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Resumo - A pecuária brasileira está em constante crescimento, seja em números na balança comercial ou através 

do emprego de técnicas que sejam capazes de maximizar os resultados e os índices produtivos. Dentre estas 

técnicas, destaca-se a Produção in vitro de embriões bovinos (PIVE), que juntamente com as demais biotécnicas da 

reprodução, foi responsável pela grande expansão da pecuária brasileira, reduzindo o intervalo entre gerações e 

selecionando, cada vez mais os reprodutores. Além disso, a PIVE é capaz de gerar produtos viáveis de animais que 

não estão em condições de se reproduzir, é o fato de animais jovens, animais com problemas reprodutivos, animais 

mortos e até extintos. A técnica em si é um procedimento complexo, que envolve várias etapas, que vão desde a 

colheita do oócito, em animais vivos ou em ovários retirados de fêmeas abatidas, passando pela maturação, 

fertilização e cultivo em laboratório, até a classificação dos embriões viáveis. Seguindo-se nesta linha de 

pensamento e levando-se em consideração todos os benefícios desta técnica para o agronegócio brasileiro, o 

objetivo deste trabalho foi revisar o processo de produção in vitro de embriões bovinos a partir de ovários coletados 

em abatedouro e explanar sobre a aplicabilidade das diferentes biotécnicas da reprodução. 
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Aspects of the in vitro production of bovine embryos in Brazil – review 

 

Abstract - Brazilian livestock breeding is constantly growing, due to trade balance or through employment of 

technologies to improve results and productive indexes. Among these, stands out in vitro embryo production (IVP) 

in bovine cattle, which along with other reproductive techniques, is responsible for a greater expansion in Brazilian 
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cattle breeding, so reducing generation interval, and selecting animals. Besides, IVP can generate viable products 

from animals that are no longer able to breed, with reproductive problems, dead or even extinct. This technique is a 

complex procedure, in several steps, since oocyte collection from live or slaughter animals, undergoing maturation, 

fertilization and laboratory culture, to classifying viable embryos.  Considering every benefit of this technique to 

brazilian agribusiness, the aim of this work was to review the process of IVP of bovine embryos from 

slaughterhouse ovaries, and to explain the applicability of different reproductive biotechnologies.  

 

Keywords: Reproductive biotechnologies. Livestock breeding. in vitro production. Animal Science. 

 

Introdução 

 O Brasil, desde seu período de colônia, vem mantendo os traços de economia baseada nos setores 

agropecuários. Mesmo com os avanços industriais e tecnológicos, o Agronegócio vem se mantendo por tempos 

como carro chefe da balança comercial brasileira. 

 A cadeia produtiva da pecuária do Brasil movimentou em 2018 mais de R$ 597 bilhões, 8,3% acima dos 

R$ 551,41 bilhões apurados em 2017, demonstrando pujança e solidez mesmo em tempos de instabilidade 

econômica (ABIEC, 2019). 

 É neste cenário, tanto em desenvolvimento econômico quanto técnico, que o emprego das diferentes 

biotécnicas da reprodução vem em constante crescimento, seja ele em números ou em eficiência de resultados. 

Todo este desenvolvimento da pecuária nacional está intimamente associado ao emprego das diferentes biotécnicas 

da reprodução, e o Brasil é detentor de um bom nível técnico-científico nesta área, destacando-se como um dos 

maiores produtores de embriões in vitro, não só pelo domínio da técnica, mas pela qualidade do seu rebanho (DA 

SILVA, 2015). 

 Com a expansão do mercado, várias biotecnologias foram desenvolvidas e aprimoradas, principalmente na 

espécie bovina. Inicialmente, a inseminação artificial (IA) teve um importante papel na disseminação do material 

genético do macho e, posteriormente, técnicas como o controle do ciclo estral, a superovulação (SOV) e a 

transferência de embriões (TE) proporcionaram um aumento na possibilidade da multiplicação do material genético 

da fêmea (DAYAN, 2001). 

 Em 2009 foram realizadas as primeiras transferências de embriões bovinos produzidos in vitro por 

empresas comerciais no Brasil (VIANA et al., 2017). Neste ínterim ocorreram transformações significativas na 

indústria de embriões no país (GONÇALVES et al., 2019) com impacto nas tecnologias disponíveis e também nos 

programas de melhoramento dos rebanhos de corte e leite (VIANA et al., 2017). 

 A possibilidade de obtenção de oócitos de animais vivos surgiu com a aspiração folicular guiada por 

ultrassom (OPU), que foi responsável pelo intenso aproveitamento do material genético de fêmeas superiores 

(OLIVEIRA, 2014), além de proporcionar proles de alto valor genético, oriundas de animais com problemas 

reprodutivos adquiridos, novilhas pré-puberais e vacas gestantes e senis, sendo responsável pelo aumento da 

velocidade de multiplicação dos animais de alto valor genético e por uma grande pressão de seleção (RENESTO, 
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2004). Passados quinze anos, onde inicialmente o uso desta tecnologia ainda estava em consolidação, em 2017 o 

uso da OPU como principal meio de obtenção de oócitos, tornou-se evidente (VIANA, 2018). 

 Atualmente as pesquisas relatam o refinamento das técnicas (BARUSELLI et al., 2019), a preocupação em 

relação à quantidade de folículos e à qualidade oocitária (BARUSELLI et al. 2012) que é dependente de vários 

fatores intrínsecos e extrínsecos (BARUSELLI et al., 2019). 

 Seguindo-se nesta linha e de acordo com este cenário de desenvolvimento, o objetivo deste trabalho foi 

entender os diferentes processos da PIVE que ocorrem desde o abate das fêmeas bovinas até a obtenção do embrião 

apto a ser transferido à receptora, passando por toda logística e processos laboratoriais, além de explanar sobre a 

aplicabilidade das diferentes biotécnicas da reprodução no âmbito nacional. 

 

Revisão de Literatura 

Biotécnicas da Reprodução Animal no Brasil 

 As biotécnicas da reprodução animal foram ferramentas singulares para o avanço tecnológico da pecuária 

nacional, pois possibilitaram a expansão e seleção do material genético adequado para o melhoramento animal 

(OLIVEIRA et al., 2014) e foram indispensáveis para o avanço da pecuária brasileira até os dias de hoje (ABIEC, 

2019). 

 Os avanços biológicos e tecnológicos, desencadeados pelo desejo de controle dos processos reprodutivos, 

proporcionaram o desenvolvimento de quatro gerações de tecnologias de reprodução assistida para humanos e 

animais. A primeira geração incluiu: Inseminação artificial, criopreservação de gametas e embriões; na segunda 

geração encontram-se a superovulação e a transferência de embriões; já a terceira geração compreendeu a sexagem 

espermática e embrionária, a recuperação de oócitos e a fertilização in vitro; e a quarta geração envolveu a 

clonagem por transferência nuclear de células embrionárias ou somáticas, a transgenia e a biologia de células-

tronco. Sendo que estas tecnologias estão amplamente interligadas umas com as outras (BERTOLINI e 

BERTOLINI, 2009).  

 

Produção in vitro de embriões 

 A Produção in vitro de embriões (PIVE) é uma técnica de reprodução assistida que consiste na preparação 

e co-cultivo de gametas em ambiente laboratorial para geração do zigoto, e seu cultivo até o estágio de 

desenvolvimento embrionário desejado. A técnica está relacionada a uma série 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 (RIZOS, 2008).  

A Produção de embriões in vitro tem como aplicações principais o melhoramento genético animal, pois 

aumenta a intensidade e a pressão de seleção, quando reduz o intervalo entre gerações (DAYAN, 2001; RENESTO, 

2004; VARAGO et al., 2008) e a reprodução assistida de fêmeas de alto valor genético, portadoras de patologias 

reprodutivas adquiridas (DAYAN, 2001; FABER et al., 2003; RENESTO, 2004). A possibilidade de multiplicação 

do material genético obtido a partir de fêmeas bovinas vem contribuindo de maneira decisiva na melhoria da 

qualidade e quantidade do produto final (DA SILVA et al., 2015, GUIMARÃES, 2018, BARUSELLI et al., 2019). 
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Segundo Hasler (2014) há ainda, dentre as possibilidades que a PIVE apresenta, a formação de um banco de 

germoplasma para a conservação e regeneração de espécies animais em perigo de extinção. 

 Esta técnica apresentou muitos avanços ao longo do tempo, e foi gradativamente incorporada aos projetos 

de produção. Com o desenvolvimento do método de punção folicular, tornou-se possível à recuperação de ovócitos 

de fêmeas vivas para fertilização in vitro (FIV), o que contribuiu para a abertura de novos caminhos para 

multiplicação de animais de interesse zootécnico e econômico superando os índices da transferência de embrião 

(TE) clássica até então obtidos, no que diz respeito à produção de bezerro por vaca por ano (DAYAN, 2001). Em 

2017, o Brasil registrou a produção de 345.528 embriões através de OPU e 343.811 transferências e atualmente 

segue como referência no uso da PIVE, respondendo por 34,8% da produção global (VIANA, 2018). 

  A PIVE pode ser utilizada em animais jovens, gestantes ou lactantes e com problemas de infertilidade 

adquiridos (GOODHAND et al., 1999; TANEJA et al., 2000; DAYAN, 2001; RENESTO, 2004), e inclusive 

utilização de bezerras como doadoras de ovócitos em programas de TE possibilita a oferta constante de embriões 

F1, oferecendo assim, um grande potencial para acelerar o ganho genético através da redução do intervalo entre 

gerações (TANEJA et al., 2000), em um local que ainda comporta um grande crescimento como é o caso de Brasil 

(VIANA et al., 2017). 

 Todo o processo de PIVE (maturação, fertilização e cultivo) é realizado em estufa com temperatura em 

38,5ºC com 5% CO2 em ar e umidade controlada, as estufas precisam estar calibradas e manter precisamente a 

temperatura e o teor de CO2 durante todo o processo de formação do embrião, inconsistências e variações podem 

resultar negativamente na produção dos embriões (GONÇALVES et al., 2002). 

  

Coleta de ovários em abatedouro 

 Ovários de abatedouro não podem ser utilizados em programas de melhoramento genético, pois, em geral, 

são oriundos de animais de descarte, cujos históricos sanitário, nutricional e reprodutivo são desconhecidos, sendo, 

portanto, destinados apenas às pesquisas por constituírem uma fonte abundante e barata de oócitos (GIBBONS et 

al., 2008).  

 Em frigoríficos, os ovários são coletados imediatamente após o abate e evisceração dos animais, identifica-

se quanto ao lado em ovário direito (OD) e ovário esquerdo (OE) (CHACUR, 2006), após isso são armazenados e 

transportados em solução salina a 0,9% e com temperatura entre 35°C e 37°C, e podem ser utilizadas garrafas 

térmicas com bom isolamento (LEIVAS, 2004). 

  

Obtenção de oócitos 

 Os oócitos podem ser obtidos de doadoras vivas, através da aspiração folicular, ou a partir da punção de 

ovários de fêmeas abatidas em abatedouros. Há algum tempo atrás, a aspiração in vivo era realizada através de 

laparotomia, dificultando o procedimento pelas complicações pós-cirúrgicas (incluindo aderências ovarianas), 

tempo e custo relacionados (CALLESEN et al., 1987). 
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 Os oócitos destinados à PIV podem ser obtidos do oviduto, logo após a ovulação, sendo que neste caso, o 

processo de maturação oocitária já se iniciou in vivo, ou de folículos pré-ovulatórios, imaturos e por vezes 

atrésicos, havendo necessidade de ser realizada a maturação oocitária in vitro (WANI, 2002). 

 Quando se trabalha com ovários oriundos de abatedouro, os oócitos podem ser obtidos por meio da técnica 

do fatiamento dos ovários (slicing) ou do método da aspiração folicular com agulha acoplada à seringa ou bomba a 

vácuo (BERNARDI, 2005). De acordo com Wani et al. (2000), a técnica de slicing possibilita o acesso a folículos 

localizados profundamente dentro do córtex do ovário, resultando na recuperação de maior quantidade de oócitos 

do que o método da aspiração folicular com agulha acoplada à seringa, no qual ainda há maior possibilidade de 

perdas. 

 Por outro lado, através da aspiração folicular com agulha e seringa, o líquido folicular obtido é muito mais 

límpido, pois não apresentam a quantidade de células e debris resultantes do processo de slicing (BERNARDI, 

2005).  São aspirados os folículos de diâmetro entre 2-8 mm e o líquido folicular é depositado em tubo Falcon de 

50mL até a seleção dos oócitos (SENEDA et al., 2001, LEIVAS, 2004, SOLLECITO, 2019), folículos maiores do 

que 8 mm são desprezados, pois nestes geralmente os oócitos já estão expandidos e não se encontram mais no 

estágio de metáfase II (MII) inviabilizando o processo de maturação in vitro (MIV) (SOLLECITO, 2019). 

 Logo após a coleta, os oócitos são analisados sob estereomicroscópio e classificados em diferentes graus, 

de acordo com a presença das células do cumulus e características do ooplasma (SHIRAZI et al., 2005), sendo 

selecionados para a posterior maturação in vitro. Esta classificação passa pelos estágios I, II, III e IV, sendo o grau 

I o melhor estágio, declinando sua qualidade até o estágio IV, sem a presença de células do cumulus ou com 

desenvolvimento parado (GONÇALVES, 2002; LEAL, 2008). A presença das células do cumulus, bem como sua 

íntima associação com oócito por meio das junções GAP comunicantes (GJCs), é fundamental para aquisição de 

competência oocitária para suportar os posteriores eventos da fertilização e do desenvolvimento embrionário 

(SHIMADA E TERADA, 2002).  

   

Maturação in vitro (MIV)  

 Em bovinos, o primeiro bezerro nascido de PIV a partir de um oócito, cuja maturação foi realizada in vitro, 

nasceu em 1981. A maturação é essencial no processo de PIV, pois é o momento em que o oócito adquire 

capacidade para ser posteriormente fecundado. Assim, a maturação dos oócitos depende da eficiência do método de 

colheita e principalmente do método de maturação in vitro, pois somente os oócitos maturados nuclear e 

citoplasmaticamente poderão ser fecundados (BRACKET et al., 1982). 

 Esta etapa, que ocorre em um período de 22 a 24 horas, tem recebido a atenção de pesquisadores que visam 

melhorar os resultados da produção in vitro de embriões (PARRISH, 2014), dada a sua importância, visto que 

envolve uma série de transformações nucleares, citoplasmáticas e moleculares que tornam o gameta feminino apto 

a ser fecundado (SMITZ et al., 2004). Diversos estudos que estão sendo realizados visam entender as 

transformações que ocorrem no gameta feminino levando em consideração o estresse térmico (RODRIGUES et al., 

2018), a qualidade folicular e oocitária (BARUSELLI et al., 2012), a alteração dos meios convencionais 

(OLIVEIRA et al., 2018) e as diferenças entre raças (GUIMARÃES, 2018), visando melhores índices no processo 



ISSN online: 2595-7686 

ISSN Impresso: 0104-9070 

 

125 
PESQ. AGROP. GAÚCHA, Porto Alegre, v.25, ns.1/2, p. 120-132, 2019 

de MIV e consequentemente na PIV. De acordo com Thompson et al. (2000) entre 18 a 22 horas são necessárias 

para que ocorra a maturação nuclear em bovinos, passando do estágio de diplóteno da prófase I da primeira divisão 

meiótica para o estágio de metáfase II. 

 Existem vários métodos que já foram testados e que podem ser utilizados durante a MIV em bovinos, 

sendo que a grande maioria dos laboratórios tem optado pela suplementação do meio de maturação com soro fetal 

bovino (SFB) e gonadotrofinas (FSH, LH e estradiol) em condições controladas de atmosfera gasosa e temperatura 

(RODRIGUES et al., 2000).  Em contraponto, atualmente o papel do SFB tem sido contestado por alguns grupos de 

pesquisa, Oliveira et al., (2018) avaliaram as taxas de clivagem e taxa de produção de blastocisto em embriões 

produzidos com meios com presença e meios com a ausência de SFB e obtiveram um aumento de 7% na taxa de 

clivagem com a ausência de SFB, mas uma diminuição de 9% na taxa de blastocisto, gerando um efeito bifásico do 

SFB na produção de embriões bovinos. 

 A adequação dos meios e as diferenças entre protocolos utilizados por diferentes pesquisadores também 

pode ser vista como uma tentativa de avanço e de melhoria na qualidade da maturação, após a MIV, os oócitos 

estão aptos à fecundação (AVELINO et al., 2002).  

  

Fecundação in vitro (FIV) 

 Após o processo de maturação dos oócitos e separação dos espermatozoides viáveis, deve-se proporcionar 

um ambiente adequado para que ocorra a fecundação, para tanto os oócitos são retirados da placa de MIV e 

alocados em outra placa com meio com características necessárias para a manutenção da qualidade oocitária e 

atividade espermática (GONÇALVES et al., 2002). 

 A fecundação in vitro ocorre através da incubação de oócitos maduros com espermatozoides capacitados, 

em meio de fecundação, após a fusão das membranas e o emparelhamento dos pró-núcleos feminino e masculino, 

origina-se o zigoto (OLIVEIRA et al., 2014) com novo arranjo citoplasmático, neste momento se inicia a formação 

de um novo organismo multicelular com outro potencial genético e se iniciará o processo de clivagem até a 

formação do blastocisto (GONÇALVES et al., 2002). 

 No processo de fertilização in vitro, são usados espermatozoides de palhetas de sêmen congelado e o 

sistema baseado na separação pelo gradiente Percoll tem sido o método mais comum para a obtenção da fração 

espermática viva após o descongelamento (GALLI, 1996). In vivo, o processo acontece durante a passagem do 

espermatozoide pelo trato genital feminino, e envolve a desestabilização da membrana plasmática e hiperativação 

espermática. In vitro, o processo de capacitação é desencadeado por glicosaminoglicanas, como a heparina, que são 

adicionadas aos meios de fecundação (VARAGO et al., 2008). 

 Ao entrar em contato com o oócito, na presença de cálcio extracelular, o espermatozoide capacitado se liga 

aos receptores presentes na zona pelúcida e sofre a reação acrossômica, determinada pela fusão das membranas 

plasmática e acrossomal. O período de incubação dos oócitos com os espermatozoides varia entre 12 a 20 horas 

(SANGILD et al., 2000).  
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 Cultivo in vitro (CIV) 

 Na PIVE os oócitos fertilizados, agora denominados zigotos, são trocados novamente de placa, retirados da 

placa de FIV e alocados agora em uma placa de “cultivo” com meios que podem variar entre o KSOM, SOF ou 

TCM-199 (GONÇALVES et al., 2002). O cultivo in vitro corresponde à etapa de desenvolvimento do oócito 

fertilizado até o estádio de blastocisto (SANGILD et al., 2000). É durante este período de desenvolvimento pré-

implantação que ocorrem eventos como ativação do genoma embrionário, processo de divisão celular, compactação 

dos blastômeros no estádio de mórula e início da diferenciação embrionária com a formação da blastocele (HOSHI, 

2003). 

 O período de desenvolvimento embrionário pré-implantação é marcado por importantes eventos, como 

clivagem, diferenciação do trofoblasto e embrioblasto, formação e expansão da blastocele e rompimento da zona 

pelúcida (LONERGAN et al., 1999).  

 As condições de cultivo in vitro são consideradas muito importantes para que bons índices de produção de 

embriões sejam alcançados, razão pela qual, inúmeras pesquisas têm sido realizadas visando avaliar o efeito que 

diferentes fatores, intrínsecos e extrínsecos, possam exercer sobre o metabolismo e capacidade de desenvolvimento 

destes embriões, como por exemplo, a composição dos meios de cultivo e condições de temperatura e atmosfera 

gasosa, a adição de aminoácidos, vitaminas, macromoléculas e fatores de crescimento, assim como o uso de soro 

(NAGAI, 2001). Embora todas as condições artificiais no cultivo tentem mimetizar as condições do trato 

reprodutivo, ainda não se conseguiu um ambiente com condições ideais (LIMA, 2018), sendo necessários, diversos 

estudos para o aperfeiçoamento destes meios de cultivo (HANSEN et al., 2008). 

   

Classificação dos embriões  

 O desenvolvimento embrionário in vitro é avaliado no 6° dia de cultivo, visualizando-se a compactação dos 

blastômeros e início da formação da blastocele, sendo que no 7° dia é feita a seleção e avaliação final dos embriões 

para a transferência a fresco ou para o congelamento (THOMPSON, 2000). Já Gonçalves et al., (2002), relata que a 

avaliação final pode ser realizada até mesmo no 10º dia pós-fecundação. 

 A classificação morfológica é uma ferramenta indispensável para a seleção dos embriões aptos à 

transferência e criopreservação. Estruturas que se apresentam viáveis, aptas ao desenvolvimento pós-

implantacional e com maior tolerância ao congelamento normalmente correspondem a estruturas bem 

desenvolvidas morfologicamente (OLIVEIRA et al., 2014).  

 Ao final do cultivo in vitro é realizada a taxa de produção de blastocistos, ou seja, o número total de 

blastocistos expandidos produzidos em relação ao número de oócitos que foram selecionados (GONÇALVES et al., 

2002). 

 

Criopreservação de embriões  

A criopreservação é uma maneira de solucionar problemas relacionados com o armazenamento de 

embriões produzidos in vivo ou in vitro não transferidos e o seu domínio  torna viável a formação de bancos de 

embriões, promovendo a oportunidade de se preservar material genético fundamental no melhoramento genético 
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dos plantéis, podendo ser efetuado com maior rapidez e eficiência, mesmo em pequenas populações de animais, 

com a possibilidade de disseminação do material genético de animais zootecnicamente superiores (SIQUEIRA-

PYLES et al., 2003). 

No entanto, percebeu-se que o abaixamento da temperatura, em qualquer grau, afeta de forma muito mais 

drástica o ovócito bovino, em relação ao de outras espécies de mamíferos (ARAV et al., 1996). Khurana e Niemann 

(2000) ressaltaram que o manejo das receptoras seria o mais interessante, mas afirmam a sua inviabilidade, visto 

que, a estimativa do número de blastocistos produzidos é sempre muito imprecisa. 

 Embriões bovinos são estruturas com apenas cerca de 90 células, envoltas pela zona pelúcida, o que torna o 

processo de criopreservação bastante complexo, pois a perda ou injúria destas células pode ser irreparável, 

principalmente se atingir algum tipo celular específico, como a massa celular interna ou trofectoderma (OLIVEIRA 

et al., 2014). 

 De acordo com Dode et al., (2013), dois métodos são utilizados para a criopreservação de embriões: 

congelamento lento ou clássico e vitrificação. Sendo que o congelamento clássico, método mais utilizado, utiliza 

baixas quantidades de crioprotetores, contudo permite a formação de cristais de gelo (efeito solução), que, em 

maior ou menor escala, resultam em lesões às membranas e organelas. Segundo o mesmo autor, neste processo, 

controla-se a queda da temperatura até que se atinja - 32ºC e, após isso, mergulham-se as palhetas no nitrogênio 

líquido.  

  

Considerações Finais 

 De acordo com a revisão de literatura realizada, pode-se perceber que a produção in vitro de embriões, 

juntamente com as demais biotécnicas da reprodução, foi responsável em parte pelo grande desenvolvimento que a 

pecuária brasileira obteve nos últimos anos. A técnica envolve várias etapas e o sucesso nos resultados depende do 

êxito de cada uma dessas etapas do processo. 

 A produção in vitro de embriões a partir de ovários coletados em frigorífico serve para o aperfeiçoamento 

da técnica e para fins de pesquisa, mas a coleta de oócitos em animais vivos é capaz de reduzir o intervalo de 

gerações entre as espécies, uma vez que possibilita inclusive, a reprodução de animais em idade muito jovem. 

 Dentre os benefícios da técnica podem-se ressaltar a redução do intervalo entre gerações, a reprodução de 

animais em situações problemáticas, o aumento do número de produtos por fêmea e a reprodução de animais 

mortos e até mesmo considerados extintos. O Brasil, recentemente ultrapassou a barreira entre a produção de 

embriões produzidos in vivo versus in vitro o que demonstra a magnitude desta área para a pecuária nacional 

 Ainda existe um longo caminho a ser percorrido no tocante ao aperfeiçoamento da técnica, mas os esforços 

realizados até então têm garantido bons resultados. Além de ser uma das grandes responsáveis pelo crescimento da 

pecuária animal, em números e qualidade, nos últimos anos, a PIVE juntamente com as demais biotécnicas da 

reprodução foi uma das principais protagonistas da expansão do mercado pecuário nacional até o momento. 
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