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RESUMO 

 
A produção in vitro (PIV) de embriões bovinos é uma biotecnologia amplamente consolidada na pecuária 
moderna, com aplicação crescente na multiplicação genética de animais de alto valor zootécnico. No 
entanto, um dos principais limitantes à eficiência do sistema PIV ainda está relacionado à composição dos 
meios de cultivo e maturação, especialmente pela presença de fontes não definidas como o soro fetal 
bovino (SFB). Apesar de amplamente utilizado, o SFB apresenta alta variabilidade entre lotes, além de ser 
rico em lipídeos, o que pode favorecer o acúmulo citoplasmático lipídico nos embriões. Essa característica 
está diretamente associada à redução da qualidade embrionária, especialmente no que diz respeito à 
tolerância ao congelamento e subsequente taxa de sobrevivência após descongelação. Nesse contexto, o 
líquido cefalorraquidiano (LCR) bovino surge como uma alternativa promissora, por apresentar composição 
mais simples, baixa concentração lipídica e disponibilidade técnica e sanitária para coleta em abatedouros. 
O presente estudo propõe investigar a viabilidade do uso do LCR como substituto ao SFB nos meios de 
maturação e cultivo in vitro de embriões bovinos. A metodologia consiste em dois experimentos laboratoriais 
de PIV. No primeiro, o LCR será testado nos meios de maturação; no segundo, nos meios de cultivo. Serão 
comparadas três concentrações de LCR (2,5%, 5% e 10%) com grupos controle contendo as mesmas 
proporções de SFB. Oócitos bovinos serão coletados em abatedouro e submetidos às etapas de maturação, 
fecundação e cultivo em laboratório. As taxas de clivagem (D2), blastocisto (D7) e eclosão (D9) serão 
avaliadas. Espera-se que o uso do LCR contribua para a redução do conteúdo lipídico citoplasmático, 
melhoria da qualidade embrionária e maior eficiência do processo de criopreservação de embriões bovinos 
produzidos in vitro. 

 
PALAVRAS-CHAVE: Bovino; Criopreservação embrionária; Produção de embriões in vitro; Suplementação 
proteica.  
 

1 INTRODUÇÃO 
 

A PIV de embriões é uma biotecnologia consolidada na pecuária, com impacto 
direto na multiplicação de animais de alto mérito genético, acelerando o melhoramento e 
reduzindo o intervalo de gerações (EUCLIDES FILHO; EUCLIDES, 2010; VIANA, 2012). 
Essa técnica, composta pelas etapas de maturação in vitro (MIV), fecundação in vitro 
(FIV) e cultivo in vitro (CIV), apresenta taxas médias de 30 a 40% de blastocistos 
(LONERGAN; FAIR, 2008). Entretanto, ainda enfrenta limitações, como o descarte de 
cerca de 20% dos embriões devido à baixa criotolerância, reflexo de diferenças 
metabólicas e do acúmulo lipídico em embriões produzidos in vitro (SEIDEL, 2006; DEL 
COLLADO et al., 2015). 

Embora protocolos usuais de criopreservação, como congelamento lento e 
vitrificação, apresentem bons resultados em embriões produzidos in vivo, sua eficácia é 
reduzida em embriões PIV, reforçando a necessidade de alternativas que minimizem a 
sensibilidade ao resfriamento (DODE; LEME; SPRICIGO, 2013; ABE; MATSUZAKI; 
HOSHI, 2002). Nesse contexto, surgiram estratégias como o uso de reguladores 
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metabólicos (SUDANO et al., 2011; PASCHOAL et al., 2014; LEÃO et al., 2015; HELD- 
HOELKER et al., 2017), buscando reduzir o acúmulo lipídico e melhorar a qualidade 
embrionária. 

Nos protocolos de PIV, o SFB é o suplemento proteico mais utilizado, fornecendo 
nutrientes e fatores de crescimento. Contudo, sua composição indefinida e rica em 
lipídeos compromete a padronização e a criopreservação (BARCELÓ-FIMBRES; SEIDEL, 
2011). Como alternativa, o LCR bovino apresenta composição mais simples, baixa 
concentração lipídica e já demonstrou compatibilidade com o crescimento celular e 
atividade biológica relevante (GRADWELL; SYMINGTON, 1975; VERA et al., 2013; 
CLIVER et al., 2021). Além disso, pode ser coletado de forma viável e segura em 
frigoríficos sob inspeção sanitária. 

Apesar do potencial, não há registros sobre o uso do LCR como suplemento em 
MIV ou CIV. Assim, este estudo se propõe a investigar, de forma pioneira, seus efeitos 
sobre as taxas de clivagem, formação de blastocisto e eclosão, buscando validar sua 
aplicação como alternativa ao SFB e contribuir para protocolos mais padronizados, 
eficientes e sustentáveis na biotecnologia reprodutiva. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

O estudo será conduzido como um ensaio laboratorial experimental, com o objetivo 
de avaliar o uso do LCR bovino como substituto ao SFB nos meios de MIV e CIV. A 
pesquisa será realizada no Laboratório de Reprodução Animal da Fazenda Escola – 
BIOTEC (UNICESUMAR), em condições controladas, utilizando insumos certificados e 
rastreados. O LCR será coletado em abatedouros sob inspeção sanitária, de forma 
asséptica, aliquotado e armazenado até o uso, sendo parte reservado para análise 
bioquímica. 

Serão realizados dois experimentos independentes. No primeiro, o LCR substituirá 
o SFB durante a MIV dos complexos cumulus-oócito (COCs), que após a maturação 
seguirão para FIV e cultivo em meio padrão. No segundo, os COCs serão maturados em 
meio padrão e, após a FIV, os zigotos serão cultivados em meios suplementados com 
diferentes concentrações de LCR em substituição ao SFB. 

Cada experimento contará com seis grupos experimentais, sendo três 
suplementados com LCR (2,5%, 5% e 10%) e três controles com as mesmas 
concentrações de SFB. O delineamento será em blocos ao acaso, com repetições 
independentes a partir de ovários coletados no mesmo dia. 

As variáveis analisadas incluirão taxas de clivagem (D2), formação de blastocisto 
(D7) e eclosão (D9), além da morfologia embrionária. A produção in vitro seguirá 
protocolos padronizados de manipulação de ovários, seleção de oócitos, MIV, FIV e CIV, 
utilizando meios e reagentes comerciais certificados. O sêmen de touro Nelore será 
preparado por gradiente de Percoll e ajustado para inseminação in vitro. 

Os dados obtidos serão expressos em porcentagem e analisados por ANOVA em 
delineamento fatorial 3 × 2 (concentrações × tipo de suplemento), considerando blocos ao 
acaso. Diferenças significativas serão avaliadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), com 
análises feitas separadamente para cada experimento. Além das taxas embrionárias, será 
investigada a composição bioquímica do LCR quanto a proteínas, lipídeos, glicose, ureia 
e eletrólitos, buscando compreender seu potencial como substituto ao SFB. 
 
3 RESULTADOS ESPERADOS 

 

Espera-se que o uso do LCR nos meios de MIV e CIV resulte em taxas de 
clivagem, blastocisto e eclosão similares ou superiores às observadas nos grupos 
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suplementados com SFB. Além disso, espera-se que o LCR apresente composição 
bioquímica compatível com o desenvolvimento embrionário, especialmente por sua baixa 
concentração de lipídeos e maior estabilidade entre amostras.Ao final do estudo, 
resultados positivos poderão justificar novos experimentos voltados à avaliação da 
eficácia da criopreservação dos embriões produzidos com LCR, contribuindo para o 
aprimoramento dos protocolos de PIV e para alternativas mais sustentáveis e 
padronizadas na biotecnologia reprodutiva. 
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