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RESUMO 
A crescente demanda por produtos de origem animal desempenha função 
propulsora da agropecuária brasileira. Os produtores e as indústrias buscam 
constantemente métodos e tecnologias que otimizem a produção animal, visando 
atender essa demanda. Objetivou-se realizar um estudo sobre os aspectos 
relevantes da PIVE em bovinos e discutir estratégias que são empregadas na 
atualidade para incremento na produção de oócitos. A Produção In Vitro de 
Embriões (PIVE) é a biotécnica que consiste na fertilização de oócitos em 
laboratório, em condições controladas, para produzir embriões que serão 
transferidos para o útero de uma receptora bovina. A PIVE proporciona incremento 
na reprodução de animais de alto desempenho produtivo, viabilizando a criação de 
animais geneticamente superiores, maximizando o benefício genético produtivo e 
elevando a qualidade do rebanho bovino brasileiro. O Brasil é referência mundial na 
aplicação desta biotécnica. Há investimentos em pesquisas e alternativas que visam 
melhorar a eficiência, a viabilidade e a disseminação aos diferentes produtores. A 
PIVE avançou significativamente no campo, permitindo o rápido melhoramento 
genético das populações de gado e a conservação de raças ameaçadas de 
extinção. 
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IN VITRO PRODUCTION OF EMBRYOS AND NEW STRATEGIES IN THE 
PRODUCTION OF OOCYTES IN BOVINE 

 
ABSTRACT 

The growing demand for products of animal origin plays a driving role in Brazilian 
agriculture. Producers and industries are constantly looking for methods and 
technologies that optimize animal production, in order to meet this demand. The 
objective was to carry out a study on the relevant aspects of PIVE in cattle and to 
discuss strategies that are currently employed to increase the production of oocytes. 
The In Vitro Embryo Production (IVP) is the biotechnique that consists of fertilizing 
oocytes in the laboratory, under controlled conditions, to produce embryos that will 
be transferred to the uterus of a bovine recipient. PIVE provides an increase in the 
reproduction of animals with high productive performance, enabling the creation of 



ENCICLOPÉDIA BIOSFERA, Centro Científico Conhecer – Jandaia-GO, v.20 n.46; p. 202           2023 
 

genetically superior animals, maximizing the productive genetic benefit and raising 
the quality of the Brazilian cattle herd. Brazil is a world reference in the application of 
this biotechnique. There are investments in research and alternatives aimed at 
improving efficiency, viability and dissemination to different producers. PIVE has 
significantly advanced the field, allowing rapid genetic improvement of livestock 
populations and conservation of endangered breeds. 
KEYWORDS: Biotechnology; Cattle breeding; Reproduction. 

 
INTRODUÇÃO 

A produção de carne bovina mundial foi equivalente a 67,88 milhões de 
toneladas, aproximadamente 20% da produção total de carne do mundo. O rebanho 
bovino brasileiro é constituído por aproximadamente 196,47 milhões de cabeças de 
animais distribuídos em 20% do território nacional. O que possibilitou que o Brasil 
colaborasse com 9,71 milhões de toneladas carcaça equivalente (TEC). na produção 
mundial de carne bovina, sendo que, deste total, 2,48 milhões TEC (25,51%) foram 
exportadas e 7,24 milhões TEC (74,49%) permaneceram no mercado interno 
(ABIEC, 2022). Com base nessas informações, é possível perceber que a pecuária 
bovina representa importante pilar da economia e do agronegócio brasileiro. 

Mediante a inflação e efeitos da pandemia do COVID-19, o consumo de 
carne apresentou queda de 39,9 kg/ano per capita em 2019 para 24,4 kg/ano per 
capita em 2021 (ABIEC, 2020). Entretanto, o crescimento populacional é um dos 
principais impulsionadores no aumento da demanda pela produção de carne no 
mundo. O crescimento da produção de carne deverá ser de 11% até 2031 e, em 
contrapartida, o crescimento populacional deverá atingir 15% até o mesmo ano 
(FAO, 2022). 

A pressão do mercado por produção de carne induz que produtores e a 
indústria busquem métodos e tecnificação adequada para atender à demanda, 
atingindo as metas produtivas com qualidade e retorno lucrativo para investimentos. 
A pecuária moderna, surge neste contexto como um método de otimização da 
atividade, visando tanto a busca por qualidades produtivas dos animais, quanto o 
aumento da velocidade do ciclo de produção, contribuindo para maior produção por 
área/ano (SILVA et al., 2015).  

Com a expansão do mercado e desenvolvimento da pecuária nacional, 
diferentes biotecnologias de reprodução foram desenvolvidas e aprimoradas. A 
produção in vitro de embriões (PIVE) influencia positivamente a eficiência 
reprodutiva precoce de animais em idade inferior a seis meses, diminuindo o 
intervalo de gerações; o melhoramento genético animal com a multiplicação do 
material genético da fêmea; a produção de animais transgênicos e como fonte de 
embriões sexados (RUMPF, 2007).  

A PIVE é uma biotécnica onerosa que requisita alta tecnificação e tem riscos 
com baixo aproveitamento de oócitos. Dessa forma, a utilização de técnicas e 
métodos que reduzam os efeitos negativos e aumentam a viabilidade e a eficiência 
da PIVE são necessárias. Os pontos primordiais são a aspiração folicular (OPU - 
Ovum pick-up) e as etapas in vitro, que incluem maturação (MIV), fertilização (FIV), 
cultivo (CIV) até a transferência do embrião (TE), que podem ser beneficiados com o 
emprego de pesquisas e métodos para melhor utilização e exequibilidade da PIVE 
(SOUZA et al., 2019). 

O foco das pesquisas que buscam melhorias quanto às técnicas e etapas 
correlacionadas à PIVE, focam na quantidade de folículos e na qualidade oocitária, 
que é dependente de fatores intrínsecos e extrínsecos. Apesar dos aspectos que 
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podem dificultar a viabilidade e aplicabilidade da técnica, o Brasil é líder mundial na 
PIVE, tornando-se assim referência não só pelo domínio da técnica, mas pela 
qualidade do rebanho (VIANA, 2021).   

A PIVE apresentou um crescimento de 31,5% (1.521.018 oócitos) em 2021, 
se comparado a 2020. Além disso, nos últimos 20 anos aumentaram as fecundações 
por PIVE em aproximadamente 300%. A América do Sul e a América do Norte foram 
responsáveis por 95,7% da PIVE em 2021 (VIANA, 2022). Portanto, compreender os 
avanços que já foram alcançados, bem como, as atualidades relacionadas à PIVE 
se fazem necessárias, visto a relevância da bovinocultura, bem como, das 
biotécnicas aplicadas à reprodução animal. Para tanto, torna-se importante 
compreender aspectos relevantes da PIVE em bovinos e discutir as estratégias 
empregadas para o aumento da eficiência no uso desta biotécnica 

 
HISTÓRICO DA PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES 

Os estudos com a utilização e manipulação de embriões iniciaram com 
invertebrados marinhos. Somente em 1978, a PIVE ganhou notoriedade com o 
nascimento do primeiro ser humano produzido in vitro (STEPTOE; EDWARDS, 
1978). 

Na década de 80, os estudos quanto aos fatores determinantes no sucesso 
ou fracasso da PIVE foram intensificados. Entre esses fatores foram evidenciados a 
importância da maturação citoplasmática e nuclear, bem como, a necessidade de 
estruturas como o cumulus oophorus ou células da granulosa (STAIGMILLER; 
MOOR, 1984). 

Em 1982, ocorreu o primeiro relato do bezerro nascido por FIV, mas este 
não foi compreendido por PIVE completa, visto a maturação de oócitos in vivo. O 
procedimento de coleta de oócitos de TE para este animal foi realizado por 
laparotomia central média. A recuperação de oócitos mediante laparoscopia foi 
conduzida em 1983, enquanto a indução da superovulação (SOV), foi utilizada em 
1985 (SIRARD et al., 1985). 

Pieterse et al. (1988) relataram a utilização da aspiração folicular 
transvaginal guiada por ultrassom (OPU), passo importante para a viabilidade e 
aplicabilidade da técnica a nível comercial. A expansão da utilização da PIVE e a 
virada histórica para que essa biotécnica fosse aplicada em larga escala tanto no 
campo científico como comercial se deu pelo desenvolvimento de técnicas de 
aspiração folicular 

A década de 90 representou um período de estabelecimento da PIVE como 
biotécnica exequível. Portanto, parâmetros de controle de qualidade foram 
estabelecidos, a fim de reduzir a toxicidade nas células manipuladas, determinação 
de pontos críticos e aumento da produtividade final. A partir disso, a Empresa 
Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) foi capaz de produzir o primeiro 
bovino brasileiro totalmente in vitro (DODE; RUMPF, 2002). No final de 1998, a 
utilização de métodos de vitrificação de embriões e oócitos possibilitou o 
armazenamento de material biológico por maiores períodos de tempo (VAJTA et 
al.,1998). 

A chegada dos anos 2000 representou o estabelecimento e expansão da 
técnica do ponto de vista comercial (Figura 1). Nos cinco primeiros anos, o Brasil 
atingiu o patamar de líder na PIVE e, se tornou referência mundial na utilização da 
técnica em bovinos. Segundo Lima et al. (2014), o alto crescimento na utilização e 
adesão da PIVE no Brasil, ocorreu principalmente por fatores de mercado 
favoráveis, eficiência intrínseca na produção de embriões, desenvolvimento de 
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tecnologias associadas e investimento em pesquisas. A disponibilidade de utilização 
de sêmen sexado, a partir de 2005, contribuiu para que em 2017, se consolidasse 
como a técnica de eleição para a produção de embriões bovinos, tanto taurinos 
quanto zebuínos de corte e/ou leite.  

 
                           FIGURA 1. Produção in vitro de embrião. 

             Fonte: os autores (2023). 
 

OBTENÇÃO, SELEÇÃO E CLASSIFICAÇÃO DE OÓCITOS 
A primeira etapa da PIVE consiste na obtenção do maior número de oócitos, 

com qualidade suficiente para maturação, fertilização e desenvolvimento inicial in 
vitro. Esta pode ser realizada por meio de aspiração folicular transvaginal guiada por 
ultrassonografia - Ovum pick up (OPU) em doadoras vivas - ou pela coleta de 
ovários de animais post mortem pelo método de punção folicular, fatiamento dos 
ovários (slicing) e/ou pela curetagem da parede folicular (WANI et al., 2000). 

Inicialmente, a aspiração in vivo era realizada por laparotomia ventral média, 
após a superovulação, o que dificultava o procedimento devido ao tempo, custo e 
possíveis complicações pós-cirúrgicas, como aderência ovariana (LUEDKE et al., 
2019). 

A OPU é uma técnica pouco invasiva idealizada para a realização da coleta 
de complexo cumulus-oócito em qualquer fase do ciclo estral, podendo ser realizada 



ENCICLOPÉDIA BIOSFERA, Centro Científico Conhecer – Jandaia-GO, v.20 n.46; p. 205           2023 
 

para a obtenção de oócitos de fêmeas a partir dos seis meses de idade, idosas, pré-
púberes, prenhez até o terceiro mês ou ainda, durante o pós-parto entre a segunda 
e terceira semana (VIANA; BOLS, 2005). Esta técnica pode ser realizada a cada 15 
dias ou mensalmente, não interfere no estado fisiológico do animal e não exige 
estimulação hormonal exógena (VARAGO et al., 2008). 

A OPU é realizada por meio da punção folicular com uma agulha acoplada a 
uma sonda transvaginal, de modo que estes folículos são observados na tela do 
ultrassom. É utilizado um sistema de bomba a vácuo conectado à agulha para a 
colheita dos oócitos e do líquido folicular em um tubo coletor, que posteriormente 
será encaminhado ao laboratório para produção in vitro de embriões. Os folículos 
aspirados devem ter diâmetro entre 2-8 mm, folículos menores que 2 mm são 
incapazes de recomeçar a fase de meiose e os maiores que 8 mm são desprezados, 
pois normalmente se encontram em estágio de atresia, inviabilizando o processo de 
maturação in vitro (MIV) (GONÇALVES et al., 2008; SOLLECITO et al., 2019). 

Na utilização de ovários oriundos de abatedouros, estes são coletados 
imediatamente após o abate e evisceração dos animais, identificados quanto ao lado 
(direito/esquerdo) e armazenados para transporte em solução salina a 0,9% e 
temperatura entre 35 a 37°C (CHACUR et al., 2006). Os oócitos podem ser obtidos 
pela técnica do fatiamento dos ovários (slicing) ou do método de punção folicular 
com agulha acoplada a bomba a vácuo ou seringa. O uso de oócitos obtidos de 
ovários provenientes de abatedouros em programas de melhoramento genético não 
é recomendado, devido ao desconhecimento de histórico sanitário, nutricional e 
reprodutivo, uma vez que estes, de modo geral, são oriundos de descartes. Sendo 
assim, estes oócitos são destinados às pesquisas com transferência nuclear, 
produção de animais transgênicos, desenvolvimento in vitro e criopreservação de 
embriões (RUBIN et al., 2009). 

Após a recuperação dos oócitos, é feita a seleção com auxílio de um 
estereomicroscópio com base nas características das células do cumulus e aspecto 
do ooplasma, para posterior maturação in vitro. O potencial de maturação, 
fecundação e capacidade de desenvolvimento embrionário, é estimado por estas 
características de seleção do complexo cumulus-oócitos (CCO), (GONÇALVES et 
al., 2002). Há a classificação em graus de I a IV, considerando viáveis CCO de 
classificação I a III, e descartando os de classificação IV (PENITENTE FILHO et al., 
2012). 

Leibfried e First (1979) descreveram o sistema base que se classifica como: 
1. Grau I: Oócitos com cumulus compacto e mais de três camadas de 
células. Ooplasma, com granulações finas e homogêneas, preenchendo o 
interior da zona pelúcida e de coloração marrom (Figura 2A). 
2. Grau II: Oócitos com menos de três camadas de células do cumulus 
oophorus. Ooplasma com granulações distribuídas heterogeneamente, 
podendo estar mais concentradas no centro e mais claras na periferia ou 
condensadas em um só local aparentando uma mancha escura. O ooplasma 
preenche todo espaço interior da zona pelúcida (Figura 2B). 
3. Grau III: Oócitos que possuem o cumulus presente, mas expandido. 
Ooplasma contraído, com espaço entre a membrana celular e a zona 
pelúcida, preenchendo irregularmente o espaço perivitelino, degenerado, 
vacuolizado ou fragmentado (Figura 2C). 
4. Grau IV: Oócitos desnudos sem células do cumulus, citoplasma com cor e 
granulação anormais ou com células expandidas com aspecto apoptótico 
(Figura 2D). 
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FIGURA 2. Classificação morfológica dos complexos cumulus-
oócitos. (2A) oócitos de grau I, (2B) grau II, (2C) grau III e (2D) 
oócitos superior grau IV e inferior grau V. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
                                            

Fonte: Penitente Filho et al. (2012). 
 

MATURAÇÃO IN VITRO (MIV) DE OÓCITOS 
A maturação de oócitos representa uma etapa dependente de diversos 

eventos e modificações a nível de núcleo e citoplasma (FISSORE et al., 2002). O 
processo de maturação em bovinos é considerado simples, visto que, mediante o 
cultivo in vitro, o fator de inibição da maturação oocitária se torna ineficaz. Na 
fisiologia de fêmeas bovinas, os picos de hormônio folículo estimulante (FSH) 
acarretam o início de desenvolvimento de alguns folículos primordiais contendo 
oócitos. Entretanto, somente com o oócito dominante irá finalizar o desenvolvimento 
e será ovulado, os demais oócitos irão interromper o desenvolvimento e sofrer 
atresia (GONÇALVES et al., 2008). A partir do pensamento de poder se resgatar 
esses oócitos para que não sofram atresia e com a possibilidade de poder explorar 
ao máximo o potencial genético de fêmeas, se desenvolveram as técnicas para a 
maturação de oócitos imaturos in vitro (GILCHRIST et al., 2008). 

Apenas ovócitos plenamente competentes conseguem prosseguir e se 
tornarem de fato viáveis para a embriogênese, e essa competência é obtida, 
gradualmente, durante o processo de maturação, principalmente, durante os 
estágios finais da foliculogênese. Fisiologicamente, os oócitos se apresentam 
dormentes em diplóteno da prófase I até 12 h pré-ovulação, quando há o pico de 
hormônio luteinizante (LH) (HYTTEL et al., 1997). Entretanto, no processamento in 
vitro dos oócitos, a maturação apresenta início espontâneo e ocorre quando os 
oócitos competentes são retirados do folículo e transferidos para os meios de cultivo, 
sem a necessidade de estímulo hormonal, como ocorre in vivo (DOWNS; 
VERHOEVEN, 2003). 

A MIV dos oócitos de bovinos é inteiramente dependente das condições 
fornecidas e problemas durante essa etapa podem comprometer completamente a 
PIVE.  A atmosfera, meio de cultivo, temperatura, suplementação proteica e fatores 
de crescimento são fatores que influenciam o sucesso na MIV (SANTOS et al., 
2002). 
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Previamente ao cultivo para maturação, os oócitos devem passar por uma 
lavagem tripla em meio de lavagem composto por TCM 199 Hepes suplementado 
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 22 µg/mL de FSH e 50 µg/mL de LH. Enquanto 
a cultura para MIV é realizada em placas de petri contendo o meio MIV, composto 
por 100 µL de meio TCM 199 suplementado com bicarbonato, 10% de soro fetal 
bovino (SFB), 22 µL/mL de piruvato de sódio, 0,5 µg/mL de FSH e 50 µg/mL de LH e 
cobertas com óleo mineral para impedir a evaporação (SIRARD et al., 1988). 

O meio de cultura supracitado é o mais utilizado, mas a suplementação com 
outros compostos é amplamente estudada. Como exemplo, a adição de estradiol-
17β, aminoácidos, tamponantes, antioxidantes, vitaminas e antibióticos. Em todos os 
estudos e ensaios conduzidos, foi demonstrado que a MIV influencia diretamente na 
taxa de produção de blastocistos e, consequentemente, no sucesso da PIVE 
(RODRIGUES; GARCIA, 2000). 

Estudos são constantemente conduzidos para identificar quais os melhores 
suplementos durante essa etapa. Como exemplo, a utilização de quercetina ou 
cisteamina, em um sistema de alta concentração de oxigênio atmosférico, aumentou 
as taxas de produção de blastocistos (GUEMRA et al., 2013). Além disso, estudos 
com a suplementação de melatonina em oócitos de bovinos acarretaram em melhor 
desenvolvimento durante a MIV (AN et al., 2019). Lopes et al. (2019) observaram 
que a utilização de fluido folicular bovino promoveu maiores taxas de expansão do 
cumulus oophorus, aumentou a velocidade de desenvolvimento embrionário, bem 
como promoveu maior celularidade. 

Outros antioxidantes, tais como o α-tocoferol, ácido ascórbico e selenito de 
sódio apresentaram aumento na taxa de desenvolvimento de blastocisto com 
aumento da celularidade nesta fase, bem como, promoveu espécies de oxigênio 
reativo e redução de genes apoptóticos (TRIPATHI et al., 2023). A inclusão de zinco 
ao meio, também, promoveu melhor transcrição global e incrementou a competência 
meiótica (LODDE et al., 2020). 

Não somente o meio, mas a atmosfera de cultivo para a MIV deve ser 
controlada com 5% de CO2 em ar, ou seja 20% de O2 e umidade saturada, enquanto 
a temperatura deve ser mantida estável em 39ºC. Após esse período os oócitos que 
maturaram podem ser identificados pela expansão do cumulus (GONÇALVES et al., 
2007). Ademais, o período da MIV é variável entre 16 e 24 horas, sendo que o 
padrão utilizado é de 24 horas de cultivo. 

O tamanho dos folículos está também relacionado à capacidade de ovócitos 
maturados in vitro de se desenvolverem em blastocisto (LEQUARRE et al., 2005). O 
crescimento folicular é um reflexo de sua competência para a maturação nuclear e 
para que se torne apto para fecundação e embriogênese. A fase de transcrição está 
atrelada ao crescimento do oócito, nesta etapa, o RNA mensageiro (mRNA) e 
proteínas presentes no citoplasma serão utilizadas pelo zigoto enquanto não 
atingem o estágio de oito células, no qual o genoma será ativado. Logo, células com 
bons estoques de mRNA e proteínas apresentam tamanho adequado e terão boa 
competência (MERTON et al., 2003). 

Embora o cumulus não seja fundamental para a maturação in vitro, os 
estudos sempre indicaram que sua presença resulta em uma maturação mais rápida 
e de melhor qualidade. Como consequência da presença do cumulus, a 
embriogênese apresenta melhores resultados e isso ocorre devido a comunicação 
formada nos CCO que afeta positivamente a competência do oócito (GONÇALVES 
et al., 2002). 
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A comunicação durante o CCO ocorre por meio da transmissão de fatores 
pelo fluido folicular, bem como as gaps junctions, que são rede de canais que 
permitem a troca entre as células do cumulus oophorus e o oócito (GORDON, 2003). 
Essa interação permite a troca de nutrientes e reguladores de maturação que 
produzem fatores parácrinos que promovem a expressão de genes. Essa 
comunicação é diretamente influente na diferenciação oocitária e fundamenta a 
competência de desenvolvimento mediante fatores de crescimento produzidos pelas 
células da granulosa ou pelos próprios oócitos (FERRÉ et al., 2020). 

Conforme Di Pietro (2016), vesículas extracelulares, incluindo os 
exossomos, são originadas das células somáticas e oócitos e apresentam  
diversidade de proteínas, mRNA, lipídios e outros. Estudos utilizando essas 
vesículas extracelulares como indicadores da qualidade são crescentes, visto que as 
características dessas vesículas podem influenciar diretamente os resultados da 
PIVE, através de fatores antioxidantes e modulação precoce de transcrição 
embrionária (GROSS et al., 2017) 

As principais linhas de pesquisa e avanços na etapa de maturação incluem a 
pré-maturação in vivo com manutenção dos ovócitos no estágio de vesiculação 
germinativa com intuito que terminem a diferenciação pré-finalização da meiose 
(FERRÉ et al., 2020). A retomada da meiose conduz a uma condensação 
cromossômica e, por sua vez, a parada da transcrição que bloqueia a síntese do 
RNA mensageiro materno, que é fundamental para o desenvolvimento embrionário 
antes da ativação genômica do embrião. Anteriormente, estudos que envolviam a 
utilização de inibidores específicos fator de promoção da fase M eram 
continuamente estudados, mas não apresentaram aumentos significativos na 
competência oocitária (MERMILLOD et al., 2000). 

Nos últimos anos, a utilização de maturação oocitária fisiologicamente 
estimulada ganhou destaque, sendo que métodos de inibição meiótica por 12 horas 
com fármacos que elevam o teor de Adenosina 3’-5’ Monofosfato cíclico (AMPc) no 
oócito associado ao uso de FSH para estímulo da maturação. Essa associação 
resultou em aumento de até 6 h no tempo de maturação e elevou a taxa e qualidade 
do desenvolvimento embrionário após a FIV (GUIMARÃES et al., 2015). 

O processo da MIV é essencial e delicado pelas modificações moleculares, 
nucleares e citoplasmáticas, que transformam o oócito imaturo em oócito maduro e 
apto para a fecundação, logo o meio utilizado deve reduzir condições que 
comprometem o desenvolvimento do oócito, tais como a oxidação e contaminação, 
bem como, devem favorecer e melhorar esse processo (SMITZ et al., 2004).  

 
FERTILIZAÇÃO IN VITRO (FIV) 

A fertilização reflete o momento no qual o gameta masculino 
(espermatozoide) se une ao gameta feminino, o oócito. A fecundação em mamíferos 
requer três pontos essenciais como a migração espermática entre células do 
cúmulus, fixação espermática através da zona pelúcida e fusão do espermatozoide e 
da membrana plasmática do óvulo (HAFEZ; HAFEZ, 2004). 

A fecundação tem seu início na ligação do espermatozoide em receptores 
espermáticos espécie-específicos presentes na zona pelúcida do oócito. Estes 
receptores permitem a entrada do espermatozoide, pois promovem a reação 
acrossomal, que consiste em segmentações do acrossomo e fusão das membranas 
plasmáticas e acrossômicas do espermatozóide, permitindo a formação de vesículas 
de liberação de enzimas. Com as enzimas liberadas, ocorre a lise focal da zona 
pelúcida com consequente entrada do espermatozóide que, por sua vez, descarta o 



ENCICLOPÉDIA BIOSFERA, Centro Científico Conhecer – Jandaia-GO, v.20 n.46; p. 209           2023 
 

capuchão acrossomático e, então, ocorre a fusão das membranas plasmáticas do 
espermatozóide e do oócito. A ligação do espermatozóide com o oócito resulta em 
aumento das oscilações intracelulares de cálcio, exocitose dos grânulos corticais, 
aumento do pH intracelular e despolarização da membrana do oócito que bloqueia 
primariamente a polispermia. O bloqueio secundário é proveniente da reação cortical 
ou reação de zona, após a entrada do espermatozóide que resulta na fusão da 
membrana plasmática com a membrana plasmática do oócito com a membrana dos 
grânulos corticais (GONÇALVES et al., 2002). 

Após a penetração espermática a meiose é completada, ocorre o 
envolvimento dos cromossomos pela membrana nuclear e há a liberação do primeiro 
e/ou segundo corpúsculo polar no espaço vitelino. Os pronúcleos migram para o 
centro do ovo e promovem um rearranjo no estroma do citoesqueleto, a partir disso, 
tem-se início a embriogênese (HAFEZ; HAFEZ, 2004). 

A FIV é uma etapa de cultivo de oócitos maduros com os espermatozóides 
seguidos de uma fecundação que irá formar o zigoto que, por sua vez, irá se 
desenvolver em blastocisto. Portanto, após a MIV e a separação de 
espermatozoides viáveis deve-se desenvolver um meio adequado para a 
capacitação espermática e a fecundação. O sucesso da FIV está atrelado ao 
fornecimento de cultura e condições favoráveis para ambos os gametas (GORDON, 
2003).  

A FIV deve ocorrer em temperatura estável de 38,5 a 39ºC por um período 
de 18 a 22 horas. Além disso, a atmosfera deve estar com 5% de CO2 em ar e 
umidade a 95%. A capacitação espermática é uma das etapas que devem ser 
conduzidas, visto que os espermatozoides não passam por essa “maturação” como 
ocorreria in vivo, portanto, a utilização de meios de cultivo como o TALP-fert 
favorecem essa capacitação espermática por conter heparina em sua composição 
(MELLO et al., 2016). 

Antes de realizar a capacitação espermática, a aplicação de outras 
biotecnologias é comum. Como exemplo, a sexagem de sêmen que é empregada 
com a finalidade de produzir embriões em larga escala de determinado sexo. A 
técnica tem princípio na separação de espermatozoides portadores do cromossomo 
X e Y em duas populações com o uso de citometria de fluxo, baseado na quantidade 
de DNA de cada espermatozóide (SEIDEL Jr., 2003). Essa separação é possível 
visto que os espermatozoides Y apresentam menor quantidade de DNA, logo se 
coram menos pelos corantes fluorescentes e, dessa forma, podem ser separados 
dos demais. Vale ressaltar que, essa técnica apresenta em torno de 90% de pureza 
para o sexo desejado (SEIDEL Jr.; SCHENK, 2008). 

Mesmo a técnica de sexagem de sêmen por citometria de fluxo ser 
amplamente utilizada, tem-se o questionamento sobre a eficácia, visto o grau de 
pureza e os prejuízos que podem causar aos espermatozoides e, 
consequentemente, menor fertilidade espermática (SEIDEL Jr.; SCHENK, 2008). 
Entretanto, a utilização de sêmen sexado ainda apresenta resultados variáveis e 
essa variação pode ser atribuída aos diversos protocolos laboratoriais (FERRÉ et al., 
2020). 

A citometria de fluxo e sexagem incluem diversos procedimentos nos quais 
submetem o espermatozóide à coloração, diluição, centrifugação, pressurização, 
carga elétrica e outros (GARNER et al., 2013). Todos esses procedimentos 
associados culminam em perda da capacidade funcional (LIU et al., 2015). Portanto, 
técnicas mais modernas que envolvem a separação magnética de espermatozoides 
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Y com o uso de anticorpos específicos e aptâmeros têm sido sugeridas (FARINI et 
al., 2016; SRINGARM et al., 2022). 

Quando a citometria de fluxo e/ou sexagem de espermatozoides é utilizada, 
métodos atenuantes da perda de capacidade funcional devem ser aplicados, como 
ajustes no tempo de incubação, suplementação do meio, concentração de heparina 
ou até métodos voltados para o manejo e seleção dos touros doadores, que incluem 
a utilização de sêmen de touros com alta fertilidade, utilização do sêmen de mais de 
um touro e entre outros (AN et al., 2017). 

Além disso, o sêmen é criopreservado para possibilitar transporte e 
prolongar o tempo de uso. Entretanto o processo de congelação-descongelação 
diminui a viabilidade seminal pois ocasiona danos nas estruturas fundamentais do 
espermatozóide, como o núcleo, citoesqueleto e membranas (PARKS; GRAHAM, 
1992). Para a PIVE, a utilização de sêmen criopreservado ocorre em quase todos os 
casos. Logo, ao ter conhecimento de que a criopreservação diminui a viabilidade 
seminal, é necessário o emprego do método de separação após o descongelamento 
para a obtenção da fração espermática viva da palheta e, além disso, promovem o 
aumento da motilidade espermática. As principais técnicas utilizadas incluem o 
gradiente de percoll, swim up e o lavado espermático (GONÇALVES et al., 2002). 

No gradiente de Percoll, o sêmen é depositado em cima do percoll (45%) e 
centrifugado para separar os espermatozóides no pellet que se formam abaixo do 
conteúdo do percoll. Vale ressaltar que, o percoll é uma suspensão de partículas de 
sílica com polivinilpirrolidona (PVP). O método pelo gradiente de percoll é o mais 
empregado visto que permite a contagem da fração viva dos espermatozoides 
depois de descongelados (MELLO et al., 2016). Já o método de lavado espermático 
consiste em repetidas centrifugações sendo que somente os espermatozoides são 
utilizados na fecundação. 

Na técnica do Swin up, os espermatozoides são separados baseado na 
motilidade, ou seja, o sêmen é depositado no fundo de um tubo, é adicionado o meio 
SP-TALP. O tubo é armazenado em estufa a 39ºC com atmosfera controlada de 5% 
de CO2 em ar de 30 a 60 minutos em ângulo de 45º. Após essa incubação, os 
espermatozoides irão nadar no meio sentido a porção superior, e então é coletado o 
sobrenadante que passa por uma centrifugação, então coletado os espermatozoides 
vivos (GORDON, 2003). Essa técnica tem como benefício a alta eficácia de 
promoção da hipermotilidade dos espermatozoides congelados que se encontravam 
em estágio de dormência. 

Após a seleção de espermatozoides viáveis, deve-se conduzir a capacitação 
espermática. No processo in vivo, a capacitação do espermatozóide para a 
fecundação acontece naturalmente dentro do trato reprodutivo feminino e ocasiona 
em hiperativação do espermatozóide com desestabilização da sua membrana 
plasmática. Entretanto, na FIV, esse processo não ocorre e demanda uma indução 
artificial da capacitação (VARAGO et al., 2008). 

A utilização de glicosaminoglicano heparina é eficiente na capacitação 
espermática de touros e possibilita a aplicabilidade da técnica de FIV. A utilização 
deste composto pode promover mudanças na composição bioquímica das 
membranas plasmáticas dos espermatozoides, sendo que a interação com o 
espermatozóide é mediada pela proteína carreadora de heparina (HBP) presente no 
plasma seminal de bovinos (GONÇALVES et al., 2002). 

Quando opta-se por técnicas de separação, que não promovem a 
hipermotilidade, igual a técnica de Swim up, considera-se a adição de compostos 
que possam contribuir para que o espermatozóide aumente a motilidade. Há 
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benefícios da suplementação da cafeína e/ou teofilina no meio de FIV para promover 
a hipermotilidade espermática, assim como a albumina sérica, a epinefrina, a 
penicilamina, a hipotaurina, a cafeína, o bicarbonato e o cálcio são substâncias que 
podem participar no processo de indução in vitro da capacitação espermática 
(PARRISH, 2014). 

A utilização de modelos celulares epiteliais do oviduto bovino podem ser 
empregados na cultura in vitro e, dessa forma, promoverem modulação da função 
espermática pelo incremento da motilidade, capacitação e reação acrossômica, 
igualmente ocorreriam in vivo (LAMY et al., 2017). 

Durante a incubação do oócito maturado com o espermatozóide capacitado, 
haverá então a penetração do oócito pelo espermatozóide e isso desencadeia a 
cascata de alterações que levam a fecundação. No meio de cultivo TALP-fert, é 
incluso o sêmen envolto por heparina e de quatro a cinco CCO que são recobertos 
por óleo de parafina e incubados em atmosfera, temperatura e umidade controlada 
por 24 horas (GONÇALVES et al., 2007). Entretanto, deve-se considerar que o uso 
de oócitos envelhecidos acarreta maiores taxas de polispermia, o que inviabiliza a 
fecundação. 

A taxa de fecundação está atrelada principalmente ao número de 
espermatozoides fecundantes e a presença do primeiro corpúsculo polar. Para 
avaliar essa taxa de fecundação, alguns oócitos devem ser fixados, corados e 
observados em microscopia de contraste de fase 18 a 22 horas após a inseminação. 
Devendo ser observada a penetração do espermatozóide no ooplasma, inchaço de 
cabeça de espermatozóide, formação do pronúcleo, clivagem morfológica normal 
com formação de blastocisto, rompimento dos grânulos corticais e evidenciação da 
cauda do espermatozóide no ooplasma (HAFEZ; HAFEZ, 2004). 

 
CULTIVO IN VITRO (CIV) DE EMBRIÕES 

O cultivo in vitro (CIV) é o período que compreende o desenvolvimento dos 
oócitos fertilizados, denominados zigotos, até o estágio de blastocisto. Esta etapa se 
refere ao período de desenvolvimento embrionário pré-implantação e é definida por 
eventos como clivagem, ativação de genoma embrionário, divisão celular, 
compactação dos blastômeros, diferenciação do trofoblasto e embrioblasto, 
formação e expansão do blastocele e rompimento da zona pelúcida (BUENO; 
BELTRAN, 2008). 

A fase de CIV consiste na transferência do zigoto do meio FIV, após 24 
horas de fecundação, para uma placa de “cultivo” com meios que podem variar entre 
meio simples otimizado enriquecido com potássio (KSOM), fluído sintético de oviduto 
(SOF) ou TCM-199 (LUSTOSA et al., 2018). Por bastante tempo, células somáticas 
foram utilizadas para o co-cultivo de embriões, fornecendo bons resultados. Não 
obstante, com a constante busca de evolução esse sistema tem sido substituído 
com o passar dos anos por sistemas que utilizam meios semidefinidos com pouco 
ou sem soro como, os Charles Rosenkrans-1 (CR-1), Charles Rosenkrans-2 (CR-2), 
KSOM e SOF agregados à atmosfera gasosa controlada contendo baixa tensão de 
oxigênio (GONÇALVES et al., 2007). 

A zona pelúcida de embriões produzidos in vitro é mais frágil e possui maior 
tendência à anormalidades cromossomais. Falhas como falta de compactação da 
massa celular, formação de vacúolos na massa embrionária, formação prematura de 
blastocele, alteração na razão de massa celular interna em relação às células 
trofoblásticas, alterações na expressão gênica e metabolismo celular, podem ocorrer 
no momento da produção (LONERGAN; FAIR, 2016). 
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A preparação do cultivo in vitro é decisiva para o êxito desta etapa, uma vez 
que a composição dos meios usados artificialmente deve simular o ambiente e os 
fluidos do útero e do oviduto de uma vaca durante o início da gestação. Nutrientes, 
pH, hormônios e oxigênio são fatores importantes para a preparação do CIV e 
devem estar presentes nas mesmas quantidades ou aproximadas ao ambiente 
uterino (FIGUEIREDO et al., 1997). 

Ademais, as condições de cultivo não somente influenciam a qualidade 
embrionária, como também colaboram para a tolerância ao procedimento de 
criopreservação (RIZOS et al., 2002). A utilização de soro fetal bovino e albumina 
sérica bovina aprimoram a produção embrionária, mas podem comprometer a 
tolerância à criopreservação (RIZOS et al., 2003). O CIV com uso de oviduto de 
coelhas, ovelhas, ratas e até mesmo homólogos bovinos promovem a qualidade de 
blastocisto, tolerância ao congelamento e atividade gênica e genômica do embrião, 
similar ao que ocorre in vivo (LAZZARI et al., 2010; RIZOS et al., 2010). Células 
epiteliais do oviduto bovino vêm apresentando efeitos benéficos no desenvolvimento 
e qualidade embrionária. A inclusão de fluido do oviduto maximiza esse efeito e 
melhora a qualidade do blastocisto e a tolerância ao congelamento (LI; 
WINUTHAYANON, 2017). 

O período de variação de todo o processo de CIV é de sete a nove dias, 
dependendo de cada forma, técnica e meios utilizados pelos laboratórios em sua 
rotina de PIVE. Associado a isso, o processo ocorre em temperatura de 39ºC, em 
estufas com atmosfera controlada (5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N2) e umidade 
saturada (WRENZYCKI, 2016). A partir do sétimo dia de desenvolvimento, as 
estruturas serão engarrafadas à fresco ou submetidas à técnica de criopreservação: 
congelamento lento – embrião DT (Direct Transfer ou One Step;)(LUSTOSA et al., 
2018).  

O desenvolvimento embrionário acompanhado da compactação dos 
blastômeros e início da formação do blastocele pode ser visualizado no 6º dia de 
cultivo in vitro. A taxa de blastocisto normalmente é avaliada no 7º dia, em que é 
feita a seleção e avaliação final dos embriões para transferência a fresco ou para 
congelação. Caso haja anseio em avaliar a taxa de eclosão in vitro, os blastocistos 
podem permanecer em estufa de cultivo até o 9º dia (GONÇALVES et al., 2007). 

 
CLASSIFICAÇÃO DOS EMBRIÕES 

O método de classificação morfológica é imprescindível para a seleção dos 
embriões satisfatórios à transferência a fresco e/ou criopreservação. Estruturas que 
apresentam adequado crescimento são consideradas aptas ao desenvolvimento 
pós-implantacional e possuem maior tolerância ao congelamento (SOUZA; ABADE, 
2018). Os critérios de classificação são definidos pelas qualidades e estágios de 
desenvolvimento dos embriões, que são divididos em categorias (STRINGFELLOW; 
SEIDEL, 1998; VIANA, 2009). 

A categoria mórula é caracterizada por uma massa de células com evidente 
divisão entre os blastômeros, ocupando o espaço vitelino quase por completo. 
Sucessivamente, o blastocisto inicial é descrito pela concepção do blastocele e início 
da diferenciação entre trofoblasto e botão embrionário. Já na categoria de 
blastocisto expandido, o embrião expande cerca de 1,5x o seu diâmetro e a 
membrana pelúcida reduz em ⅓ sua espessura. Quando o blastocisto está em 
eclosão, o embrião se encontra parcialmente livre da membrana pelúcida, com 
blastocele definida. E ao fim da eclosão (blastocisto eclodido), este embrião estará 
totalmente livre da membrana. A viabilidade, cor, formato, integridade da zona 
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pelúcida e aspecto morfológico, também se enquadram como fatores que 
classificam a qualidade dos embriões, (Figura 3), (SILVA et al., 2017). 

 
FIGURA 3. Classificação de embriões bovinos produzidos in vitro 

Fonte: os autores (2023). 
 

ESTRATÉGIAS NA PRODUÇÃO DE OÓCITOS 
A competência oocitária reflete a capacidade do oócito de completar a 

maturação, ser fertilizado, formar o blastocisto e se desenvolver em embrião viável 
passível de transferência embrionária de sucesso. A competência oocitária pode ser 
afetada em oócitos maturados in vitro, mas outros fatores como a idade, status 
reprodutivo, status metabólico, população folicular e estresse térmico da doadora de 
oócitos também podem influenciar (SIRARD, 2012). 

Animais muito jovens ou muito velhos apresentam redução na competência 
oocitária e desenvolvimento embrionário (RIZOS et al., 2005). Animais muito jovens 
evidenciam mitocôndrias oócitárias imaturas, enquanto ao avançar da idade essas 
organelas apresentam perda gradual da função efetiva. Como exemplo, as novilhas 
pré-púberes apresentaram menores índices de PIVE, mesmo que estas fêmeas 
tenham apresentado maior número de folículos para a aspiração (LANDRY et al., 
2016). O número de CCO recuperados durante a OPU reflete na quantidade de 
embriões produzidos, quanto maior a população folicular, maior a quantidade de 
oócitos recuperados, (Figura 4), (MONTEIRO et al., 2017; WATANABE et al., 2017). 

Baruselli et al. (2019) constataram que novilhas prenhes demonstraram 
maior eficiência na PIVE pelo maior número de embriões viáveis e maior taxa de 
blastocisto. Isso pode estar relacionado às alterações fisiológicas com liberação de 
substâncias e hormônios que influenciam direta ou indiretamente a característica 
dos oócitos recuperados na OPU. 

A condição nutricional e metabólica da doadora influencia a OPU e a PIVE, 
visto que fêmea com alta condição corporal tem acúmulo de gordura nos ovários ou 
glândulas secretoras diversas, consequentemente, alteração na secreção de 
hormônios reprodutivos e metabólicos. O mesmo ocorre com fêmeas 
demasiadamente magras, em que há escassez de nutrientes e outros metabólitos 
para a síntese dos hormônios. As alterações nutricionais e metabólicas, também, 
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podem causam modificações nos padrões de crescimento folicular (BARUSELLI et 
al. 2016). 

 
FIGURA 4. Diagrama mostrando a posição do transdutor de 
ultrassom pressionado contra o fórnice vaginal, com o ovário 
manualmente manipulado por reto e mantido contra a parede 
vaginal. 
. 

Fonte: Adaptado de Hasler e Barfield (2015). 
 

O estresse térmico pode afetar a qualidade dos oócitos, visto que 
temperaturas elevadas podem romper o citoesqueleto, alterar a função da 
mitocôndria e afetar as células do cumulus, bem como, suas funções na maturação 
oocitária (BARUSELLI et al., 2020). Os transtornos a nível mitocondrial estão 
relacionados à modificação de expressão gênica nos oócitos, o que influencia 
negativamente a fertilidade do animal (FERREIRA et al., 2016). Variações de 
temperatura ao longo do ano podem ser responsáveis por perdas na PIVE 
(WOLFENSON; ROTH, 2019). 

Métodos estratégicos empregados para melhorar a PIVE incluem a utilização 
do hormônio folículo estimulante (FSH), do manejo nutricional de propilenoglicol, da 
somatotropina bovina recombinante (r-BST) e de células tronco mesenquimais. 
Também, para incremento na recuperação de oócitos é fundamental o uso de 
protocolos induzindo a superovulação (SOV), os quais apresentam limitações 
ligadas ao número de manejos. Assim, constantemente são desenvolvidas novas 
estratégias para aprimorar e simplificar as técnicas de SOV pela redução de 
manejos usando maiores concentrações de doses ou associações nos tratamentos 
(VIEIRA et al., 2016). 

 
HORMÔNIO FOLÍCULO ESTIMULANTE (FSH) 

A utilização do FSH, é amplamente utilizada e estudada visto a sua função 
estimulatória da superovulação. Protocolos com o estímulo por FSH não só são 
capazes de desenvolver múltiplos folículos ovarianos, aprimorar a coleta de 
embriões e aumentar a taxa de blastocisto, mas também aumentam a produtividade 
efetiva na PIVE (BLONDIN et al., 2012). 

Comercialmente, as preparações de FSH são feitas mediante a extração e 
purificação da hipófise do suíno, denominada FSH-p. O FSH-p atua igualmente nos 
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receptores de células da granulosa e, consequentemente, ocasionando estímulo de 
desenvolvimento de folículos ovarianos por mecanismos de inibição da apoptose 
(ARMSTRONG et al., 2001). 

O protocolo comumente utilizado para a indução de superovulação e 
melhorias em estratégias reprodutivas consideram a aplicação única, por via 
intramuscular (IM) de gonadotrofina coriônica equina (eCG) ou duas aplicações 
diárias (BID) por via IM de FSH-p durante quatro dias (PÉREZ-SANDOVAL et al., 
2019). A utilização do FSH-p apresenta efeito de curto-prazo, aproximadamente 
cinco horas após a aplicação (MONNIAUX et al., 1983). 

O uso do FSH se torna mais eficiente quando se utiliza o coasting 
associado. O coasting, por sua vez, é uma técnica que envolve a superestimulação 
com FSH para a promoção de folículos de médio e grande porte, seguidos da 
retirada de gonadotrofinas para se obter uma melhor competência oocitária e taxas 
de gestação (QUEIRÓZ et al., 2021). Segundo Nivet et al. (2012), o coasting atua 
induzindo a pré-maturação oocitária e que o coasting de 44 horas foi positivo nos 
índices de PIVE em bovinos se comparado aos períodos de 10, 68 e 92 horas. No 
entanto, Kawamoto et al. (2017) observaram que em bezerras o período com 
melhores resultados foi entre 20 e 24 horas. Possivelmente, essa divergência esteja 
relacionada ao estágio de vida e maturidade sexual das fêmeas. 

Contudo, o uso de FSH aparenta não elevar o número de folículos, mas 
somente o seu tamanho. Isso ocorre, pois somente folículos que atingiram o estágio 
antral de desenvolvimento respondem ao estímulo por gonadotrofina. Porém, cabe 
ressaltar que, aumento do diâmetro folicular indica aumento do desenvolvimento 
oocitário e aproximação do pico de hormônio luteinizante (LH), (SIRARD et al., 
2006). Ademais, a utilização desta gonadotrofina que os CCO provenientes de 
folículos de maior tamanho apresentam maior competência que os demais 
(KAUFFOLD et al., 2005). 

O LH pode ser via para aumentar a viabilidade do folículo pela criação de um 
ambiente pré-ovulatório. Nessa estratégia, o animal passa por um longo período de 
estímulo com FSH seguido de um período de 48 horas de coasting e finalizando com 
a administração de LH (BLONDIN et al., 2012). Landry e Sirard et al. (2018) 
relataram eficiência na associação de FSH com hormônio liberador de gonadotrofina 
(GnRH) previamente à OPU, mas Fry et al. (2000) observaram que a associação de 
GnRH não melhorou a PIVE de bezerras. 

Bezerras de até 11 meses apresentam menores índices associados a PIVE 
devido a menor competência ao desenvolvimento in vitro. Segundo Taneja et al. 
(2000), a competência de desenvolvimento in vitro ocorre a partir dos 11 meses em 
novilhas, logo animais com idade inferior a 11 meses devem ser estimuladas com 
gonadotrofina para se tornarem aptas a PIVE. Além do mais, bezerras pré-púberes 
quando estimuladas com FSH apresentaram maiores taxas de formação de 
blastocisto, elevação do número de folículos e melhor taxa e desempenho no CIV de 
oócitos (KAWAMOTO et al., 2017). 

Ao final do protocolo de estímulo por FSH, as fêmeas tratadas devem ser 
induzidas a uma ovulação sincronizada dos folículos superestimulados. O 
desenvolvimento de ajustes e protocolos para esse estímulo deve ser baseado em 
eventos fisiológicos (MAPLETOFT et al., 2015). O ajuste hormonal deve ser 
realizado com base na utilização de doses decrescentes de FSH que, 
consequentemente, induzem a superestimulação dos folículos, mas há a 
controvérsia de que o uso constante de FSH apresenta resultados tão bons quanto o 
decréscimo gradual de FSH (CIRIT et al., 2019). 
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Silva et al. (2009) realizaram uma pesquisa com a utilização FSH (100 mg 
em doses decrescentes) em duas aspirações foliculares em fêmeas nelores de 12 a 
24 meses com intervalo de 40 dias. Os autores observaram que o FSH reduziu a 
taxa de OPU, mas as taxas de formação de blastocisto foram superiores nas 
novilhas mais jovens (12 meses). Já Elliff et al. (2019) observaram que a utilização 
de FSH aumentou a taxa de clivagem e número de blastocistos por OPU. Entretanto, 
estudos demonstram que a utilização excessiva de FSH-p para induzir a 
superovulação de vacas pode comprometer a função folicular ovulatória e pode estar 
associado a um comprometimento da qualidade oocitária e as taxas reprodutivas 
(KARL et al., 2021) 

Além do FSH-p, frequentemente são conduzidos estudos com a utilização de 
FSH recombinante bovino (bscrFSH) e sua utilização tem demonstrado redução do 
número de aplicações e melhor resposta na superovulação associada a produção 
viável de embriões de sêmen fresco ou criopreservado. O bscrFSH pode ser 
alternativa eficiente, nova e segura de condução da superovulação mediante 
aplicação única em intervalos de 24h com quatro dias de aplicação (GUTIÉRREZ-
REINOSO et al., 2022). 

Gutiérrez-Reinoso et al. (2023) constataram que o emprego de bscrFSH na 
produção de embriões com de vacas superovuladas não apresentou diferenças 
significativas quanta a estrutura de folículos e folículos não ovulados se comparado 
ao FSH-p. Entretanto, ressaltaram melhora significativa no CL de fêmeas 
submetidas a protocolos de superovulação com bscrFSH. 

 
MANEJO NUTRICIONAL DE PROPILENOGLICOL (PG) 

A dieta é fator importante de influência na fase da aspiração folicular e o 
desenvolvimento embrionário, sendo que a alimentação desbalanceada apresenta 
efeitos negativos na produção embrionária in vivo e in vitro (GAMARRA et al., 2015). 
Quando se observa déficit energético em dietas de vacas destinadas à reprodução, 
os teores glicêmicos e insulínicos reduzem e a frequência de pulso de LH decai. Isso 
contribui para restrição da concentração de estrogênio, fundamental para o 
desenvolvimento folicular (BUTLER, 2000). 

Por outro lado, dietas restritivas com balanceamento adequado se mostram 
favoráveis a PIVE, colaborando para um bom desenvolvimento embrionário em 
decorrência de melhor qualidade oocitária e produção de blastocisto. Dietas com 
altos teores de energia em vacas leiteiras evidenciaram aumento significativo dos 
teores de insulina e fator de crescimento associado à insulina 1 (IGF-1), o que 
estimulou o crescimento folicular pré-superovulação (HIDALGO et al., 2004). 

A utilização de PG possibilitaria redução da cetose por modulação na 
secreção insulínica e elevação dos teores glicêmicos, com redução das 
concentrações de ácidos graxos não esterificados (AGNE) e β-hidroxibutirato (BHB), 
(NIELSEN; INGVARTSEN, 2004). Após a administração oral do PG, parte deste 
composto é metabolizado para propionato, que no ciclo de Krebs diretamente no 
nível de succinil-CoA, também converte glicerol, aminoácidos glicogênicos e ácido 
lático em glicose, e oxidação do lactato (RIZOS et al., 2008). 

Gamarra et al. (2015) ao estudarem o efeito da aplicação oral de PG em 
novilhas em diferentes estágios, observaram aumento nas concentrações de 
insulina, glicose e IGF-1. Houve aumento no número e na qualidade de folículos 
medidos na superovulação, e também os embriões apresentaram boa qualidade e 
viabilidade. 
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Rezende (2019) evidenciou que a utilização de PG (500 mL BID por cinco 
dias), aumentou as concentrações sanguíneas de glicose, insulina, diminuiu a AGNE 
e o BHB, entretanto não aumentou as concentrações séricas de IGF-1. Contudo, 
evidenciou que as taxas de PIVE foram melhores em novilhas, vacas em início de 
lactação ou secas, mas não surtiu efeito em vacas no final da lactação. O uso do 
propilenoglicol em aplicação direta durante a PIVE, como na vitrificação oocitária 
aumentou a taxa de viabilidade, entretanto observou-se efeito tóxico do PG nos 
oócitos (SOMFAI et al., 2013). 

 
SOMATOTROPINA BOVINA RECOMBINANTE (r-BST) 

O eixo somatotrópico possui influências sobre as funções ovarianas e é 
composto pelo hormônio do crescimento (GH), receptor de GH, IGF-1, proteínas 
carreadoras de IGF e receptores de IGF (RADCLIFF et al., 2004). A somatotropina é 
um hormônio de crescimento que influencia a regulação do crescimento, 
diferenciação de diversas células e comanda processos fisiológicos e metabólicos 
de órgãos e tecidos (FERRAZ et al., 2015). 

A somatotropina bovina recombinante (r-BST), surge neste contexto como 
estratégia associada a super estimulação gonadotrófica. A r-BST foi um dos 
primeiros fatores de crescimento produzidos em grande escala para a indústria 
animal com proteína recombinante e, inicialmente, visava o aumento da produção 
leiteira (BORGES et al., 2001). 

Gong et al. (1997) constataram aumento significativo de concentrações 
séricas de fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1) e insulina ligado 
ao uso de r-BST. Apesar da maioria dos tecidos responderem a este hormônio, boa 
parte dos receptores se encontram no fígado, estes são responsáveis pela produção 
de IGF-1. No sistema reprodutor, o r-BST atua sobre os receptores do útero e ovário 
induzindo à produção de IGF-1, contribuindo expressivamente para maturação e 
competência oocitária (NAGANO et al., 2004). 

A r-BST atua aumentando os receptores de IGF-1, estimulando a produção 
deste fator e acarretando o recrutamento folicular ovariano (RIBEIRO, 2018). Em 
programas como a PIVE, o uso de r-BST em doadoras de bovinos objetiva a 
alteração significativa do número de folículos ovarianos adequados para a punção, 
assim como o rendimento e a qualidade dos CCO recuperados e as taxas de 
produção in vitro de blastocistos rates (BURATINI Jr. et al., 2000). Os efeitos da 
administração de r-BST em novilhas consistem no aumento do número de folículos 
menores que 5mm, enquanto em vacas, o aumento refere-se ao número de folículos 
médios entre 6 a 9mm. Tais alterações, insinuam que a população folicular é o alvo 
do tratamento do r-BST, podendo variar de acordo com a raça e condições 
metabólicas da lactação (MOTA et al., 2012). 

O mecanismo responsável pelo crescimento da população folicular através 
do r-BST, não está completamente elucidado, desta forma, alguns autores sugerem 
o efeito direto do hormônio do crescimento, enquanto outros acreditam que as 
alterações ocorrem a teores plasmáticos de IGF-1 e/ou insulina (SÁ FILHO et al., 
2009). 

CÉLULAS-TRONCO 
As células tronco (CT) são células indiferenciadas, com potencial de auto 

renovação e de diferenciação em mais de uma linhagem celular. As CT são 
classificadas de acordo com a sua potencialidade de diferenciação em: totipotente, 
pluripotentes ou multipotentes. As CT totipotentes, são obtidas a partir de zigotos e 
se diferenciam em todos os tipos celulares, incluindo os anexos extraembrionários. 
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As CT pluripotentes são células embrionárias observadas na massa interna do 
blastocisto e possuem capacidade de derivar todas as células do folheto 
germinativo. As células-tronco mesenquimais (MSC) são células adultas, 
classificadas como multipotentes devido ao seu potencial de se diferenciarem de 
tipos celulares como osteoblastos, adipócitos e condrócitos, e tais características as 
colocaram como alvo de pesquisa nos últimos anos (BRAVO, 2022; OLMEDO-
MORENO et al., 2022). 

As MSC possuem habilidade pró-regenerativa e propriedades 
imunomoduladoras por intermédio de sinalização parácrina e devido a sua 
capacidade de locomoção em locais de injúria (KOSARIC et al., 2019). Estas células 
podem ser extraídas de diversas fontes, como medula óssea, tecido adiposo, fígado, 
placenta, cordão umbilical e polpa dentária (KREBSBACH; VILLA-DIAZ, 2017). 
Considerando a facilidade de obtenção e isolamento de MSC, o seu uso tem sido 
relatado em técnicas na medicina regenerativa, uma vez que ostentam taxa elevada 
de proliferação e habilidade de diferenciação (ONG; SUGII, 2013). 

A utilização de MSC é descrita como auxílio para recuperação de danos 
originados na secreção hormonal, contribuindo no reparo da foliculogênese e 
diminuindo a apoptose das células ovarianas, em casos de problemas reprodutivos 
(SONG et al., 2016). Para medicina veterinária, estas células foram marcadas como 
possível método terapêutico, tanto em casos de azoospermia em machos, como em 
falência ovariana prematura em fêmeas (FAZELI et al., 2018). Malard et al. (2020) 
evidenciaram que a aplicação direta de MSC em lesões ovarianas decorrentes da 
técnica de OPU demonstraram uma melhora significativa na obtenção de oócitos 
pela OPU.  

Há resultados promissores na recuperação da funcionalidade de variados 
órgãos através do transplante de MSC autólogas (provenientes do mesmo indivíduo) 
ou alogênicas (provenientes de outro indivíduo). A utilização de células alogênicas 
provindas de doadores jovens e sadios, em terapia celular, permite rapidez e 
facilidade no tratamento com MSC (MARX et al., 2015). A terapia com MSC em 
ovários bovinos pode proporcionar aumento na quantidade de folículos e melhora na 
qualidade dos oócitos, com impacto positivo na PIVE. 

Soares et al. (2018) desenvolveram um estudo em que, 27 vacas Nelore 
foram submetidas à sincronização de onda folicular e duas OPU com intervalo de 30 
dias, após a segunda OPU, os animais foram divididos em três grupos 
experimentais: Controle (sem tratamento; n=7); MSC1 (tratamento com 5 x 106 
células-tronco em um ovário; n=10) e; MSC2 (tratamento com 5 x 106 células-tronco 
em cada ovário; n=10). Após o tratamento com as MSC, os animais foram 
submetidos à sincronização de onda folicular e OPU aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 
dias. No estudo foi constatado que os animais tratados com MSC obtiveram 
elevação da taxa de recuperação oocitária, taxa de oócitos viáveis, taxa de 
clivagem, taxa de blastocisto e taxa de blastocisto eclodido. Desta forma, é notável 
que a utilização de CT em fêmeas bovinas pode ser uma opção viável para 
possibilitar crescimento nos índices da PIVE com impacto direto na bovinocultura. 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
A Produção In Vitro de Embriões (PIVE) se tornou uma estratégia moderna e 

essencial para a agropecuária, que não deve ser conhecida somente como mais 
uma biotecnologia reprodutiva, mas como uma revolução tecnológica aplicada à 
reprodução. A biotécnica possibilita a criação de animais geneticamente superiores, 
além de preservar espécies bovinas em risco de extinção e, considerando pontos 
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éticos fundamentais, é uma aliada para a segurança alimentar e a produção de 
alimentos.  

Inúmeros fatores podem interferir de maneira positiva na PIVE, 
possibilitando o aumento da sua eficiência e tornando-a um processo acessível 
comercialmente. Apesar disso, ainda há limitações em aspectos como a qualidade e 
quantidade de oócitos a serem recuperados, fazendo com que haja necessidade de 
investimentos em pesquisas e estudos, para o aperfeiçoamento da biotécnica e, com 
isso, torná-la mais rápida, eficiente e precisa. 

Os tratamentos com FSH, r-BST, propilenoglicol e células-tronco têm 
potencial para aperfeiçoar a qualidade oocitária e, consequentemente, a produção 
de embriões, por isso devem receber maior atenção e investimentos, seja 
tecnológico e/ou financeiro. 
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