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RESUMO

A técnica de transferência nuclear é uma ferramenta que possibilita a produção de embriões clones
que podem ser utilizados tanto na clonagem reprodutiva como no modelo para o estudo de diversos mecanis-
mos fisiológicos durante o desenvolvimento embrionário. Neste sentido, embriões clones bovinos foram
produzidos por transferência nuclear, com o objetivo de estabelecer a técnica de clonagem, bem como otimizá-
la para as condições do Laboratório de Embriologia e Biotécnicas de Reprodução da UFRGS. Durante este
estudo, 1.123 estruturas foram reconstruídas em diferentes condições, sendo que 95 blastocistos foram pro-
duzidos em 56 replicações. O primeiro blastocisto foi produzido na 5ª rotina. Após a transferência de parte
destes embriões, 13 prenhezes foram estabelecidas, entretanto, a maioria delas foi interrompida no terço
inicial da gestação. Uma prenhez gemelar alcançou 260 dias, momento em que os fetos foram abortados.
Outra gestação foi a termo, com o nascimento de um clone vivo, porém, o animal veio a óbito 42 horas após
o nascimento.

Descritores: transferência nuclear, bovinos, embriões, clones.

ABSTRACT

The nuclear transfer technique is a tool that makes possible the production of embryos clones that can
be used to provide the birth of identical animals or as model for the study of several physiologic mechanisms,
during the embryonic development. In this way, bovine embryos clones were produced by nuclear transfer
with the objective of establishing the cloning technique, as well as to optimize it at the conditions of routine
work at the Laboratory of Embryology and Biotechnics of Reproduction of UFRGS. During this work, 1.123
structures were reconstructed in different conditions, and 95 blastocysts were produced, in 56 replicate
procedures. The first blastocyst was produced in the 5th routine. After the transfer of part of these embryos, 13
pregnancies were established, however, most of them was lost at the beginning of pregnancy. A twin pregnancy
reached 260 days, however the fetuses were miscarried. Another gestation was to term, with the birth by
Cesarian of an alive clone, however the animal came to death 42 hours after the birth.
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INTRODUÇÃO

A técnica de transferência nuclear (NT) de
célula somática tem interessado à comunidade cientí-
fica há muitos anos. A clonagem reprodutiva é uma
ferramenta que possibilita a produção de indivíduos
idênticos, todavia, a sua eficiência ainda é muito bai-
xa, especialmente quando analisamos os resultados
obtidos in vivo [13]. Apesar dos avanços que vêm sen-
do alcançados nas técnicas de NT para a produção de
animais clones, não existe um consenso entre os dife-
rentes protocolos. Mesmo quando experimentos são
realizados em condições idênticas, o protocolo que é
melhor para um tipo celular pode não funcionar ade-
quadamente para outro [25]. Além disso, diferenças
observadas nos resultados alcançados com diferentes
metodologias podem ser atribuídas aos métodos esta-
tísticos utilizados [7]. Isto pode ser observado quando
pesquisadores tentaram repetir o primeiro experimen-
to que relatou o nascimento de camundongos produ-
zidos por NT [16], sem obter sucesso, questionando
inclusive a veracidade dos dados e afirmando que a
técnica era impossível de ser executada em mamífe-
ros [18,19,21]. Desta maneira, a implementação desta
técnica em um determinado laboratório não requer
apenas execução de um protocolo, mas sim a sua
otimização em condições específicas. Assim sendo, o
objetivo dos experimentos foi estabelecer um proto-
colo prático e eficiente para a produção de embriões
por transferência nuclear.

MATERIAIS E MÉTODOS

Meios de cultivo

A água utilizada para a preparação de todos
os meios de cultivo era estéril e apirogênica, obtida
por ultrafiltração através de equipamento de purifi-
cação de água Milli-Q Synthesis (Millipore, Bedford,
MA, EUA), com operação e manutenção seguidos
conforme especificação do fabricante. Os reagentes
utilizados eram Sigma Chemical Co. (St Louis, MO,
USA), sendo que as outras fontes estão especificadas
no texto.

Obtenção e cultivo das células doadoras de núcleo

Os fibroblastos bovinos foram obtidos por
explantação a partir de fragmentos de ovário recupe-
rados após o slicing. Células do cumulus oophorus
bovinas foram obtidas após a aspiração folicular guia-
da por ultrassonografia. As células-tronco oriundas de

tecido adiposo foram fornecidas pela BIO-Biotec-
nologia Animal (Brasília, DF, Brasil). As células foram
cultivadas em meio DMEM [14] até terceira ou quarta
passagens e congeladas em uma solução contendo
10% de etilenoglicol (EG) em soro fetal bovino (SFB,
Nutricell, Campinas, SP, Brasil). Para o congelamen-
to, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e res-
suspensas em SFB. Foi adicionado EG de maneira que
a concentração final ficasse em 10%. As células foram
então envasadas em palhetas de 0,5 mL e colocadas
sob refrigeração 4°C durante 1h. Após este período,
as palhetas foram transferidas para vapor de N

2
L du-

rante 15min e, em seguida, imersas em N
2
L. As palhe-

tas foram armazenadas em botijões criogênicos até
serem descongeladas 3-5 dias antes da utilização, quan-
do apresentavam confluência de 90%. No momento
do uso, as placas foram tripsinizadas e as células
ressuspensas em meio SOF [10] tamponado com
HEPES (HSOF), contendo 20,0 mM de HEPES (H6147)
e suplementado com 2 mg/mL BSA (Gibco-BRL,
11018-017).

Coleta e obtenção dos oócitos bovinos

Os ovários bovinos foram colhidos em abate-
douro, imediatamente após o abate das vacas, e trans-
portados até o laboratório em recipiente térmico con-
tendo solução fisiológica a 35°C. Os complexos
cumuli-oócitos (CCOs) foram obtidos por escarificação
do córtex ovariano (slicing) em PBS – Dulbecco’s.
Os CCOs foram selecionados e mantidos em meio
TCM-HEPES contendo 50 µg/mL gentamicina (G1264),
0,2 mM piruvato de sódio (P4562), 2,4 mM NaHCO

3

(S5761) suplementado com 1 mg/mL de BSA (Gibco-
BRL, 11018-017) até o momento da maturação.

Maturação in vitro, desnudamento e seleção dos
oócitos para micromanipulação

Os oócitos eram maturados em grupos de 35-
40 por poço, contendo 500 µL de meio TCM-
Maturação [22], composto por TCM199 (M2520)
suplementado com 50 µg/mL gentamicina (G1264),
0,2 mM piruvato de sódio (P4562), 26 mM NaHCO

3

(S5761), 0,5 µg/mL FSH (Folltropin, Vetrepharm,
Belleville, ON, Canadá), 0,03 UI/mL hCG (Profasi,
Serono, Brasil), 1 µg/mL estradiol (E8875) e 10% de
soro inativado de vaca em estro, durante 17 horas a
39°C em atmosfera com 5% de CO

2
.

Após o final da maturação, os CCOs eram
transferidos para meio HSOF onde as células do
cumulus oophorus eram removidas por pipetagem.
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As estruturas eram transferidas para gotas do mesmo
meio, sob óleo mineral (M8410), sobre mesa aque-
cedora a 37°C, onde permaneciam até o final do pro-
cesso (aproximadamente 7 horas). Foram seleciona-
dos apenas oócitos que apresentavam corpúsculo
polar e citoplasma com aspecto homogêneo.

Produção de embriões por transferência nuclear (NT)

Os oócitos selecionados foram submetidos à
enucleação por micromanipulação. Para isto, os oóci-
tos eram incubados durante 15 minutos em HSOF suple-
mentado com 7,5 µg/mL de citocalasina B (C6762) e
5,0 µg/mL de Hoechst 33342 (B2883).

As pipetas de micromanipulação foram pro-
duzidas no laboratório. As pipetas holding foram pro-
duzidas a partir de capilares de vidro de 1,5 mm de
diâmetro externo (Perfecta®, São Paulo, Brasil), esti-
cadas manualmente em chama e as bordas arredon-
dadas com calor na microforja MF-90 (Nari-shige®,
Tóquio, Japão), de maneira que ficassem com apro-
ximadamente 120 µm de diâmetro externo e 40 µm
de diâmetro interno. As pipetas de enucleção e trans-
ferência da célula foram confeccionadas a partir de
capilares de vidro de borosilicato de 1,0 mm de diâ-
metro MTW100-4 (World Precision Instruments,
Sarasota, Florida, EUA). Os capilares foram esticados
no puller P-97 (Sutter Intruments Co. Novato, CA,
EUA), cortados na microforja MF-90 (Narishige®,
Tóquio, Japão) e lixados na microgrinder EG-40
(Narishige®, Tóquio, Japão) de maneira que ficassem
com 15 a 20 µm de diâmetro interno e um bisel de 45º.
Os oócitos eram contidos com uma pipeta holding e,
com o auxílio de uma pipeta de enucleção de 25 µm
de diâmetro, a placa metafásica e o corpúsculo polar
eram removidos. A enucleação foi realizada sob mi-
croscópio óptico Axiovert 135 (Carl Zeiss®, Jena, Ale-
manha), equipado com sistema de epi-fluorescência
(luz UV e filtro G365) e micro-manipulador Zeiss, onde
foram visualizados e removidos o corpúsculo polar e
a placa metafásica.

As células doadoras dos núcleos foram trans-
feridas para o espaço perivitelino dos oócitos bovi-
nos enucleados, através de micromanipulação, em
HSOF com 7,5 µg/mL de citocalasina B (C6762).

Os complexos reconstruídos (CR, célula doa-
dora-citoplasma receptor) foram fusionados com o au-
xílio de eletrodos acoplados a um sistema de microma-
nipulação sob estereomicroscópio. Para a fusão, os CR
eram transferidos para placa contendo 1 mL de meio de

fusão, sob óleo mineral, e posicionados de maneira
que a célula doadora e o citoplasma receptor ficassem
em linha com os eletrodos. A corrente elétrica aplicada
foi de 20 mV durante 45 µs, utilizando o equipamento
de eletrofusão ECM 2001 (BTX, Holliston, MA, USA).
O meio de fusão era composto de 0,25 M manitol
(M1902), 0,1 mM MgSO

4
 (M2643) e 0,5 mg/mL BSA

(Gibco-BRL, 11018-017), com osmolaridade de 260
mOsm. Após a fusão, os CR eram transferidos para o
HSOF e a avaliação da taxa de fusão era realizada 30min
após a eletrofusão. Os complexos CRs que não fusiona-
ram eram submetidos a uma segunda descarga elétrica
de mesma intensidade e duração.

Os complexos reconstruídos foram ativados
quimicamente 45 a 90min após receberem o estímu-
lo para a fusão. Foram utilizados dois protocolos de
ativação denominados DMAP e CHX. Em ambos os
protocolos, a ativação inicial foi realizada através da
incubação em 5 µM de ionomicina (I0634) em HSOF.
No protocolo DMAP, subseqüentemente, os comple-
xos reconstruídos foram incubados durante 3h30min
em meio SOF suplementado com 2 mM de 6-dimetil-
aminopurina (6DMAP, D2629). Ao passo que no
protocolo CHX, os complexos reconstruí-dos foram
incubados durante 5h em meio SOF, suplementado
com 10 µg/mL ciclohexamida (CHX) e 2,5 µg/ml
citocalasina D (C8273). Todo o procedimento de ati-
vação foi realizado a 37ºC, sendo que a ativação ini-
cial com ionomicina foi realizada em atmosfera am-
biente, e a ativação subseqüente, tanto no protocolo
DMAP como no CHX, foi realizada com 5% de CO

2

em ar.

Ativação partenogenética (AP)

Inicialmente, embriões partenogenéticos foram
utilizados como modelo para comparar os meios TCM-
HEPES e HSOF utilizados para a manipulação das
estruturas durante todo o procedimento de transferên-
cia nuclear. Para este experimento, oócitos bovinos
maturados in vitro e selecionados para a micromani-
pulação foram mantidos em gotas dos respectivos
meios, sob óleo mineral sobre mesa térmica, durante
7 horas. Após este período, os oócitos foram ativados
quimicamente e os embriões foram cultivados em meio
SOF+SVE.

Em todas as rotinas de transferência nuclear, um
grupo de oócitos foi mantido nas mesmas condições
que os complexos reconstruídos durante o procedimento.
Ao final do processo foram ativados quimicamente e,
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estes embriões partenogenéticos, foram cultivados nas
mesmas condições que os embriões NT bovinos. Os
embriões partenogenéticos foram considerados como
controle das condições de manipulação, ativação e cul-
tivo para os grupos NT.

Cultivo in vitro

Os embriões foram cultivados em meio SOF
[10] modificado suplementado com 4 mg/mL de
BSA (Gibco-BRL, 11018-017) ou 10% de SVE, em
gotas de 80 µL sob óleo mineral (M8410), a 39°C,
com 100% de umidade relativa, 5% de CO

2
, 5% de

O
2
 em N

2
.

Avaliação do desenvolvimento in vitro

A taxa de clivagem foi observada 48 horas
após o início do CIV, e a taxa de blastocisto foi deter-
minada no 7º e 8° dia, considerando o momento da
ativação como Dia 0.

Vitrificação, reaquecimento e transferência dos
embriões produzidos por transferência nuclear

Os embriões foram vitrificados em pipetas de
vidro e reaquecidos de acordo com protocolo descri-
to anteriormente [27]. As pipetas de vidro eram ar-
mazenadas dentro de palhetas de 0,5 mL em botijões
criogênicos até o dia da transferência. Os embriões
foram transferidos diretamente para receptoras sín-
cronas, por via cervical, sem avaliação morfológica
(transferência direta).

Análise estatística

Os resultados obtidos no desenvolvimento
embrionário foram analisados pelo teste de Qui-qua-
drado, com nível de significância de 5%.

RESULTADOS

Comparação entre meios de manipulação utilizados
durante as etapas da clonagem

Neste experimento, foi avaliado o efeito de dois
meios diferentes de manutenção em atmosfera ambiente
(TCM-HEPES ou HSOF).

As taxas de desenvolvimento in vitro de oócitos
mantidos em TCM-HEPES ou HSOF em atmosfera
ambiente, antes da ativação partenogenética, estão
sumarizadas na Tabela 1.

A partir destes dados, os experimentos sub-
seqüentes foram realizados utilizando o HSOF como
meio de manutenção padrão.

Otimização do sistema de ativação química em
embriões clones

Complexos reconstruídos com células do cu-
mulus de um único bovino foram ativados parteno-
geneticamente com ionomicina durante 5 min e, sub-
seqüentemente, com CHX ou DMAP e cultivados
com SOF+SVE. As taxas de clivagem (60,8% VS
64,7%) e de blastocisto (26,2% VS 11,8%), não dife-
riram significativamente entre os grupos CHX (n=23)
e DMAP (n=85) em três repetições. O protocolo do
DMAP foi utilizado nos experimentos subseqüentes.

Efeito da fonte protéica no meio de cultivo SOF para
embriões NTSC

Embriões NTSC bovino foram obtidos de
fibroblastos de um único animal doador, e cultivados
em meio SOF suplementado com 10% de SVE, ou 4
mg/mL de BSA. O efeito da fonte protéica foi determi-
nado através das taxas de clivagem e blastocistos ao

edoieM
oãçalupinam

sodavitluC sodavilC sotsicotsalB

n n % n %

SEPEH-MCT 67 14 9,35 a 61 0,12 a

FOSH 38 85 9,96 b 62 3,13 a

a,b letras desiguais na mesma coluna referem diferença significativa pelo teste do qui-quadrado (p<0,05).

Tabela 1. Taxas de desenvolvimento in vitro de oócitos ativados partenogeneticamente, após manutenção durante 7 horas
sobre mesa térmica em TCM-HEPES ou HSOF.
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longo de 10 repetições. As taxas de desenvolvimento
embrionário dos embriões estão apresentadas na Tabela
2.

Efeito do genótipo e do tecido da célula doadora de
núcleo para embriões NT

Embriões foram reconstruídos utilizando fibro-
blastos bovinos oriundos de dois animais, um Angus
(n=213) e o outro Holandês (n=41). O efeito do
genótipo doador não proporcionou diferença signifi-
cativa sobre as taxas de clivagem (69,1% e 63,4%)
nem sobre as taxas de blastocisto (14,5% e 19,5%).

Efeito do tipo celular utilizado como célula doadora
oriunda de animais diferentes sobre o desenvolvimento
in vivo

Foram utilizadas células do cumulus, fibroblastos
e células tronco de tecido adiposo como doador de nú-
cleo, de três animais diferentes. As taxas de desenvolvi-
mento in vivo estão apresentadas na Tabela 3.

Efeito da vitrificação dos embriões NTSC sobre o
desenvolvimento in vivo

Alguns embriões, produzidos ao longo dos
experimentos anteriores, foram vitrificados e transfe-
ridos para receptoras, ou transferidos a fresco, com
objetivo de avaliar a capacidade de desenvolvimento
in vivo de acordo com a disponibilidade de receptoras.
As taxas de prenhez aos 35 dias foram de 46,1% (6/
13) para os embriões frescos e 63,6% (7/11) para os
embriões vitrificados.

aciétorpetnoF
sodavitluC sodavilC sotsicotsalB

n n % n %

ASB 121 27 a 6,95 3a 5,2

EVS 312 821 a 1,06 13 b 5,41

Tabela 2. Taxa de desenvolvimento in vitro de embriões NTSC cultivados em meio SOF suplementado com SVE ou BSA.

rodaoD ralulecopiT
ET said53 said062

n n % n %

sêdnaloH odaluléC sulumuc 7 2 6,82 1 3,41

sugnA otsalborbif 21 8 7,66 0 0,0

eroleN
edocnortaluléC

osopidaodicet
5 3 0,06 1 0,02

Tabela 3. Taxa de desenvolvimento in vivo de embriões clones obtidos a partir de três tipos celulares e animais diferentes.

Avaliação do desenvolvimento perinatal

Uma gestação gemelar alcançou 260 dias de
prenhez após a transferência de um único blastocisto
em eclosão. Os fetos abortados foram encontrados no
campo. A análise do DNA microsatélite dos fetos, da
doadora da célula e da receptora confirmou a identida-
de dos animais. Os fetos foram necropsiados e não apre-
sentavam alteração macroscópicas ou histo-patológicas.

Outra gestação chegou a termo com o nasci-
mento de um clone da raça nelore (Figura 1). O animal
nasceu com 25kg, aos 292 dias de gestação, por cesari-
ana. Os cuidados neonatais foram intensivos e incluí-
ram administração do colostro, manutenção da tempe-
ratura corporal, oxigenioterapia, administração de
surfactante pulmonar e fármacos, que objetivavam a
melhora das condições clínicas, tais como amino-filina,
glicose, albumina e dexametasona. A evolução do qua-
dro clínico do animal era realizada através do exame
clínico constante, a hemogasometria arterial e venosa,
hemograma, bioquímica sangüínea, EQU, radiografia e
ecografia. Entretanto, o animal veio a óbito 42 duas ho-
ras após o nascimento, por insufi-ciência respiratória. O
animal também apresentou hipoalbuminemia severa, de-
generação gordurosa hepática, úraco persistente.

DISCUSSÃO

Este trabalho teve por objetivo estabelecer as
condições da técnica de clonagem por transferência
nuclear que possibilitassem a produção de blastocistos

a,b letras desiguais na mesma coluna referem diferença significativa pelo teste do qui-quadrado (p < 0,05).
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e de prenhezes. Inicialmente, as condições de fusão fo-
ram estabelecidas, testando-se diversos parâmetros, ob-
tendo-se resultados entre 90 e 95% de fusão (dados não
mostrados). Assim como é empregado em diversos pro-
tocolos [2,13,29], inicialmente, foi utilizada hialuronidase
para a remoção das células do cumulus antes da clonagem.
Entretanto, nós observamos que as células eram facil-
mente removidas por pipetagem, quando o período de
maturação não excedia 17h e o meio utilizado era o HSOF,
o que dispensou o uso de hialuronidase, diferentemente
do que ocorria quando era utilizado o TCM-HEPES como
meio de manipulação. Este dado, juntamente com as ta-
xas de desenvolvimento in vitro observadas (Tabela 1),
conduziu-nos a utilizá-lo como meio de eleição para a
manipulação em atmosfera ambiente.

Tanto o 6DMAP como a CHX são empregados
amplamente nos protocolos de ativação descritos na li-
teratura [6,7,26,28]. Nas nossas condições, não houve
diferença significativa entre os dois protocolos de ativa-
ção sobre as taxas de desenvolvimento in vitro, corro-
borando dados observados na literatura [3,15]. Entre-
tanto, devido ao 6DMAP ser um inibidor de proteíno-
quinase, este promove uma inibição mais específica do
que a CHX, que é um inibidor da síntese protéica [1].
Assim, o 6DMAP foi empregado como protocolo pa-
drão de ativação. Além disto, outra facilidade prática é
a necessidade de menor tempo de incubação (3h e
30min) do que a CHX, que necessita de 5h [9,26].

Os sistemas para o cultivo de embriões clones
vêm sendo pouco estudados, existindo reduzidos relatos
neste sentido e, muitas vezes, os grupos de pesquisa
utilizam, para estes embriões, os sistemas anteriormente

otimizados para embriões FIV [5]. Entretanto, esses
embriões apresentam características distintas e prova-
velmente devem ter exigências metabólicas diferentes.
Isto pode ser observado quando autores comparam o
desenvolvimento de embriões FIV e NT cultivados na
presença ou ausência de fonte protéica, e observaram
que a ausência de proteína no meio de cultivo não alte-
rou as taxas de blastocisto em embriões FIV, diferente
do que foi observado com embriões NT, onde houve
redução nesta taxa na ausência de proteína [4]. De
maneira semelhante, em experimentos anteriores, rea-
lizados com embriões FIV nas nossas condições, con-
seguimos produzir embriões com taxas semelhantes
de desenvolvimento in vitro até blastocisto, quando uti-
lizamos SOF suplementado com BSA ou SVE [10].
Entretanto, para os embriões clones, o uso da BSA pro-
porcionou taxas de desenvolvimento in vitro até blas-
tocisto significativamente menores do que o SVE (Tabe-
la 2). Isto corrobora dados da literatura, onde melhores
taxas de blastocisto foram observadas quando o meio
foi suplementado com soro no decorrer do cultivo, em
comparação ao meio suplementado apenas com BSA
ou PVA [8]. Em função de serem produzidos por
metodologia mais complexa, e tendo que reprogramar
um núcleo exógeno, talvez não suportem injúrias pro-
porcionadas por condições subótimas de cultivo in vitro
que os embriões FIV possam tolerar, resultando em
menores taxas de desenvolvimento in vitro.

Em relação à origem da célula doadora, não
observamos diferença significativa nas taxas de de-
senvolvimento in vitro, quando utilizamos diferentes
doadores de células e/ou diferentes tecidos doados pelo
mesmo animal (Tabela 3). Alguns tipos celulares pa-
recem ser mais facilmente reprogramados do que ou-
tros, entretanto, a comparação entre os experimentos
que utilizam diferentes tipos de células não é acon-
selhável, devido aos métodos utilizados serem diferentes
e a reduzida eficiência geral da técnica [7,20]. De um
modo geral, acredita-se que a eficiência da clonagem
é inversamente proporcional ao estado de diferencia-
ção da célula somática. Entretanto, estudo utilizando
células da linhagem muscular em diferentes estágios
de diferenciação, não apresentou diferença nas taxas
de prenhez e de sobrevivência pós-natal [12]. Neste
trabalho, utilizamos células tronco de tecido adiposo,
que são teoricamente menos diferenciadas quando
comparadas às células do cumulus e fibroblastos. Ape-
sar da eficiência in vivo ter sido relativamente alta (20%
de nascimentos dos embriões transferidos), o animal

Figura 1. Neonato clone de animal Nelore com 15h de
vida.
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nascido apresentou patologias que foram incompatí-
veis com a vida extra-uterina. Desta maneira, o poten-
cial de reprogramação da célula somática pode ser de-
pendente do método estatístico utilizado para realizar
a comparação, e qualquer afirmação em relação ao
melhor tipo celular é difícil de ser realizada [7].

Os processos que envolvem a produção de ani-
mais, a partir de transferência nuclear, preferencialmente
usam embriões frescos [23-25], o que acaba sendo
mais uma dificuldade para a implementação a cam-
po, uma vez que se faz necessária a disponibilidade
de receptoras síncronas e relativamente próximas. Em
nossos experimentos, alguns embriões foram transfe-
ridos a fresco, enquanto outros após vitrificação, com
taxas iniciais de prenhezes de 46,1% (n=13) e 63,6%
(n=11), respectivamente, e, uma gestação gemelar de
embrião vitrificado, alcançou 260 dias. Quando anali-
samos os dados da literatura, observamos que as
taxas de sucesso da criopreservação destes embriões
é muito variável, e alguns autores obtiveram boas taxas
de sobrevivência in vitro após a vitrificação (77%), mas
nenhuma gestação 60 dias após a transferência (N=25)
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