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RESUMO 

 O presente trabalho objetiva trazer um relato de caso de um comparativo da produção in vitro 

de embriões bovinos de doadoras vazias e prenhas da raça Nelore de uma propriedade em 

acompanhamento durante o estágio.  

Entende-se que a reprodução in vitro busca garantir o melhoramento genético das raças, 

garantindo maior reprodutividade e qualidade. Nesse sentido, o estudo de caso comparativo 

busca apontar qual a doadora apresenta melhor resultado na produção in vitro de embriões. 

Desenvolveu-se um estudo teórico, para complementar o estudo de caso e fornecer evidências 

científicas que suportam o desenvolvimento desta pesquisa. O qual obteve-se que as doadoras 

vazias produziram mais oócitos viáveis no total, entretanto as doadoras prenhas produziram 

mais oócitos de melhor classificação. As doadoras prenhas obtiveram melhores resultados 

quanto a clivagem dos zigotos, desenvolvimento embrionário (previsão) e embriões 

produzidos, do que as doadoras vazias. Demostrando que as doadoras prenhas obtêm melhor 

resultado qualitativo e as doadoras vazias quantitativo.  

 

Palavras-chave: Reprodução, Biotécnicas reprodutivas, Oócitos. 

  



 

 

     ABSTRACT 

The present work aims to bring a case report of a comparison of the in vitro production of 

bovine embryos from empty and pregnant Nellore donors from a farm being monitored during 

the internship. 

It is understood that in vitro reproduction seeks to ensure the genetic improvement of breeds, 

ensuring greater reproducibility and quality. In this sense, the comparative case study seeks to 

point out which donor has the best result in in vitro embryo production. 

A theoretical study was developed to complement the case study and provide scientific 

evidence to support the development of this research. It was found that the empty donors 

produced more viable oocytes in total, however the pregnant donors produced more oocytes 

of better classification. Pregnant donors had better results regarding zygote cleavage, 

embryonic development (prediction) and produced embryos than empty donors. 

Demonstrating that pregnant donors obtain better qualitative results and empty donors 

quantitatively. 

 

Keywords: Reproduction, Reproductive Biotechniques, Oocytes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

No cenário nacional, a atividade agropecuária sempre foi elemento central no 

desenvolvimento socioeconômico brasileiro. Nas últimas décadas, a pecuária bovina foi se 

caracterizando como a fronteira da expansão agrícola, incorporando novas terras, novas 

infraestrutura e novas técnicas de reprodução, garantindo um aumento nas taxas dos rebanhos 

para abate e, consequentemente, na disponibilidade de alimento no país (CARVALHO; ZEN, 

2017). 

Em 2019, o Brasil registrou a marca de 214,7 milhões de bovinos nacionais, 

apresentando um aumento de 0,4% frente aos anos anteriores, onde vinha apresentando baixa 

na produção nacional (SALATI, 2020). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE, 2021) apontam para uma retração de 10,3% no abate de bovinos, quando 

comparado ao 4º trimestre de 2020, apontando uma redução, inclusive, no consumo de carne e 

na compra de couro. Conforme destaca a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA, 2021), nas últimas quatro décadas, a produção bovina no Brasil sofreu grandes 

transformações – científicas e tecnológicas – que ampliaram a produtividade, as taxas de 

natalidade, a genética e o manejo animal. Dentre os destaques, as biotécnicas de reprodução 

foram essenciais para esse processo, especialmente por causa da mudança genética, que 

possibilitou a melhor seleção destes animais (EMBRAPA, 2021). 

Como Castro, Fernandes e Leal (2018) destacam, a bovinocultura de corte apresenta 

quatro pilares específicos para seu desenvolvimento: a nutrição, a sanidade, o melhoramento 

genético e a reprodução, destacando este último como um dos grandes responsáveis na 

determinação da eficiência da produção animal, referindo-se ao número de crias que podem 

ser geradas no período de vida da fêmea. Para os autores, o adequado manejo animal e uma 

alta eficiência reprodutiva do rebanho são elementos essenciais para uma melhora nos 

processos reprodutivos a longo prazo, evocando melhorias tecnológicas e biológicas que 

podem ser empregadas nesse processo. 

Nesse processo, o destaque dado a um planejamento produtivo de uma propriedade se 

destaca como fundamental importância para aumentar a eficiência reprodutiva de bovinos, 

impactando diretamente sobre produtividade e saúde financeira dos empreendimentos 

(CASTRO; FERNANDES; LEAL, 2018). Diante disso, inúmeras estratégias de manejo, 

amplamente utilizadas no processo reprodutivo. Nesse processo, ganha destaque a escolha da 

matriz de reprodução com impacto direto sobre o processo (CASTRO; FERNANDES; LEAL, 

2018). A partir da expansão do mercado, inúmeras biotecnologias foram se desenvolvendo e 
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aprimorando, especialmente com relação aos bovinos. A princípio, o uso de inseminação 

artificial (IA) apresentou um papel significativo na disseminação e material genético do 

macho para que, posteriormente, desenvolveram-se técnicas de controle de ciclo estral, 

superovulação (SOV) e a transferência de embriões (TE), que possibilitaram um aumento da 

multiplicação do material genético (LUEDKE et al., 2019). 

Conforme destaca Vieira (2012), a biotecnologia na produção in vitro de embriões 

teve início em 1953, dando início às investigações sobre reprodução e melhoramento 

genético. No Brasil, o avanço do melhoramento genético ganhou força na década de 1980, 

levando a transformações significativas na indústria da fertilização bovina in vitro, gerando 

impacto na produção e tecnologias em programas de melhoramento de rebanhos de produção 

e leite (VIEIRA, 2012). O refinamento das técnicas se estabeleceu em fatores intrínsecos e 

extrínsecos que buscaram melhorar biotécnicas de reprodução animal no Brasil, e 

melhoramento genético dos rebanhos (BELTRAME et al., 2010). 

Para Castro, Fernandes e Leal (2018), frente à importância da reprodução sobre a 

cadeia produtiva bovina, verifica-se que a seleção dos machos e fêmeas e a caracterização das 

matrizes para reprodução se estabelecem como extremamente essenciais para a melhoria na 

reprodução e produção. A qualidade oocitária, eficiência na reprodução, e menores taxas de 

clivagem dão destaque à reprodução in vitro, justificando-se pela qualidade e quantidade de 

embriões produzidos. Grande parte da possibilidade de obtenção de oócitos de animais vivos 

por meio de aspiração folicular guiada por ultrassom (OPU), permite um intenso 

aproveitamento do material genético de fêmeas superiores (CASTRO; FERNANDES; LEAL, 

2018). 

Exposto isso, e considerando a evolução do processo de reprodução em bovinos, este 

estudo tem como objetivo trazer um relato de caso de um comparativo da produção in vitro 

dos embriões de doadoras vazias e prenhas da raça Nelore da propriedade localizada em 

Buriticupu – MA, durante o acompanhamento das rotinas do estágio curricular. Este trabalho 

se justifica devido à sua contribuição teórica na compreensão da qualidade produtiva de 

embriões com melhor desenvolvimento genético por meio de um comparativo. Na prática, 

este estudo contribui para a compreensão do processo reprodutivo visando melhoramento 

genético. Com relação às contribuições teóricas, fomenta estudos ligados ao melhoramento 

genético por meio de aplicabilidade prática. 
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2 OBJETIVOS 

 2.1  OBJETIVO GERAL 

Este trabalho objetiva trazer um relato de caso de um comparativo da produção dos 

embriões in vitro de oocitos oriundos de doadoras vazias e prenhas da raça Nelore de uma 

propriedade e em um acompanhamento durante o estágio curricular. 

 2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Dentre os objetivos específicos definidos para esta pesquisa, estão 

a)   Uma construção teórico-metodológica da produção de embriões in vitro; 

b)   Estudo de campo desenvolvido com vacas de uma propriedade localizada no 

município de Buriticupu-MA.  
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3. DESENVOLVIMENTO 

3.1 BIOTÉCNICAS DE REPRODUÇÃO ANIMAL NO BRASIL 

Biotécnicas de reprodução animal são ferramentas bastante singulares ao avanço 

tecnológico da pecuária brasileira, permitindo a expansão da seleção de material genético que 

se adeque ao melhoramento animal e se demonstraram indispensáveis à pecuária nacional 

(LUEDKE et al., 2019). Existem avanços biológicos e tecnológicos que são desencadeados 

pela necessidade de melhoria nos processos reprodutivos, garantiram que as últimas quatro 

gerações tecnológicas proporcionassem desenvolvimento à reprodução assistida, fosse para 

humanos ou para animais (LUEDKE et al., 2019). 

Castro, Fernandes e Leal (2018) destacam o potencial brasileiro para reprodução de 

bovinos, que, no entanto, seguem apresentando uma baixa eficiência reprodutiva e produtiva, 

com índices insatisfatórios na reprodução do corte bovino, tais como “taxas de prenhez, 

parição, natalidade, desmama e produtividade de quilos de bezerros desmamados/vaca 

relativamente baixo” (CASTRO; FERNANDES; LEAL, 2018, p. 43). Estratégias de manejo 

que ganham destaque no processo reprodutivo de bovinos, especialmente no que concerne à 

garantia de qualidade e eficiência reprodutiva, são destacadas por Castro, Fernandes e Leal 

(2018), como: 

.         escolha   de   matrizes   e   touros   para   a   reprodução; 

·         estabelecimento   de   uma   estação   de   monta   e   de   parição; 

·         escolha   de   um   sistema   de acasalamento; 

·         adoção de protocolos de sincronização de estro; 

·         diagnóstico de gestação precoce e descarte de fêmeas inférteis; 

·     monitoramento do Escore de Condição Corporal (ECC) das fêmeas e   

atendimento de suas exigências nutricionais; 

·         preparo de novilhas para reposição, controle sanitário do rebanho; e 

·         determinação da idade ao desmame (CASTRO; FERNANDES; LEAL, 2018, 

p. 43). 

 

A primeira geração de tecnologia de reprodução incluiu técnicas de IA, 

criopreservação de gametas e embriões. Em seguida, observaram-se técnicas de SOV e TE. A 

terceira geração, por outro lado, apresentou técnicas de sexagem espermática e embrionárias, 

recuperação de oócitos e fertilização in vitro. Por fim, a quarta geração envolveu clonagem 

por transferência nuclear de células embrionárias e/ou semióticas, transgenia e biologia de 

células-tronco. Nesse processo evolutivo de técnicas, elas se encaixam sob uma interligação 

bastante ampla entre si (BERTOLINI; BERTOLINI, 2009). 

Duarte (2019) e Luedke et al. (2019) classificam a biotecnologia reprodutiva como 

uma aplicação tecnológica que pode ser usada para modificar a reprodução animal por meio 
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de intervenção humana a fim de criar técnicas mais precisas. A adoção destas técnicas 

contribuiu significativamente para o melhoramento genético da produção bovina, garantindo 

um manejo reprodutivo nas propriedades que refletem sobre o ciclo reprodutivo reduzindo 

problemas de infertilidade no processo. O uso de biotécnicas reprodutivas apresentam 

vantagens que vão além da redução da infertilidade, servindo como ferramentas de 

reconhecimento da fisiologia feminina e masculina inclusive (DUARTE, 2019; LUEDKE et 

al., 2019). 

Conforme Duarte (2019), os benefícios perpassam por algumas questões específicas, 

mas também apresentam algumas desvantagens. Dentre as desvantagens destacadas pelo 

autor, é a possibilidade que estas biotécnicas possam causar alguma perda na variabilidade 

quando elas são utilizadas equivocadamente. Dentre as vantagens, verifica-se o auxílio a 

reprodução de animais que são geneticamente superiores, a contribuição à formação de 

bancos de germoplasma animal e a reposição de animais sob ameaça de extinção. 

Destaca-se, a seguir, técnicas de reprodução animal que preconizaram mudanças nesse 

espaço, tais como a reprodução por inseminação artificial. Uma das biotecnologias 

reprodutivas mais antigas e mais empregadas na reprodução animal foi a inseminação 

artificial (IA), caracterizada pelo coito entre fêmea e macho com interferência humana. O 

termo IA foi definido devido à deposição de espermatozoides no trato reprodutivo feminino 

por meio de recursos artificiais (KALANTARI; CABRERA, 2015).  A IA tem sido 

implementada como forma de estabelecer um melhoramento genético. Tem sido utilizada, 

inclusive, para o aumento da produtividade com relação à carne no Brasil e no mundo, por 

exemplo (DUARTE, 2019). 

O manejo reprodutivo passou a apresentar um melhor desempenho a partir do emprego 

de técnicas mais sofisticadas como a IA, os procedimentos reprodutivos ganharam cada vez 

mais destaque no espaço acadêmico, levando a pesquisas que buscavam preconizar mudanças 

pioneiras nesse sentido (KALANTARI; CABRERA, 2015). Conforme explica Duarte (2019), 

a compreensão da evolução científica permitiu que técnicas mais específicas, que evitassem a 

perda de eficiência reprodutivas, fossem desenvolvidas. 

Luedke et al. (2019) destaca, por outro lado, a obtenção de oócitos, que podem ser 

obtidos por meio da coleta em doadoras vivas a partir da aspiração folicular ou por meio da 

punção de ovários de fêmeas abatidas em abatedouros. Como os autores destacam, por algum 

tempo a punção in vivo era realizada por meio de laparotomia, o que dificultava o 

procedimento devido às complicações pós-cirúrgicas, ao tempo e ao custo relacionados à 

prática. Tais processos foram precursores da produção de embriões in vitro, reprodução que 
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surgiu para fins de reprodução comercial na década de 1990, proposta de inovação 

tecnológica que foi pioneiramente desenvolvida pelas empresas Beabisa Agricultura LTDA e 

Gertec Tecnologia de Embriões, conforme explicam Souza e Abade (2018). 

 

3.2 PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES BOVINOS 

 

A produção in vitro de animais bovinos advém de uma longa cultura de melhoramento 

genético na criação de animais geneticamente superiores, onde se privilegia a fêmea com alto 

valor genético. Conforme destacam Souza e Abade (2018, p. 96), a técnica de produção in 

vitro permite que sejam desenvolvidos animais com uma genética superior do plantel, 

maximizando a reprodução e acelerando o processo genético que permite reduzir o intervalo 

entre as gerações dos animais. Gonçalves e Viana (2019) destacam que a produção mundial 

ampliou 197,8% no período de 1997 a 2007, indicando, além de uma evolução numérica, 

mudanças científicas e tecnológicas no país para com relação à temática. 

Nesse sentido, a produção in vitro de animais bovinos mimetiza o que 

fisiologicamente ocorre in vivo, ou seja, permite que se tenha contato com o oócito da fêmea 

fora do trato reprodutivo com o espermatozóide, levando a formação do indivíduo sob 

condições de controle que são pré-estabelecidas. A produção in vitro de embriões (PIVE) 

consiste na separação e co-cultivo de gametas em um ambiente laboral que permita a geração 

do zigoto, cultivando-o até seu estágio embrionário desejado. A técnica se relaciona a uma 

variedade de procedimentos integrados, “que vão desde o manejo reprodutivo das doadoras e 

receptoras, punção folicular guiada por ultrassom, procedimentos no laboratório até a 

transferência dos embriões” (LUEDKE et al., 2019, p. 122). 

Conforme Penitente Filho, Oliveira e Torres (2012) destacam que a PIVE funciona 

como uma técnica de seleção de embriões, buscando aprimorar condições de cultivo in vitro, 

especialmente voltado à escala comercial. Conforme destacam os autores, cada fêmea bovina 

pode ser capaz de produzir entre 50 a 100 embriões/ano. Levando isso em consideração, são 

estabelecidas, em média, duas punções semanais por doadoras ao longo de vários meses. 

A utilização de PIVE, conforme os autores destacam, é aplicada porque permite o 

melhoramento genético animal, elemento bastante requerido dentre aqueles que buscam a 

reprodução animal, aumenta a intensidade e a pressão da seleção, o que garante resultados 

melhores no final do processo, e reduz o intervalo entre a geração de uma parição e outra 

(BARUSELLI et al., 2019). Conforme destaca Baruselli et al. (2019), o uso do PIVE tem 

contribuído cada vez mais para o aumento da qualidade e da quantidade do produto final.  
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3.3 ETAPAS DA PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES BOVINOS 

 

Conforme destacam Souza e Abade (2018), uma das primeiras etapas do processo de 

produção in vitro em embriões bovinos depende da obtenção de oócitos. A partir disso, 

desenvolve-se a maturação in vitro, a fertilização e o cultivo até que o estádio de mórula e 

blastocisto seja alcançado, geralmente no sétimo dia após a fecundação do óvulo. É neste 

momento que os embriões se encontram prontos para serem transferidos ou criopreservados. 

Estas etapas são interligadas e realizadas dentro de uma infraestrutura adequada em 

laboratório para a reprodução animal (SOUZA; ABADE, 2018).  

 

3.3.1 OBTENÇÃO DE OÓCITOS 

 

De acordo com a pesquisa de Serafim (2017), existem diversas técnicas que permitem 

a coleta dos óvulos para PIVE. Souza e Abade (2018) destacam que um dos primeiros 

procedimentos realizados se davam por meio de laparotomia ventral média, logo após a 

superovulação in vivo ou por meio da coleta post mortem de ovários a partir da punção 

folicular, slicing e/ou curetagem da parede folicular. Avanços consideráveis nesse processo 

acabaram por facilitar os métodos de obtenção de oócitos em animais in vivo, que ficou 

popularmente conhecida como aspiração folicular transvaginal guiada por ultrassonografia – 

Ovum pick up (OPU), favorecendo, inclusive, programas de melhoramento genético. 

Conforme destaca Alves et al. (2001), o OPU foi elaborado como uma demanda por 

procedimentos de coleta do complexo cumulus-oócito que fosse menos traumática que uma 

abordagem cirúrgica. A proposta apresenta inúmeros benefícios, como elencam Souza e 

Abade (2018) e Duarte (2019), tais como ser pouco invasiva, poder ser utilizada e qualquer 

fase do ciclo estral, permitindo que se obtenha óvulos de fêmeas a partir de 6 meses de idade, 

fêmeas idosas, de animais pré-púberes ou de animais que apresentam gestação inicial até o 

terceiro mês, permitindo, ainda, que a coleta seja realizada na segundo e terceira semanas 

após o parto do animal. 

Para além destas questões, os autores ainda enfatizam que outro benefício observado 

nesse processo de coleta de óvulos está na não interferência no estado fisiológico do animal, 

visto que não exige nenhum tipo de estimulação hormonal exógena, onde as sessões de 

aspirações foliculares possam ser realizadas de 15 em 15 dias ou de modo mensal. A 

periodicidade da coleta garante, aproximadamente, 40% de índices de reprodução com relação 
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aos rendimentos, permitindo que se observe uma superação nos índices de reprodução obtidos 

por meio de transferência de embriões, tornando a técnica não apenas rentável, mas efetiva, 

estabelecendo uma linha clara entre custo e benefício. 

Conforme Souza e Abade (2018, p. 98), “a técnica de OPU possibilita a coleta em   

animais de alto valor genético que por algum motivo possuem infertilidade, tornando- se   

possível a obtenção de oócitos gerando produtos descendentes”. Essa coleta de oócitos nas 

fêmeas bovinas acaba sendo realizada por meio de punção a partir de uma agulha acoplada a 

uma sonda transvaginal, permitindo que os folículos puncionados sejam observados por meio 

de ultrassom. Os oócitos são, assim, aspirados e devem possuir o diâmetro de 2 a 8 mm. 

Folículos menores que o mínimo de 2 mm são incapazes de recomeçar a fase de meiose e os 

maiores de 8 mm se encontram em estágio de atresia para a maturação, tornando essas duas 

formas inviáveis. 

Durante esse procedimento, conforme destaca Duarte (2019), existe um sistema de 

bomba à vácuo que é acoplado à agulha, que libera a recuperação de oócitos e do líquido 

folicular para dentro do tubo coletor. A partir disso, realiza-se uma seleção destes que se 

baseia nas características das células do cumulus e no aspecto do citoplasma do oócito, 

classificados, diante disso, conforme a morfologia das camadas: Grau I (ótimo), Grau II 

(bom), Grau III (regular) e citoplasma irregular e degenerado em função da morfologia e da 

qualidade que apresentam. Após estes procedimentos, Souza e Abade (2018) destacam que os 

oócitos selecionados devem ser transportados até o laboratório para que se inicie a etapa de 

manutenção.  

 

3.3.2 MATURAÇÃO IN VITRO DE OÓCITOS 

 

Conforme Hardy et al. (2000) e Fissore et al. (2002) verificaram, que foram 

corroborados por Souza e Abade (2018) e Duarte (2019), que o desenvolvimento da 

maturação dos oócitos se distribui em uma série bastante complexa de eventos nucleares e 

citoplasmáticos. O processo de maturação, a partir da retirada do ambiente folicular, se 

classifica como um processo simples na espécie bovina, podendo ser verificado por meio de 

maturação in vitro de oócitos que o “fator inibitório da maturação desaparecia, permitindo o 

desenvolvimento dos oócitos fora do ambiente folicular (SOUZA; ABADE, 2018, p. 99). 

Esses oócitos estão em um estado adormecido além de serem pequenos e imaturos. À medida 

que se observa as ondas foliculares com intervalos regulares, verifica-se que é este o momento 
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em que os oócitos crescem e maturam. Apenas um oócito será ovulado, o dominante, 

enquanto o restante sofrerá atresia. 

Existe, como Chian et al. (2004) destaca, uma diferença entre embriões in vivo e in 

vitro, já que oócitos maturados in vitro não possuem o mesmo potencial do que aqueles 

maturados in vivo. Conforme destacam Souza e Abade (2018) protocolos diferentes sobre o 

cultivo in vitro foram testados para a maturação dos oócitos, e atualmente, o meio mais como 

em laboratório é o TCM 199, geralmente suplementado com substâncias de soro fetal bovino 

ou mesmo gonadotrofinas, como FSH, LH e estradiol 17β. Os autores destacam ainda o uso 

de aminoácidos como a L-glutamina, o bicarbonato de sódio, o piruvato de sódio, lactato, 

vitaminas e antibióticos que estão sob condições controladas de temperatura e atmosfera. 

Conforme destacam Souza e Abade (2018, p. 100), tal processo permite e acaba 

envolvendo “uma série de transformações nucleares, citoplasmáticas e moleculares que 

tornam o gameta feminino apto a ser fecundado”, fazendo-se assim importante que os meios 

utilizados durante este período mimetizam condições que são encontradas durante o processo 

de maturação. 

Após a maturação, o desenvolvimento dos oócitos pode ser afetado por inúmeros 

fatores, como temperatura, pH, osmolaridade, tensão de CO2 e O2 e mesmo o uso de soro e 

células somáticas. Após o tempo de intubação, os oócitos completam a maturação e estão 

prontos para o processo de fecundação (AVELINO et al., 2002). 

 

3.3.3 FECUNDAÇÃO IN VITRO DE OÓCITOS 

 

Para Souza e Abade (2018), a fecundação in vitro é a etapa na qual os oócitos, já 

maduros, são cultivados junto com os espermatozoides, e então fecundados, levando a 

geração de um zigoto que evoluirá ao estágio de blastocisto. A fecundação é realizada dentro 

de um período de 22 a 24 horas, sob uma temperatura de 38,5 ºC, com uma atmosfera com 

5% de CO2 em ar e com umidade de 95%. Durante a fase de fecundação, tem-se a 

combinação do material genético dos gametas para a formação do zigoto. 

Conforme Melo et al. (2016), o meio mais adequado à fecundação é o Fert-TALP 

(Tyrode-albumina-lactato-piruvato), que possui agentes capazes de promover a capacitação 

espermática, tal como a heparina. Para isso, faz-se uso de espermatozoides de palhetas de 

sêmen congelado, “sendo convencional ou sexado” (SOUZA; ABADE, 2018, p. 101), onde a 

recuperação destes se dá por meio do gradiente Percoll para a obtenção de uma fração 

espermática viva após o descongelamento do sêmen. O Percoll é geralmente composto por 
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partículas de sílica coloidal recoberta por polivinilpirrolidona, que é preparado em diferentes 

concentrações com o objetivo de formar um gradiente para a separação do esperma 

(SERAFIM, 2017[ALG1]). 

Para Souza e Abade (2018), outras técnicas podem ser empregadas nesse processo, 

como o “swim-up”, método que se baseia na mobilidade do espermatozóide migrar do 

sedimentado para a centrifugação no meio de cultura. Os autores destacam que a concentração 

utilizada deve ser de 2 x 106 espermatozoides / ml, calculada com base na motilidade e na 

concentração da fração viva do espermatozóide que é obtido após a centrifugação em Percoll. 

 

3.3.4 CULTIVO IN VITRO DOS EMBRIÕES 

 

O cultivo compreende o desenvolvimento do zigoto até o estágio de blastocisto, que 

apresenta fases extremamente importantes como a clivagem, a ativação do genoma 

embrionário, a compactação dos blastômeros, a diferenciação da distinção embrionária e a 

formação e a expansão do blastocele, assim como o rompimento da zona pelúcida, conforme 

explicam Serafim (2017) e Duarte (2019). Souza e Abade (2018) destacam que as 

características de um embrião in vitro são inferiores quando comparados de um embrião in 

vivo, uma vez que o embrião in vitro, apresenta um citoplasma com coloração mais escura e 

com uma densidade menor, por causa do conteúdo lipídico. 

Para que a fecundação in vitro obtenha sucesso, faz-se primordialmente necessário que 

as “composições dos meios artificialmente sejam similares ao ambiente e aos fluidos do útero 

e do oviduto de uma vaca durante o início de uma gestação” (SOUZA; ABADE, 2018, p. 

101). O suporte à nutrição celular tem papel fundamental nesse processo, devendo-se priorizar 

nutrientes, pH, hormônios e o oxigênio em quantidades aproximadas ao ambiente uterino 

(SERAFIM, 2017). Após as 18-22 horas de fecundação, desnudam-se os possíveis zigotos 

com uma pipeta e eles são transferidos para o meio de cultivo in vitro (CIV), onde geralmente 

se utiliza o meio Synthetic Oviductal Fluid (SOF), desenvolvido a partir de um fluído do 

oviduto das fêmeas bovinas, expressando taxas positivas e significativas sem que se observem 

células somáticas. Conforme Corrêa (2006), Palma (2008), Melo et al. (2016), Serafim (2017) 

Souza e Abade (2018), Duarte (2019) e outros, o CIV exige um ambiente adequado, onde o 

tempo de variação de todo o processo de desenvolvimento deva levar de 7 a 9 dias, 

dependendo da forma, técnica e dos meios empregados pelo laboratório. 

O desenvolvimento embrionário é avaliado para verificar a possibilidade de 

transferência dos embriões a fresco ou para congelamento. Nesse processo, a classificação 
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morfológica se torna uma ferramenta indispensável à seleção dos embriões. Existem 

diferentes classificações da qualidade dos embriões, às quais podem ser observadas abaixo 

segundo a EMBRAPA 2009: 

● Mórula (MO): os blastômeros ainda são evidentes, dando início ao processo de 

compactação; 

● Blastocisto Inicial (BI): neste momento inicia a formação do blastocele, que 

fará com que comece a diferenciação entre o trofoblasto e a massa célula interna; 

● Blastocisto (BL): terá o aumento de tamanho do blastocele, que será maior que 

a massa célula interna, e o trofoblasto sofrerá diferenciação em sua morfologia e 

funcionalidade; 

●  Blastocisto Expandido (BX): o embrião irá aumentar o seu tamanho e com 

isso fará com que a espessura da zona pelúcida diminua, também estará mais desenvolvido o 

trofoblasto e a massa célula interna poderá ser observada; 

● Blastocisto Eclodido (BE): é quando ocorre o rompimento da zona pelúcida e o 

embrião começa a sair da zona pelúcida para ter contato com o tecido materno. 

 

Figura 1 - Classificação de embriões produzidos in vivo, conformes seu estádio de 

desenvolvimento. 
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Fonte: EMBRAPA 2009  
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4 MATERIAL E MÉTODO 

4.1 DO LOCAL, DOS ANIMAIS E DA OBTENÇÃO DE OÓCITOS 

Para o relato do caso deste presente trabalho, foi acompanhado a aspiração de 

doadoras bovinas para PIVE, em propriedade localizada no município de Buriticupu- MA, 

pertencente a cliente assistido pela empresa ABS Pecplan, durante o final da estação de monta 

do ano de 2021. 

As doadoras foram categorizadas como vacas e novilhas super precoces, com idades 

de 5 a 10 anos e 14 a 18 meses respectivamente, entre elas 17 animais prenhes e 33 vazias. Os 

animais foram mantidos em pasto, suplementada com sal mineral próprio para reprodução, 

com 80% de fósforo, e água ad libtum. Elas também foram suplementadas como o kit 

adaptador para melhorar a qualidade dos oócitos. 

Foram realizados dois dias de OPU Ovum pick up (aspiração folicular) sendo eles dia 

16/03/2021 e 17/03/2021, utilizando uma guia de aspiração acoplada a um transdutor convexo 

de 7,5 MHz. Os CCOs recuperados foram selecionados sob um microscópio estereoscópico, 

classificando os oócitos em grau 1. 2 e 3. Foram aspirados 1.830 oócitos, destes 1.410 

apresentando-se viáveis. Posteriormente, os CCOs foram colocados em microtubos contendo 

meio de maturação e óleo mineral transportado em uma transportadora de oócitos a uma 

temperatura de 37º C até o laboratório, localizado na cidade de Xinguara-PA.  

4.2 MATURAÇÃO IN VITRO (MIV) 

CCOs selecionados foram lavados e transferidos em grupos de para gotas de meio de 

maturação cobertas por óleo mineral, para auxiliar na não ocorrência de evaporação do meio 

de maturação e facilitar a absorção rápida dos hormônios esteróides que são adicionados ao 

meio. Assim, o período necessário à maturação foi geralmente estabelecido entre 18 e 24 

horas em uma atmosfera controlada, contendo 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2 em ar, 

com umidade saturada, a uma temperatura de 38,5º C (Figura 1). O meio de maturação 

consistiu de TCM -199 suplementado com fonte proteica, hormônios e antibiótico. 
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Figura 2 - Oócitos bovinos 24H após MIV. Na imagem observa-se a expansão das células do 

cumulus (seta preta). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal, 2021 

 

4.3 SELEÇÃO ESPERMÁTICA E FECUNDAÇÃO IN VITRO (FIV) 

Após a maturação, CCOs foram transferidos para gota de meio de fecundação. Foi 

utilizado no processo da FIV, sêmen de 12 touros da raça Nelore, convencional, com 

fertilidade conhecida, utilizou-se no processo de FIV todos os oócitos aspirados. 

Espermatozoides móveis foram obtidos pelo método de Percoll 45/90 (Machado et al., 2009) 

para obtenção do pellet (Figura 2) e foram adicionados às gotas contendo CCOs a uma 

concentração final de 1 × 106 espermatozoides mL-1. O meio de fecundação foi TALP 

(Parrish et al., 1995). O sêmen apresentou uma motilidade entre 60% a 85% sendo usado de 5 

a 15 µl em cada gota (Figura 3). 

Após a realização da FIV, as placas contendo os espermatozóides e os oócitos foram 

levados para a incubadora a uma temperatura 38,5º C, 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2 e 

umidade saturada. O dia da FIV foi considerado dia 0. 
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Figura 3 – Pellet (círculo preto) obtido após centrifugação em gradiente Percoll 45/90. 

 

Fonte: Arquivo pessoal, 2021 

Figura 4 – Sêmen (círculo preto) depositado na gota contendo os oócitos maturados (seta 

preta), para que ocorra a fecundação. 

  

FONTE: Arquivo pessoal, 2021 

4.4 CULTIVO E DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO IN VITRO (CIV) 

 

Posteriormente ao período da fecundação, foi realizado o cultivo dos zigotos, no qual 

eles foram pipetados com delicadeza fazendo a sua lavagem para a eliminação das células de 
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cumulus e espermatozoides mortos (Figura 4 e 5). Sendo colocados em placas contendo meio 

de cultivo e óleo mineral, levados para a incubadora a uma temperatura 38,5º C, 5% de CO2, 

5% de O2 e 90% de N2 e umidade saturada. 

Permanecendo na incubadora até o dia 4, no qual foram observados a sua taxa de 

clivagem, realizando a troca do meio SOFaaci (Holm et al., 1998) mantendo os embriões na 

mesma placa, permanecendo na incubadora a uma temperatura 38,5º C, 5% de CO2, 5% de 

O2 e 90% de N2 e umidade saturada, até o dia da previsão.  

No Dia 6 foi realizada a previsão de quantos embriões foram produzidos, verificado 

como estava o seu desenvolvimento embrionário, e a última troca de meio, após a previsão, os 

embriões foram armazenados em microtubos com meio SOFaaci e óleo mineral, colocados 

em uma transportadora de oócitos a 37ºC para transporte dos mesmos para a cidade de 

Buriticupu. 

No dia 7 os embriões foram classificados (Figura 6) e envasados em um laboratório 

montado a campo (Figura 7), e colocados em transportadoras de embriões a uma temperatura 

de 37ºC (Figura 8), e transferidos em dois dias de procedimento. 

Figura 5 – Zigotos (setas pretas) antes do processo da lavagem no Cultivo in vitro. 

  

Fonte: Arquivo pessoal, 2021 
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Figura 6 – Zigotos (setas pretas) em estágio em divisão de duas células. 

 

Fonte: Arquivo pessoal, 2021 

Figura 7 - Imagem A e B; Classificação dos embriões em MO, BI, BL e BX. 

 

Fonte: Thaisa Cassiano, 2021 

Figura 8 - Laboratório montado, no qual foi realizado o envase dos embriões. 
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Fonte: Arquivo pessoal, 2021 

Figura 9 - Embriões envasados, dentro da transportadora. 

 

Fonte: Arquivo pessoal, 2021 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Foram aspirados um total de 1.830 oócitos cujo deste 1.410 oócitos eram viáveis, 

foram 50 doadoras, com uma média de 28,2 oócitos por doadora, que se enquadram nos dados 

de oócitos aspirados da raça zebuínas de 18 a 25 oócitos/sessão de OPU encontrado por 

Pontes (2010). Em relação à classificação dos CCOS, podemos observar no quadro 1, a 

quantidade de oócitos viáveis, total e sua classificação, sendo elas separadas por doadoras 

prenhas e vazias. 

 

Quadro 1 - Quantidade de oócitos aspirados conforme sua classificação em Grau I, II, III, 

descarte, citoplasma irregular (CIT), total de oócitos viáveis e total de oócitos aspirados. 

 Total de 

oócitos 

aspirados 

Oócitos 

de Grau 

I (%) 

Oócitos 

de Grau 

II (%) 

Oócitos 

de Grau 

III (%) 

Desnudo CIT Total de 

oócitos 

viáveis (%) 

Doadora 

vazia 

1.197 18 (1,5%) 187 

(15,6%) 

732 

(61,1%) 

114 149 938 (78,3%) 

Doadora  

prenha 

633 13 (2%) 114 

(18%) 

345 

(54,5%) 

62 99 472 (74,6%) 

Total 1.830 31  

(1,6%) 

301 

(16,4%) 

1.077 

(58,8%) 

176 248 1.410 (77%) 

Fonte: Autor, 2021 

A porcentagem é sobre o total de oócitos aspirados.  

 

Podemos observar que os oócitos de Grau I e II, das doadoras prenhas obteve-se um 

percentual maior que as doadoras vazias, demonstrando destas formas a viabilidade da 

aspiração folicular das doadoras prenhas. Segundo Mello (2016), doadoras que estejam em até 

o seu terceiro mês de gestação podem ser aspiradas. Assim corroborando que elas têm mais 

qualidade em seus oócitos, que se dá pela presença do corpo lúteo (CL) nesta sua fase 

gestacional. Devido ao CL que está presente no ovário aumentar a vascularização do ovário 

no qual irá proporcionar um ambiente nutricional e hormonal melhor para o desenvolvimento 

dos folículos (Penitente-Filho et al.2014). 
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Entretanto, quanto aos oócitos de Grau III as doadoras vazias demonstraram uma 

porcentagem superior, deve-se ressaltar que as doadoras vazias têm 16 doadoras a mais que as 

prenhas, o que poderá ter feito com que este percentual seja superior. 

Porém, quando analisamos os oócitos tanto viáveis sobre o total de oócitos aspirados, 

as doadoras vazias obtiveram percentual maior, na qual as doadoras vazias tiveram 78,3% 

enquanto as doadoras prenhas 74,6%, não proporcionando assim uma diferença significativa 

entre as doadoras, que também foi observado no estudo de Barbosa (2013) não havendo esta 

diferença de forma significativa quando analisados em um todo. 

No quadro 2, podemos acompanhar as taxas do processo de fecundação, através da 

avaliação da clivagem destes zigotos. Pode ser observado que a taxa de clivagem de doadoras 

prenhas foi superior às doadoras vazias. Quando observamos a previsão dos embriões que 

deverão ser envasados no dia seguinte, notamos que também houve diferença, na qual a 

previsão das doadoras prenhas obteve 21,6% de desenvolvimento embrionário, enquanto as 

doadoras vazias 16,4%. Para Barbosa (2013) doadoras gestantes apresentaram melhor 

desenvolvimento embrionário, esta pode ser a justificativa das doadoras prenhas terem um 

percentual 5,2% a mais que as doadoras vazias. 

Com isso observou-se que as doadoras prenhas tem oócitos de melhores qualidades 

para o desenvolvimento embrionário, enquanto as doadoras vazias apresentam um 

quantitativo maior, pois nos oócitos viáveis as doadoras vazias apresentaram 78,3% enquanto 

as doadoras prenhas 74,6%. 

 

Quadro 2 - Quantitativo de zigotos cultivados e clivados. Previsão de embriões produzidos.  

 Cultivo dos zigotos 

(%) 

Clivagem 

desenvolvimento 

embrionário (%) 

Previsão de 

embriões 

produzidos (%) 

Doadoras Vazias 1.053 (88%) 811 (77%) 154 (16,4%) 

Doadoras Prenhas 538 (85%) 426 (79,2%) 102 (21,6%) 

Total 1.591 (86,8%) 1.237 (77,7%) 256 (18,2%) 

Fonte: Autor, 2021. 

A porcentagem dos cultivados em relação aos oócitos totais aspirados, a clivagem com 

relação aos cultivados e a previsão aos totais de oócitos viáveis. 

Os embriões produzidos se enquadram na classificação de MO, BI, BL e BX que 

podem ser observados no quadro 3. 
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Quadro 3 - Classificação dos embriões produzidos, sendo eles classificados em Mórula (MO), 

Blastocisto Inicial (BI), Blastocisto (BL) e Blastocisto Expandido (BX). 

 MO BI BL BX Total de 

Embriões 

Produzidos (%) 

Doadoras 

Vazias 

75 (22%) 175 (51,6%) 54 (15,9%) 35 (10,3%) 339 (36,1%) 

Doadoras 

Prenhas 

14 (7,9%) 111 (62,7%) 36 (20,3%) 16 (9%) 177 (37,5%) 

Total 89 (17,2%) 286 (55,4%) 90 (17,4%) 51 (9,9%) 516 (36,6%) 

Fonte: Autor, 2021. 

Porcentagem do total dos embriões produzidos é sobre o total de oócitos viáveis, é a 

de cada classificação dos embriões é sobre o total de embriões produzidos. 

Observamos que a maior produção de embriões foi a da classificação BI para as duas 

categorias de doadoras, sendo as vazias 51,6% e penhas 62,7%, entretanto as doadoras vazias 

apresentaram maior produção de MO e BX. Enquanto as doadoras prenhas tiveram sua maior 

produção de BI e BL, demonstrando desta forma que ela poderá ter uma produção menor 

quantitativamente, porém, com sua qualidade superior, pois produziu embriões de melhor 

desenvolvimento.  

No total de embriões produzidos as doadoras prenhes obtiveram 37,5% enquanto as 

vazias 36,1%, tendo assim as doadoras prenhas produzido mais embriões, mesmo que esta 

diferença não tenha sido tão significativa. Este mesmo resultado de doadoras prenhas terem 

produzido mais embriões viáveis foi relatado por Barbosa (2013), no qual as doadoras 

gestantes obtiveram 40,15% e as não gestantes 24,77% de embriões produzidos em seu 

estudo. Este resultado obtido contradiz com o resultado encontrado por SUGULLE et al. 

(2008) pois ele relata que não encontrou diferença significativa entre as doadoras. 
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Quadro 4 - Quantidade de oócitos qualidade aspirados e total de produção de embriões 

obtidos a partir destes oócitos. 

 Oócitos Viáveis Total de Embriões 

Produzidos 

Doadoras Vazias 938 339 (36,1%) 

Doadoras Prenhas 472 177 (37,5%) 

Total 1410 516 (36,6%) 

Fonte: Autor, 2021. 

Porcentagem dos embriões produzidos e sobre os oócitos viáveis. 

 

O quadro 4 traz um comparativo da quantidade de oócitos aspirados viáveis com a 

quantidade de embriões que foram produzidos. Demonstrando que as doadoras vazias teve 

uma produtividade de 36,1%, enquanto as dadoras prenhas teve uma produtividade 1,4% 

superior dando um total de produção de 37,5%, desta verificou que as doadoras prenhas 

produz oócitos de melhores qualidades é embriões se sobressai na qualidade quando olhamos 

as doadoras vazias, como foi visto por Takuma et al. (2010) que obteve melhor desempenho 

tanto na qualidade de oócitos com o desenvolvimento embrionário nas doadoras gestantes do 

que nas doadoras não gestantes.  

No geral obteve-se uma produtividade de 36,6% se enquadrado em um índice aceitável, sendo 

uma porcentagem superior encontrada por Stroud e Callesesn (2012), de obteve uma taxa de 

31,4% e 32% respectivamente. Tendo uma produção de 10,32 embriões por doadora/OPU, 

que é um resultado superior encontrado por Ponte 2011 em seus estudos, onde obteve uma 

produção de 8 embriões por sessão de OPU. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A reprodução in vitro tem sido largamente utilizada para garantia de melhoramento 

genético. Estabelecer procedimentos que sejam significativamente eficientes é deveras ser 

pertinente. No entanto, considerar verificar a raça do animal também pode ser fator pertinente 

para a avaliação desse processo. Tendo isso em vista, este estudo objetivou trazer um relato de 

caso de um comparativo da produção dos embriões de doadoras vazias e prenhas da raça 

Nelore de uma propriedade e em um acompanhamento durante o estágio. 

Verifica-se que inúmeros fatores, ambientais e não ambientais, influenciam o processo 

de coleta de oócitos que, por sua vez, acabam influenciando a produção in vitro e a geração de 

embriões. Desde a sazonalidade às estações do ano, elemento que ainda carecem e 

profundamente e estudos mais especializados na área, até a própria genética do animal. 

Considerar estes fatores é de extrema importância à garantia de resultados mais positivos 

quanto ao processo de reprodução in vitro no Brasil. 

Destaca-se que a raça Nelore apresenta sim melhores resultados para com o processo 

de produção in vitro, ainda que alguma literatura que estude a raça aponte resultados 

inferiores. Verifica-se que, possivelmente, o melhoramento genético aplicado à raça, possa ter 

promovido tais melhorias. Sugere-se que o estabelecimento de um protocolo que busque 

estabelecer melhores condições ambientais junto ao processo agropecuário possa impactar 

positivamente nesse processo. 

Com base dos achados neste relato de caso pode-se concluir que as doadoras vazias 

produziram mais oócitos viáveis no total, entretanto as doadoras prenhas produziram mais 

oócitos de melhor classificação, sendo eles Grau I e II.  As doadoras prenhas obtiveram 

melhores resultados quanto a clivagem dos zigotos, desenvolvimento embrionário (previsão) e 

embriões produzidos, do que as doadoras vazias. Nos embriões produzidos observou maior 

produção de Blastocisto Inicial (BI), gerado pelas doadoras prenhas.  

A taxa de produção de embriões se enquadrou dentro da literatura, tanto pelas 

doadoras como na produção geral de embriões, ficando dentro do esperado. Como neste relato 

de caso não obtive a informação se a doadoras vazias tenham ou não a presença do corpo 

lúteo em seus ovários, poderá se implicar futuras análises utilizando esta informação. 

Destaca-se, ainda, que questões como herdabilidade, variabilidade genética e potencial 

genético de fêmeas da raça Nelore apresentam resultados relativamente excelente, o que pode 



38 

 

acabar indicando o motivo pelo sucesso da reprodução in vitro e na geração de embriões. 

Compreende-se que a pesquisa apresenta limitações quanto ao seu método, tendo em vista o 

tempo e a disponibilidade de recursos, mas sugere-se que estudos futuros deem enfoque aos 

fatores ambientais inclusive, buscando averiguar todos os pontos que impactam sobre a 

reprodução animal. 
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