bastando dispor de um canister de nitrogênio líquido, um 

inovulador de embrião padrão de 0,25 mL e o protocolo de suporte mínimo; (4) redução de 

custos operacionais, pela dispensabilidade de equipamentos de descongelamento, reagentes 

específicos para remoção do crioprotetor e estrutura laboratorial no local de transferência; (5) 

maior rastreabilidade logística, pois o embrião permanece na mesma palheta de congelamento 

desde o processamento em laboratório até a inovulação na receptora; e (6) menor variabilidade 

operacional entre técnicos de campo, pela simplificação do protocolo (Alta Genetics, 2024; 

Santin et al., 2009; Rumpf, 2007). 

 

3.4.2 Protocolos aplicados ao Direct Transfer 

O protocolo clássico de Direct Transfer, consolidado a partir dos trabalhos de Leibo 

(1984) e Dochi et al. (1995), envolve as seguintes etapas sequenciais: (1) avaliação e seleção 

do embrião (Grau 1 ou 2, estágio de blastocisto ou blastocisto expandido); (2) equilíbrio do 

embrião em soluções com concentrações crescentes de EG, habitualmente 0,5 M por 5 minutos, 

seguido de 1,0 M por 5 minutos, para promover a permeação gradual do crioprotetor ao interior 

das células sem causar danos osmóticos bruscos; (3) transferência do embrião para a palheta de 

0,25 mL contendo a solução de congelamento com 1,4 a 1,8 M de EG, com ou sem sacarose 

(0,1 a 0,25 M) como crioprotetor não permeante auxiliar; (4) congelamento em máquina de 

curva controlada, com velocidade de −0,3°C/min a −0,5°C/min até −7°C; (5) indução da 

nucleação do gelo (seeding) a −7°C por método manual ou automático; (6) continuação do 
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resfriamento a −0,3°C/min até −35°C; e (7) imersão final em nitrogênio líquido a −196°C 

(Dochi et al., 1995; Santin et al., 2009; Cenatte, 2015; Viana, 2009). 

O arranjo interno da palheta para DT é padronizado e deve ser rigorosamente respeitado 

para garantir que o embrião esteja adequadamente posicionado para a inovulação: coluna de 

meio de manutenção (coluna 1) | bolha de ar | solução crioprotetora com o embrião (coluna 

central) | bolha de ar | coluna de meio de manutenção (coluna 2). As colunas de meio funcionam 

como amortecedores das extremidades, e as bolhas de ar delimitam e protegem a coluna central 

onde o embrião está contido. Esse arranjo é essencial para que o embrião não entre em contato 

com o êmbolo do inovulador e para que a inovulação seja feita com precisão (Stringfellow; 

Givens, 2007; Viana, 2009). 

 

 

Estudos realizados por Dochi et al. (1995), comparando soluções com 1,8 M de EG puro 

e 1,8 M de EG + 0,25 M de sacarose para congelamento DT de mórulas e blastocistos bovinos 

in vivo, obtiveram taxas de gestação de 69% e 52%, respectivamente, após inovulação direta 

nas receptoras. Esses resultados indicaram que, para embriões in vivo de alta qualidade, o DT 

com EG puro apresentou desempenho superior à combinação com sacarose naquele protocolo 

específico, possivelmente pela maior toxicidade osmótica da combinação. Contudo, pesquisas 

subsequentes com diferentes concentrações de sacarose obtiveram resultados distintos, 

demonstrando que o efeito da sacarose é dependente da concentração utilizada (Dochi et al., 

1995, Santin et al., 2009). 

Variações do protocolo de DT publicadas na literatura incluem modificações na 

concentração de EG (de 1,0 M a 2,0 M), adição de diferentes crioprotetores não permeantes 

(sacarose, trealose, rafinose), variações na temperatura de seeding, ajustes na velocidade de 

resfriamento e no uso de máquinas automáticas de congelamento versus curvas manuais. A 

Embrapa (2011) padronizou um protocolo de DT para embriões in vivo com 1,5 M de EG em 

PBS + 10% de SFB, com seeding manual a −7°C e mergulho em nitrogênio líquido a −35°C, 

que se tornou referência para os laboratórios brasileiros de TE. 

 Figura 1 - Palheta de 0,25mL acoplada a ponteira e seringa para carregar as soluções 

(acima) e desacoplada (abaixo), contendo coluna de PBS, coluna de ar, e 

coluna de meio de reaquecimento 

Fonte: Embrapa 
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O protocolo Embrapa Vitrificação Direta (VD) representa a evolução mais recente do 

conceito de Direct Transfer, aplicado agora à vitrificação de embriões PIVE. Nesse protocolo, 

o embrião PIVE vitrificado em OPS é diretamente inserido na palheta de inovulação e 

transferido para a receptora sem etapa de reidratação prévia em bancada, eliminando a 

necessidade de equipamento de aquecimento no campo. A reidratação ocorre in vivo, no trato 

reprodutivo da receptora. Os resultados publicados pela Embrapa (2023) demonstraram taxas 

de prenhez de 33% para embriões Embrapa Vitrificação Direta (VD) versus 44% para embriões 

a fresco, sem diferença estatisticamente significativa, um resultado expressivo considerando a 

simplicidade operacional do método (Oliveira et al, 2024). 

 

3.4.3 Compatibilidade com diferentes crioprotetores 

A compatibilidade do Direct Transfer com diferentes agentes crioprotetores é um tema 

amplamente investigado na literatura, uma vez que a viabilidade do protocolo depende, em 

última instância, da tolerância uterina da receptora ao crioprotetor presente na palheta no 

momento da inovulação (Leibo, 1984; Dochi et al., 1995; Stringfellow; Givens, 2007; 

Martinez-Rodriguez et al., 2021). 

O glicerol, utilizado nos primeiros protocolos de congelamento de embriões bovinos, é 

altamente eficaz como crioprotetor e foi durante décadas o padrão no método convencional 

(com remoção obrigatória). Em concentrações necessárias ao congelamento (1,4 a 1,5 M), o 

glicerol provoca irritação e toxicidade celular ao endométrio uterino quando inoculado 

diretamente sem diluição prévia. Por isso, o glicerol não é compatível com o protocolo de Direct 

Transfer e sua aplicação requer rigorosamente a remoção em bancada laboratorial (Jove, 2011; 

Leibo, 1984, Santin et al., 2009). 

O etilenoglicol é o crioprotetor compatível com o DT por excelência. Seu baixo peso 

molecular (62 g/mol), alta permeabilidade celular, alta solubilidade em água e menor toxicidade 

endometrial em concentrações de 1,4 a 1,8 M permitem a inovulação direta sem 

comprometimento da fertilidade da receptora. Estudos in vivo confirmaram que a presença de 

EG em concentrações de até 1,8 M na palheta não afeta significativamente as taxas de 

implantação embrionária em receptoras bovinas, desde que o volume total inovulado seja o 

padrão da palheta de 0,25 mL (Jove, 2011; Dochi et al., 1995; Santin et al., 2009). 

O propilenoglicol e o dimetilsulfóxido (DMSO) têm sido avaliados como alternativas 

ou associações ao EG em protocolos de DT. O propilenoglicol apresenta menor eficiência 

crioprotetora que o EG para embriões bovinos e maior viscosidade, dificultando a manipulação. 
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O DMSO, embora eficaz como crioprotetor, apresenta toxicidade tecidual quando utilizado em 

altas concentrações e é metabolizado em produtos voláteis de odor característico que podem 

interferir com o microambiente uterino. Por essas razões, o EG permanece como a escolha 

preferencial para protocolos de DT em bovinos (Santin et al., 2009; Dalcin; Lucci, 2010). 

 

3.4.4 Resultados e eficiência reprodutiva 

A eficiência reprodutiva do Direct Transfer para embriões bovinos produzidos in vivo 

é bem estabelecida na literatura, com taxas de gestação consistentemente boas e comparáveis 

às obtidas com embriões a fresco quando os protocolos são corretamente executados. Estudos 

conduzidos por Dochi et al. (1995) com embriões in vivo reportaram taxas de gestação de 69% 

com DT em EG puro, resultados que equiparam o DT ao congelamento convencional com 

remoção do crioprotetor e que fundamentaram a adoção do método em escala comercial (Dochi 

et al., 1995; Santin et al., 2009). Lopatarova et al. e Santin et al, em estudo comparativo de 

maior escala com embriões in vivo, obtiveram taxas de prenhez de 54,1% para DT e 55,1% 

para vitrificação em OPS com embriões Grau I, e de 32,9% e 36,4%, respectivamente, para 

embriões Grau II. A ausência de diferença estatisticamente significativa entre os grupos reforça 

a equivalência entre as duas técnicas para embriões de origem in vivo. 

Para embriões PIVE, os resultados com DT convencional são historicamente inferiores 

aos obtidos com embriões in vivo, refletindo a maior sensibilidade dos embriões PIVE ao 

chilling injury durante o congelamento lento. Taxas de gestação de 20% a 35% são 

frequentemente relatadas para embriões PIVE congelados por DT em protocolos convencionais 

(Cenatte, 2015; Oliveira et al, 2024). Esse desempenho inferior é atribuído principalmente à 

maior carga lipídica intracitoplasmática dos embriões PIVE, que favorece os danos por chilling 

injury durante a rampa de resfriamento lento do método convencional (Santin et al., 2009). 

O protocolo Embrapa Vitrificação Direta (VD) foi desenvolvido justamente para 

superar essa limitação, associando a proteção criobiológica superior da vitrificação à 

praticidade operacional do Direct Transfer. Com o protocolo Embrapa Vitrificação Direta 

(VD), embriões PIVE vitrificados são transferidos diretamente para as receptoras sem etapa de 

reidratação em laboratório, e os resultados publicados (33% de prenhez para Embrapa 

Vitrificação Direta (VD) vs 44% para embriões a fresco, sem diferença estatística) representam 

um avanço considerável em relação aos resultados com DT convencional para embriões PIVE 

(Oliveira et al, 2024). 
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Na prática comercial brasileira, o Direct Transfer consolidou-se como a técnica padrão 

para criopreservação de embriões bovinos in vivo transferidos em campo. Empresas de 

biotecnologia reprodutiva como a Alta Genetics comercializam embriões bovinos PIVE 

congelados com tecnologia DT, destacando a facilidade operacional e a rastreabilidade como 

diferenciais competitivos. A crescente demanda do mercado por embriões com tecnologia DT, 

aliada ao desenvolvimento de protocolos como o Embrapa Vitrificação Direta (VD), posiciona 

o Direct Transfer como componente estratégico e dinâmico do setor de biotecnologia 

reprodutiva bovina brasileiro (Alta Genetics, 2024; Oliveira et al, 2024). 

 

3.5 Comparativo entre Vitrificação e Direct Transfer 

 

3.5.1 Vantagens e limitações de cada técnica 

A análise comparativa entre a vitrificação e o Direct Transfer deve ser realizada com 

base em múltiplos critérios, que incluem eficiência biológica (taxas de sobrevivência e 

prenhez), complexidade técnica, requisitos de infraestrutura, biossegurança, custo-benefício e 

adequação ao tipo de embrião utilizado (Mapletoft, 2013; Phillips; Jahnke, 2016; Dalcin; Lucci, 

2010; Stringfellow; Givens, 2007; Pugliesi et al., 2024). 

A vitrificação apresenta como principais vantagens: (a) ausência total de cristais de gelo, 

resultando em taxas de sobrevivência superiores, especialmente para embriões PIVE; (b) taxas 

de reexpansão próximas a 100% com embriões de alta qualidade em protocolos bem 

estabelecidos; (c) menor tempo total de processamento por embrião no momento do 

congelamento; (d) flexibilidade para uso com diferentes dispositivos e volumes; e (e) 

eliminação do risco de chilling injury durante a rampa de congelamento, que é inexistente no 

processo de vitrificação. Como limitações, a vitrificação exige: treinamento técnico específico 

para o manuseio dos dispositivos, especialmente OPS e Cryotop; infraestrutura laboratorial para 

realização do reaquecimento e da reidratação gradual; atenção rigorosa ao controle dos tempos 

de exposição às soluções; e, para protocolos com dispositivos abertos, medidas adicionais de 

biossegurança para evitar contaminação cruzada (Vajta; Kuwayama, 2006; Marin et al., 2020). 

O Direct Transfer destaca-se pela simplicidade operacional: o técnico de campo pode 

descongelar e inovular o embrião sem infraestrutura laboratorial, utilizando apenas o canister 

de nitrogênio e o inovulador de transferência padrão juntamente com a bainha. Isso reduz 

significativamente o número de etapas e a probabilidade de erros humanos durante o 

processamento pós-descongelamento. Adicionalmente, o DT elimina os riscos de danos 
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decorrentes do manuseio laboratorial pós-descongelamento, aquecimento por contato manual, 

choque osmótico durante a remoção do crioprotetor, contaminação durante a remoção. As 

principais limitações são: (a) menor eficiência para embriões PIVE, que são mais sensíveis ao 

chilling injury durante o congelamento lento; (b) necessidade de equipamento de congelamento 

lento com curva controlada (máquina programável) no momento do processamento dos 

embriões em laboratório; (c) maior variabilidade de resultados quando o protocolo de 

congelamento não é executado com rigor técnico (Cenatte, 2015; Alta Genetics, 2024). 

Em síntese, para embriões bovinos produzidos in vivo de alta qualidade morfológica, 

ambas as técnicas apresentam resultados reprodutivos equivalentes. A escolha entre elas deve 

ser guiada principalmente pelas condições de campo, pela disponibilidade de infraestrutura e 

pela experiência técnica da equipe. Para embriões PIVE, a vitrificação é tecnicamente superior 

em termos de sobrevivência pós-criopreservação, embora o protocolo Embrapa Vitrificação 

Direta (VD) ofereça uma alternativa prática que busca combinar a eficiência biológica da 

vitrificação com a simplicidade logística do DT (Oliveira et al, 2024; Lopatarova et al., Santin 

et al., 2009). 

 

3.5.2 Indicações práticas de uso 

Com base na revisão da literatura científica e nos dados técnicos disponíveis, é possível 

estabelecer diretrizes práticas para a seleção entre vitrificação e Direct Transfer nas diferentes 

situações encontradas na rotina da reprodução bovina (Mapletoft, 2013; Phillips; Jahnke, 2016; 

Stringfellow; Givens, 2007; Pugliesi et al., 2024). 

A vitrificação é indicada preferencialmente nas seguintes situações: (a) embriões 

produzidos in vitro (PIVE), pela proteção superior contra o chilling injury; (b) programas de 

exportação ou transporte internacional de material genético, especialmente com dispositivos 

fechados para cumprimento das exigências sanitárias internacionais; (c) bancos de 

germoplasma com exigências regulatórias específicas quanto à biossegurança e à 

rastreabilidade dos lotes; (d) laboratórios equipados com infraestrutura completa para 

reaquecimento, reidratação e avaliação pós-aquecimento; e (e) programas em que a 

maximização das taxas de prenhez é o objetivo principal, independentemente do custo ou da 

complexidade técnica (Marin et al., 2020; Vajta; Kuwayama, 2006; Oliveira et al, 2024). 

O Direct Transfer é indicado preferencialmente nas seguintes situações: (a) embriões 

produzidos in vivo (por superovulação e lavagem uterina), que apresentam composição lipídica 

mais favorável ao congelamento lento; (b) programas de TE conduzidos em campo, sem acesso 
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a laboratório equipado para reaquecimento e reidratação; (c) logística de distribuição de 

embriões para múltiplas propriedades e técnicos, em que a simplicidade do protocolo de campo 

é um diferencial decisivo; e (d) cenários em que o custo operacional por embrião transferido é 

um fator limitante, pois o DT dispensa reagentes e equipamentos específicos para o 

processamento pós-descongelamento (Alta Genetics, 2024; Santin et al., 2009; Cenatte, 2015). 

Uma tendência emergente é a utilização do protocolo Embrapa Vitrificação Direta 

(VD), que associa vitrificação com transferência direta para embriões PIVE, em programas 

comerciais de campo, ampliando gradualmente as fronteiras entre as duas técnicas. À medida 

que kits comerciais de vitrificação com suporte para DT tornam-se mais acessíveis, espera-se 

que essa abordagem híbrida ganhe espaço crescente no mercado brasileiro de biotecnologia 

reprodutiva bovina (Oliveira et al, 2024; Rumpf, 2007). 

 

3.5.3 Custo-benefício e aplicabilidade no campo 

A análise de custo-benefício entre vitrificação e Direct Transfer é complexa e 

dependente do contexto operacional específico de cada programa de reprodução bovina. 

Diferentes variáveis compõem o custo por embrião transferido: equipamentos de laboratório, 

reagentes, dispositivos, tempo de técnico, custo de transporte dos embriões, taxa de prenhez e 

valor genético do embrião produzido (Phillips; Jahnke, 2016; Dalcin; Lucci, 2010; Mapletoft, 

2013; Pugliesi et al., 2024). 

Para laboratórios de PIVE com alto volume de produção, os custos marginais dos 

dispositivos de vitrificação e das soluções específicas são diluídos pela escala, tornando a 

vitrificação economicamente competitiva em relação ao congelamento lento. O custo de um 

dispositivo OPS, por exemplo, é mínimo em relação ao valor de um embrião PIVE de alto valor 

genético. Por outro lado, em programas de TE in vivo de menor escala realizados em campo, o 

DT elimina a necessidade de equipamentos de reaquecimento e reagentes de remoção do 

crioprotetor no local de transferência, traduzindo-se em redução significativa dos custos 

operacionais por embrião transferido (Ramos, 2025; Cenatte, 2015). 

A relação custo-benefício deve também considerar as taxas de prenhez como variável 

central. Para embriões PIVE, mesmo que o custo de processamento pela vitrificação seja 

marginalmente superior ao do DT convencional, a obtenção de taxas de prenhez 10 a 15 pontos 

percentuais superiores pode justificar amplamente esse diferencial de custo, especialmente 

quando os embriões vitrificados são de genótipos de alto valor zootécnico (Reyes, 2021; 

Oliveira et al, 2024). 
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3.6 Bases legais e normativas para a criopreservação e transferência de embriões 

bovinos no Brasil 

A realização de procedimentos de criopreservação e transferência de embriões bovinos 

no Brasil está inserida em um conjunto de marcos regulatórios que visam garantir a 

rastreabilidade, a sanidade animal e a padronização das práticas executadas pelos 

estabelecimentos envolvidos. O conhecimento dessas bases legais é indispensável para o 

profissional da área de reprodução animal, uma vez que orienta tanto a atuação técnica quanto 

a adequação dos laboratórios e equipes às exigências do poder público (Brasil, 2018; MAPA, 

2023; Brasil, 2024a; Brasil, 2024b). 

 

3.6.1 Marco regulatório federal: Lei nº 15.021/2024 

A Lei nº 15.021, de 12 de novembro de 2024, constitui o principal marco regulatório do 

material genético animal no Brasil. Referida lei dispõe sobre o controle e a fiscalização da 

produção, da manipulação, da importação, da exportação e da comercialização de material 

genético animal, abrangendo expressamente embriões, oócitos e demais materiais de 

multiplicação de animais domésticos de interesse zootécnico (Brasil, 2024a). A norma revogou 

a Lei nº 6.446/1977, que até então regulamentava a matéria, e representa uma atualização 

legislativa significativa para o setor de reprodução animal, estabelecendo ainda as diretrizes 

para o registro dos fornecedores junto ao órgão federal competente como condição para o 

exercício das atividades de produção e comercialização de material genético (Brasil, 2024a). 

 

3.6.2 Registro e fiscalização dos estabelecimentos: Portaria SDA/MAPA nº 1.204/2024 

No plano infralegal, a Portaria SDA/MAPA nº 1.204, de 28 de novembro de 2024, 

regulamenta os procedimentos para registro, controle e fiscalização dos estabelecimentos de 

coleta e processamento de embriões de animais domésticos (Brasil, 2024b). Referida portaria 

classifica esses estabelecimentos em três categorias: o Centro de Coleta e Processamento de 

Embriões (CCPE), onde os animais são reunidos para a realização da coleta e do 

processamento; o Estabelecimento Prestador de Serviço em Coleta e Processamento de 

Embriões (EPSE), que executa tais atividades em propriedades de terceiros para uso exclusivo 

nessas propriedades; e o Centro de Produção In vitro de Embriões (CPIVE), destinado à 

maturação e fecundação de oócitos e ao cultivo de embriões (Brasil, 2024b). A norma também 

exige a elaboração e cumprimento de Procedimentos Operacionais Padrão (POPs), 
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instrumentos que visam assegurar a qualidade, a identidade e a rastreabilidade do material 

produzido em cada estabelecimento. 

 

3.6.3 Rastreabilidade e identificação dos embriões 

A rastreabilidade é um dos pilares centrais da regulamentação vigente. A Portaria 

SDA/MAPA nº 1.204/2024 determina que os embriões obtidos de produção in vivo sejam 

envasados em embalagens com identificação mínima obrigatória, incluindo o código DT para 

embriões destinados à transferência direta, o número da palheta, o registro genealógico da 

doadora e a identificação do doador do sêmen, todos precedidos dos respectivos códigos de raça 

padronizados internacionalmente (Brasil, 2024b). Essas exigências garantem a identificação 

inequívoca do material genético ao longo de toda a cadeia produtiva, sendo essenciais tanto 

para fins comerciais quanto para o controle sanitário e genealógico dos rebanhos bovinos. 

 

3.6.4 Requisitos zoossanitários para importação de embriões bovinos: Instrução 

Normativa nº 38/2018 

No que diz respeito ao trânsito internacional de material embrionário, a Instrução 

Normativa nº 38, de 25 de julho de 2018, incorpora ao ordenamento jurídico brasileiro os 

requisitos zoossanitários do MERCOSUL para a importação de embriões de bovinos e 

bubalinos coletados in vivo e produzidos in vitro (Brasil, 2018). A norma determina que os 

embriões devem ser coletados, processados e armazenados em conformidade com as 

recomendações do Código Sanitário para os Animais Terrestres da Organização Mundial de 

Saúde Animal (OMSA) e do Manual da Sociedade Internacional de Transferência de Embriões 

(IETS), sendo obrigatória a utilização do protocolo de lavagens suplementares com tripsina 

(Brasil, 2018). Adicionalmente, após as lavagens, a zona pelúcida de cada embrião deve ser 

inspecionada com microscópio de aumento mínimo de 50 vezes, verificando-se sua integridade 

e a ausência de material aderente em sua superfície (Brasil, 2018). Tais exigências evidenciam 

a harmonização da legislação nacional com os padrões internacionais de biosseguridade 

aplicáveis à transferência embrionária. 

 

3.6.5 Fiscalização permanente e responsabilidade técnica 

O Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA), por meio da estrutura de defesa 

agropecuária, é responsável pelo controle dos estabelecimentos de coleta e processamento de 

embriões, bem como pelo monitoramento dos exames sanitários dos animais doadores (Brasil, 
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2024b). Os estabelecimentos registrados são obrigados ao envio periódico de relatórios de 

produção e comercialização, e estão sujeitos a auditorias regulares conduzidas por Fiscais 

Federais Agropecuários (Brasil, 2024). Nesse contexto, o médico veterinário responsável 

técnico ocupa posição central, respondendo pela conformidade de todas as etapas do processo, 

desde a seleção dos animais doadoras até o acondicionamento e expedição dos embriões 

criopreservados, em observância às disposições da Lei nº 15.021/2024 e da Portaria 

SDA/MAPA nº 1.204/2024. 

 

3.7 Boas práticas na criopreservação de embriões bovinos 

A criopreservação de embriões bovinos, para que produza resultados reprodutivos 

consistentes e sanitariamente seguros, depende não apenas da escolha adequada do protocolo 

técnico, mas também da adoção rigorosa de boas práticas em todas as etapas do processo. Essas 

práticas abrangem desde a estrutura física e o controle ambiental do laboratório até o manuseio 

e armazenamento do material biológico em nitrogênio líquido, passando pelo controle de 

qualidade dos insumos e pela rastreabilidade individual de cada embrião processado 

(Stringfellow; Givens, 2007). A IETS estabelece, em seu Manual de Procedimentos, os padrões 

mínimos internacionais que orientam a organização dos laboratórios de transferência de 

embriões e a conduta dos profissionais envolvidos, reconhecendo que a padronização das 

rotinas é condição indispensável para a obtenção de taxas de sobrevivência e prenhez 

reprodutíveis entre laboratórios e ao longo do tempo (Stringfellow; Givens, 2007). No contexto 

brasileiro, as exigências do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e as 

diretrizes da FAO para a gestão de bancos de germoplasma reforçam essa perspectiva, ao 

atribuir ao laboratório responsabilidade técnica, sanitária e documental sobre o material 

genético processado (FAO, 2021; MAPA, 2023). Os tópicos a seguir detalham as principais 

dimensões das boas práticas aplicadas à criopreservação embrionária bovina. 

 

3.7.1 Condições de laboratório e biossegurança 

As boas práticas de laboratório aplicadas à criopreservação de embriões bovinos têm 

como objetivo garantir a viabilidade dos embriões processados, a segurança sanitária do 

material biológico, a proteção dos operadores e a reprodutibilidade dos resultados ao longo do 

tempo. A padronização rigorosa das condições laboratoriais é condição indispensável para a 
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obtenção de resultados reprodutivos consistentes, rastreáveis e auditáveis (Stringfellow; 

Givens, 2007; FAO, 2021). 

O laboratório destinado à criopreservação de embriões deve atender a requisitos 

mínimos de infraestrutura: temperatura ambiente controlada entre 20°C e 25°C, ausência de 

correntes de ar e variações bruscas de temperatura durante a manipulação dos embriões, 

iluminação adequada para avaliação microscópica sem aquecimento excessivo das superfícies 

de trabalho, bancadas planas, antivibratórias e de fácil higienização. O acesso deve ser restrito 

ao pessoal autorizado e treinado, e a limpeza e desinfecção das superfícies deve ser realizada 

com periodicidade definida, utilizando soluções virucidas e bactericidas compatíveis com os 

materiais presentes (Stringfellow; Givens, 2007; Marin et al., 2020). 

Os equipamentos essenciais para a criopreservação embrionária bovina incluem: 

estereomicroscópio com objetivas de 10 a 40 vezes com placa aquecedora integrada (38°C–

39°C), placa aquecida autônoma para manutenção dos embriões durante a manipulação, pipetas 

de transferência calibradas (volumes de 1 a 5 µL), dispositivos de vitrificação (OPS, Cryotop, 

palhetas), tanques de nitrogênio líquido para armazenamento e transporte, máquina automática 

de congelamento com curva programável (para protocolos DT), e incubadora de CO₂ para 

cultivo de avaliação pós-aquecimento. Todos os equipamentos devem ser calibrados 

periodicamente, com registros de calibração disponíveis para auditoria (Stringfellow; Givens, 

2007; Dalcin; Lucci, 2010). 

A biossegurança é aspecto fundamental na rotina da criopreservação embrionária, 

especialmente considerando os riscos de transmissão de patógenos através do material 

biológico e do nitrogênio líquido. O nitrogênio líquido, embora seja um meio criogênico estéril 

no momento da produção industrial, pode ser contaminado por patógenos presentes em 

dispositivos de vitrificação abertos que entram em contato com o líquido do tanque. Estudos 

publicados por Marin et al. (2020) demonstraram experimentalmente, em modelo de coelho, 

que tanto a contaminação cruzada (de embriões para o nitrogênio) quanto a infecção cruzada 

(do nitrogênio para os embriões) são possíveis quando dispositivos abertos são utilizados sem 

medidas de segregação adequadas. Por esse motivo, o uso de dispositivos fechados é 

recomendado para armazenamento em bancos de germoplasma e para transporte internacional, 

onde a segregação sanitária é requisito regulatório (Marin et al., 2020; Joaquim, 2017). 

No tocante à saúde dos operadores, o manuseio de nitrogênio líquido exige uso 

obrigatório de luvas criogênicas de isolamento térmico, óculos de proteção e avental de 

proteção. Exposição da pele ao nitrogênio líquido ou aos seus vapores pode causar queimaduras 



32 

 

criogênicas graves em frações de segundo. Ambientes fechados com grande volume de 

nitrogênio líquido exigem ventilação adequada para prevenir o deslocamento do oxigênio 

atmosférico, fenômeno que pode levar à hipóxia dos operadores sem sinais de alerta prévio. 

Detectores de oxigênio com alarme sonoro são recomendados em salas de armazenamento de 

nitrogênio (Joaquim, 2017; , 2025). 

 

3.7.2 Manuseio e armazenamento em nitrogênio líquido 

O nitrogênio líquido (NL₂) é o meio criogênico universalmente utilizado para 

armazenamento de embriões bovinos e demais materiais biológicos criopreservados, por manter 

temperatura constante de −196°C e apresentar disponibilidade industrial ampla e custo 

acessível. A manutenção correta do nitrogênio e dos tanques criogênicos é condição 

indispensável para a preservação da integridade do material armazenado a longo prazo (, 2025; 

Joaquim, 2017). 

Os tanques de nitrogênio líquido utilizados para armazenamento de embriões devem ser 

submetidos à inspeção regular quanto ao nível de nitrogênio, que deve ser mantido acima do 

mínimo recomendado pelo fabricante, geralmente suficiente para manter todos os canisters e as 

palhetas completamente submersos ou na fase de vapor de temperatura inferior a −150°C. A 

perda de nitrogênio por evaporação é inevitável e varia conforme o modelo do tanque, a 

frequência de abertura, as condições ambientais e o estado de vedação do isolamento a vácuo. 

Tanques modernos de alta performance apresentam taxas de evaporação inferiores a 0,1 L/dia, 

mas tanques mais antigos ou danificados, especialmente aqueles com comprometimento do 

isolamento a vácuo, podem perder volumes significativamente maiores (, 2025). 

O monitoramento do nível de nitrogênio deve ser realizado com sensores automáticos 

de nível, associados a alarmes de baixo nível com disparo em tempo real. Em laboratórios e 

centrais de genética de grande porte, recomenda-se a utilização de sistemas de monitoramento 

redundantes com leituras de temperatura e nível a cada 15 a 30 minutos, registros automatizados 

e alerta remoto por SMS ou aplicativo dedicado. Essa estrutura garante a cadeia de custódia 

ininterrupta do material biológico e permite a intervenção imediata em caso de falha do tanque 

ou queda do nível de nitrogênio (, 2025; Joaquim, 2017). 

O sistema de organização interna dos tanques é fundamental para a rastreabilidade e o 

acesso eficiente ao material armazenado. Os canisters (gaiolas cilíndricas de alumínio) devem 

ser numerados e associados a registros detalhados de seu conteúdo. Cada gobelet (copo plástico 

dentro do canister) deve corresponder a um lote específico de palhetas, com identificação clara 
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por cor, número ou código alfanumérico. A organização hierárquica tanque → canister → 

gobelet →  palheta, com registro fiel em planilha eletrônica ou software de gestão de 

germoplasma, é a estrutura recomendada para garantir rastreabilidade completa de cada 

embrião armazenado (Stringfellow; Givens, 2007; , 2025). 

Durante as operações de busca e transferência de palhetas no tanque, é imprescindível 

que todas as manipulações sejam realizadas de forma rápida, mantendo as palhetas 

permanentemente abaixo do nível do nitrogênio líquido ou, no mínimo, na fase de vapor à 

temperatura abaixo de −150°C. A exposição acidental de palhetas vitrificadas ao ar ambiente, 

mesmo por poucos segundos acima de −130°C, pode desencadear a recristalização do material 

criopreservado, comprometendo irreversivelmente a viabilidade dos embriões sem que 

qualquer alteração morfológica seja visível durante a avaliação pós-aquecimento. Para evitar 

esse risco, o uso de pinças criogênicas pré-resfriadas e a execução das buscas em tanque com 

nível de nitrogênio adequado são medidas obrigatórias (Stringfellow; Givens, 2007; Dalcin; 

Lucci, 2010). 

 

3.7.3 Controle de qualidade e rastreabilidade 

O controle de qualidade em programas de criopreservação embrionária bovina envolve 

a implementação de procedimentos sistemáticos que garantam a consistência dos resultados 

reprodutivos, a integridade do material genético armazenado e o cumprimento dos padrões 

técnicos e sanitários estabelecidos pela IETS e pelos órgãos regulatórios nacionais e 

internacionais (Stringfellow; Givens, 2007; FAO, 2021). 

Um componente essencial do controle de qualidade é a avaliação morfológica 

sistemática de todos os embriões antes e após a criopreservação. A avaliação pré-

criopreservação documenta, para cada embrião, o estágio de desenvolvimento, o grau 

morfológico (1 a 4 segundo a IETS), a integridade da zona pelúcida e quaisquer particularidades 

morfológicas observadas. A avaliação pós-aquecimento, realizada após 1 a 2 horas de cultivo 

em incubadora, documenta a taxa de reexpansão da blastocele e a integridade morfológica do 

embrião. O registro sistemático dessas informações compõe o histórico de qualidade de cada 

lote e permite identificar tendências e padrões de desempenho ao longo do tempo, orientando 

ajustes nos protocolos (Stringfellow; Givens, 2007; Oliveira et al, 2024). 

A rastreabilidade do material genético bovino criopreservado é exigência regulatória em 

vários países e requisito indispensável para a comercialização internacional de embriões. No 

Brasil, a comercialização de embriões bovinos é regulada pelo Ministério da Agricultura, 
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Pecuária e Abastecimento (MAPA), que estabelece exigências de identificação das doadoras, 

dos reprodutores utilizados, dos embriões produzidos, das técnicas empregadas e das 

receptoras. Esses registros devem ser mantidos pelo laboratório responsável pelo programa de 

TE por período mínimo definido em regulamentação específica e devem estar disponíveis para 

inspeção pelos órgãos fiscalizadores competentes (Stringfellow; Givens, 2007; MAPA, 2023). 

A rastreabilidade individual de cada palheta exige, no mínimo, as seguintes informações 

impressas ou gravadas na própria palheta: nome ou código da doadora, identificação do 

reprodutor, data de processamento, estágio de desenvolvimento do embrião, grau morfológico, 

técnica de criopreservação utilizada e número do lote ou da coleta. Sistemas de codificação por 

cores de palheta, por gravação a laser e por etiquetas adesivas criogeicamente resistentes são 

recursos amplamente utilizados para garantir a legibilidade das informações mesmo após 

longos períodos de armazenamento em nitrogênio líquido (, 2025; Stringfellow; Givens, 2007). 

A validação periódica dos protocolos de criopreservação utilizados é outro componente 

crítico do controle de qualidade. Cada laboratório deve manter registros históricos das taxas de 

sobrevivência e prenhez obtidas por protocolo, por tipo de embrião e por técnica, com análise 

estatística regular para identificação de desvios e implementação de ações corretivas. A 

participação em programas de controle de qualidade interlaboratorial, com intercâmbio de 

amostras e comparação de resultados entre laboratórios, é recomendada pela IETS como 

ferramenta de validação externa dos protocolos em uso (Dalcin; Lucci, 2010; , 2025). 

 

3.7.4 Erros comuns e como evitá-los 

A prática da criopreservação embrionária, tanto por vitrificação quanto por Direct 

Transfer, está sujeita a erros técnicos cujas consequências se manifestam como redução das 

taxas de sobrevivência e prenhez. A identificação sistemática desses erros e o desenvolvimento 

de estratégias preventivas são partes essenciais do treinamento técnico e da padronização dos 

procedimentos operacionais (Stringfellow; Givens, 2007; Dalcin; Lucci, 2010). 

Na técnica de vitrificação, os erros mais frequentes e de maior impacto incluem: (1) 

Tempo excessivo de exposição à SV2, mesmo segundos a mais além do protocolo podem causar 

toxicidade crioprotetora irreversível ao embrião; a solução é o uso de cronômetro preciso e 

disciplina rigorosa no controle do tempo. (2) Temperatura inadequada das soluções, soluções 

frias aumentam a viscosidade e reduzem a velocidade de permeação dos crioprotetores, 

comprometendo o equilíbrio osmótico; soluções excessivamente quentes aumentam a 

toxicidade. (3) Demora na transferência do dispositivo para o nitrogênio após o contato com 
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SV2, cada segundo de demora entre a última exposição ao crioprotetor e a imersão no nitrogênio 

aumenta exponencialmente os danos tóxicos e osmóticos ao embrião. (4) Exposição acidental 

das palhetas vitrificadas ao ar durante o manuseio no canister, causa recristalização silenciosa 

irreversível. (5) Reaquecimento lento durante a desvitrificação, a passagem lenta pela faixa de 

−130°C a −60°C favorece a recristalização (Santin et al., 2009; Dalcin; Lucci, 2010). 

No Direct Transfer, os erros mais comuns envolvem: (1) Velocidade de resfriamento 

inadequada durante o congelamento lento, decorre de máquinas descalibradas, interrupções de 

energia ou início do congelamento com temperatura de pré-resfriamento incorreta; a solução é 

a calibração periódica da máquina e o monitoramento com termômetro externo. (2) Falha na 

indução da nucleação do gelo (seeding), a ausência de seeding ou sua realização em temperatura 

incorreta resulta em superesfriamento seguido de cristalização desordenada; em máquinas 

automáticas, esse passo deve ser programado corretamente; em curvas manuais, o seeding é 

realizado com pinça de metal pré-resfriada aplicada sobre a palheta a −7°C. (3) Concentração 

incorreta de EG na solução, erros de pesagem, uso de reagentes fora do prazo de validade ou 

de pureza inadequada; a solução é a validação analítica dos reagentes e o preparo da solução 

sempre no dia do uso. (4) Volume incorreto na palheta, volumes excessivos ou insuficientes 

alteram a relação embrião/crioprotetor; o carregamento deve ser monitorado sob 

estereomicroscópio. (5) Descongelamento acidental, exposição à temperatura ambiente durante 

transporte ou movimentação dos tanques; tanques de transporte com isolamento adequado e 

monitoramento da temperatura são medidas preventivas essenciais (Cenatte, 2015; Santin et al., 

2009). 

Erros comuns a ambas as técnicas incluem: (1) Avaliação morfológica imprecisa dos 

embriões, resultando na criopreservação de estruturas Grau 3 ou 4 sem potencial de 

desenvolvimento pós-aquecimento. (2) Identificação incorreta das palhetas, erro humano de 

anotação que compromete a rastreabilidade e pode levar a transferências incorretas. (3) 

Contaminação bacteriana ou fúngica do material biológico por higienização deficiente do 

laboratório, equipamentos ou reagentes. (4) Qualidade do nitrogênio líquido inadequada, 

nitrogênio contaminado, com presença de umidade, óleo ou impurezas industriais; o nitrogênio 

deve ser adquirido de fornecedores certificados e armazenado em tanques exclusivos para uso 

biológico. (5) Temperatura inadequada da placa aquecida durante a manipulação, variações de 

±2°C já podem comprometer a permeação dos crioprotetores e a vitalidade embrionária (Marin 

et al., 2020; Stringfellow; Givens, 2007). 
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Para a prevenção sistemática desses erros, a elaboração e implementação de 

Procedimentos Operacionais Padrão (POPs) detalhados para cada etapa do processo de 

criopreservação é medida indispensável. Os POPs devem incluir: descrição passo a passo de 

cada procedimento, especificação de materiais e reagentes com fornecedores e números de lote, 

critérios de aceitação e rejeição de lotes de reagentes, fluxogramas de decisão para situações de 

não conformidade e checklists de verificação a serem preenchidos pelo operador em cada 

sessão. O treinamento regular dos técnicos, com avaliações práticas periódicas e supervisão por 

profissional habilitado, complementa a estrutura de prevenção de erros e garante a manutenção 

dos resultados reprodutivos nos programas de criopreservação embrionária bovina 

(Stringfellow; Givens, 2007; FAO, 2021; , 2025). 
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4. MANUAL TÉCNICO  

 

Manual técnico sobre Criopreservação de Embriões Bovinos 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A criopreservação de embriões bovinos constitui, na contemporaneidade, um dos elos 

mais estratégicos da cadeia produtiva da biotecnologia reprodutiva bovina, permitindo o 

armazenamento, a distribuição e a preservação de material genético de alto valor em escala 

nacional e internacional. O Brasil, como maior transferidor mundial de embriões bovinos, 

encontra-se em posição privilegiada para se beneficiar dos avanços científicos e tecnológicos 

nessa área, com reflexos diretos sobre a competitividade e a sustentabilidade da pecuária 

nacional. A presente revisão de literatura permitiu sistematizar o conhecimento disponível 

sobre as duas principais técnicas de criopreservação aplicadas à rotina da TE bovina, a 

vitrificação e o Direct Transfer , , evidenciando suas bases científicas, protocolos, dispositivos, 

resultados reprodutivos e boas práticas associadas.  

Com base na literatura analisada, pode-se concluir que a vitrificação representa o 

método de criopreservação de maior eficiência biológica para embriões bovinos, especialmente 

os produzidos in vitro, pela eliminação completa dos cristais de gelo durante o processo 

criogênico. A introdução da Open Pulled Straw (OPS) por Vajta et al. (1998) foi um marco 

decisivo na evolução da técnica, tornando viável a vitrificação em escala comercial. O 

desenvolvimento subsequente do Cryotop por Kuwayama et al. (2005) e do protocolo Embrapa 

Vitrificação Direta (VD) pela Embrapa (2023) ampliou as possibilidades de aplicação da 

vitrificação, incluindo sua associação com a transferência direta para uso em campo. Os 

resultados reprodutivos com embriões PIVE vitrificados pelo protocolo Embrapa Vitrificação 

Direta (VD) (33% de prenhez vs 44% para embriões a fresco, sem diferença estatística) 

representam um avanço expressivo e abrem perspectivas para a popularização da vitrificação 

em programas de campo no Brasil. 

O Direct Transfer, por sua vez, é consolidado e amplamente utilizado para embriões in 

vivo, apresentando taxas de prenhez equivalentes às da vitrificação para esse tipo de embrião 

(em torno de 54% a 69% para embriões Grau I). Sua principal vantagem é a simplicidade 

operacional em campo, eliminando as etapas de remoção do crioprotetor em bancada 

laboratorial. Para embriões PIVE, os resultados com DT convencional são inferiores aos da 

vitrificação, limitando sua aplicação a programas com infraestrutura laboratorial reduzida ou 

onde o custo operacional é fator determinante. 

A análise das boas práticas demonstrou que a padronização dos procedimentos 

operacionais é fator determinante para a reprodutibilidade e a consistência dos resultados de 
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criopreservação. Erros técnicos em etapas críticas, como o tempo de exposição às soluções 

vitrificantes, a indução do seeding no DT, a manutenção do nitrogênio líquido e a 

rastreabilidade das palhetas, são causas frequentes de variabilidade nos resultados reprodutivos. 

A implementação de Procedimentos Operacionais Padrão (POPs), o treinamento contínuo das 

equipes técnicas e o uso de sistemas de controle de qualidade e rastreabilidade são, portanto, 

medidas indispensáveis para a excelência nos programas de criopreservação embrionária 

bovina. 

Do ponto de vista das perspectivas futuras, a tendência de crescimento da PIVE bovina 

no Brasil e no mundo, combinada com o aumento da demanda por embriões criopreservados 

de alta qualidade genética, deve impulsionar o desenvolvimento de novos protocolos de 

vitrificação com transferência direta, bem como de novos crioprotetores menos tóxicos e de 

novos dispositivos que combinem alta velocidade de resfriamento com segurança sanitária. O 

uso de citocinas como FGF2, LIF e IGF1 no cultivo embrionário pré-criopreservação 

(Stoecklein et al., 2021) e a aplicação de ferramentas de inteligência artificial para seleção de 

embriões antes da criopreservação são áreas de pesquisa em desenvolvimento que prometem 

elevar ainda mais as taxas de sobrevivência e prenhez pós-criopreservação nas próximas 

décadas. 

Conclui-se que a vitrificação e o Direct Transfer são técnicas complementares e 

igualmente indispensáveis no arsenal biotecnológico da reprodução bovina brasileira. A escolha 

entre elas deve ser embasada em análise criteriosa do tipo de embrião disponível, das condições 

de campo e laboratório, dos objetivos do programa e dos recursos disponíveis. A adoção de 

boas práticas padronizadas é a condição fundamental para que qualquer técnica de 

criopreservação produza os resultados reprodutivos que a ciência demonstrou serem 

alcançáveis. O manual técnico derivado desta revisão de literatura visa contribuir para essa 

padronização, disponibilizando de forma organizada e acessível as informações científicas 

necessárias para a execução segura e eficiente da criopreservação de embriões bovinos por 

vitrificação e Direct Transfer. 
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