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Resumo 

 
As biotecnologias para produção de embriões in vivo e in vitro são de grande importância para acelerar o 

ganho genético dos rebanhos de corte e de leite. No entanto, o sucesso desses processos depende diretamente da 
quantidade e da qualidade dos oócitos da doadora de embrião. Diversos fatores influenciam a produção de embriões 
como a população folicular, a idade da doadora, o estresse térmico, o status metabólico e o status reprodutivo. Na 
atualidade, vários estudos têm sido desenvolvidos para elaborar estratégias que contornem estes desafios e 
aumentem a eficiência das técnicas de produção de embriões. Dentre os tratamentos estabelecidos para melhorar a 
produção de embriões das doadoras destacam-se a utilização de FSH, rBST, propilenoglicol e células tronco 
mesenquimais. 
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Abstract 
 

Biotechnologies for producing in vivo and in vitro embryos are very important to accelerate the genetic 
gain of beef and dairy herds. However, the success of these processes depend directly on the quantity and quality of 
the donors oocytes. Many factors influence the embryo production, such as follicle population, age, heat stress, 
metabolic status and reproductive status. Recently, many studies have been conducted to elaborate strategies that 
can overcome these issues and increase the efficiency of the embryo production techniques. Among the treatments 
developed to improve the embryo production, the use of FSH, rBST, propylene glycol and mesenchymal stem cells 
stand out.  
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Introdução 
 

Dentre as biotecnologias reprodutivas utilizadas atualmente, a produção in vivo e in vitro de embriões 
(PIVE) é uma ferramenta de grande importância para incrementar o ganho genético e melhorar a eficiência 
reprodutiva e produtiva em rebanhos de leite e de corte. Além disso, ao utilizar tecnologia de transferência de 
embriões (TE), torna-se possível disseminar material genético de alto valor tanto de machos quanto de fêmeas, 
enquanto que outras biotecnologias, como a inseminação artificial, permitem a rápida multiplicação de material 
genético apenas de machos. A TE teve crescimento considerável na última década, principalmente por conta da 
melhoria nos processos de produção de embriões e do advento da genômica que aumenta a acurácia da seleção de 
indivíduos geneticamente superiores. Essas tecnologias possibilitam a utilização da TE de forma direcionada e 
eficiente nos rebanhos de carne e de leite. 

No entanto, o sucesso da TE depende da quantidade de folículos e da qualidade dos oócitos (Pontes et al. 
2010; Baruselli et al. 2012). Dentre os fatores que podem influenciar a qualidade oocitária, podem-se destacar a 
idade (Guerreiro et al., 2014a), a categoria (Guerreiro et al., 2014a), o estresse térmico (Ferreira et al., 2011), o 
status reprodutivo (Bayeux, 2016) e o status metabólico (Sales et al., 2015; Mingoti, 2018) das doadoras. Estudos 
destacam que a quantidade de folículos presentes nos ovários está correlacionada ao grupo genético da doadora 
(Carvalho et al., 2008; Pontes et al., 2010; Gimenes et al., 2015). Ainda, há controvérsias quanto ao efeito da 
nutrição sobre a população folicular. Mossa et al. (2013) relataram que a restrição alimentar durante o primeiro 
trimestre de gestação pode influenciar negativamente a população folicular de sua prole. No entanto, Batista et al. 
(2013) afirmam que fêmeas Bos indicus e Bos taurus submetidas a desafios nutricionais não tiveram 
comprometimento de sua população folicular. 

Na tentativa de contornar estes fatores que podem interferir negativamente na eficiência da TE, vários 
grupos de pesquisa têm estudado diversos tratamentos para melhorar a qualidade oocitária de doadoras de embrião, 
procurando tornar o processo viável em diferentes categorias animais e situações desfavoráveis. A seguir serão 
discutidas estratégias que buscam aumentar a eficiência da produção de embriões. 
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Desafios e estratégias para melhorar a produção in vivo de embriões 
 

Diversos estudos comprovaram que oócitos maturados in vivo tem maior competência de desenvolvimento 
quando comparados com oócitos maturados in vitro (Greve et al., 1987; Leibfried-Rutledge et al., 1987; 
MarquantLe Guienne et al., 1989; Bordignon et al., 1997; van de Leemput et al., 1999; Rizos et al., 2002).  

Pesquisas foram realizadas a fim de desenvolver protocolos de SOV associados à IATF em várias raças 
bovinas sincronizadas com dispositivos de P4 e BE (Baruselli et al., 2006; Bó et al., 2006). Os protocolos foram 
elaborados levando em consideração o intervalo entre o primeiro tratamento com PGF2α e o momento da remoção 
da fonte de P4 (por exemplo, P-24 e P-36; Barros et al., 2010, Nogueira et al., 2002). Não houve diferenças 
significativas no número e qualidade de embriões transferíveis entre os tratamentos P-24 e P-36 (Baruselli et al., 
2006). Portanto, ambos os tratamentos podem ser utilizados para superovular vacas Bos taurus e Bos indicus com 
IATF, eliminando a necessidade de detecção de cio da doadora de embrião.  

No entanto, devido às diferenças no diâmetro do folículo dominante no momento da divergência e ovulação 
em vacas Nelore (menor) e Holandesas (maior) (Gimenes et al., 2008, Sartori et al., 2001), verificou-se que o 
momento apropriado para indução da ovulação pode diferir entre esses grupos genéticos. Portanto, é indicado o 
tratamento para induzir ovulação com GnRH ou LH 12 e 24h após o último tratamento com FSH em doadoras Bos 
indicus e Bos taurus, respectivamente (Baruselli et al., 2006, Bó et al., 2006).  

No entanto, os protocolos de SOV para produção in vivo de embriões possuem a limitação da necessidade 
de elevado número de manejos para realização dos tratamentos. Com isso, uma série de estudos foram conduzidos 
visando reduzir o número de manejos durante SOV em doadoras (Baruselli et al., 2008). O uso de 3 doses de FSH 
resultou em similar produção de embriões quando comparado ao tradicional protocolo de 8 doses de FSH (Martins 
et al., 2008). Com base nesses estudos, foi possível reduzir o número de manejos dos animais durante o protocolo de 
SOV em doadoras Bos indicus. Entretanto, esses resultados não foram confirmados em doadoras Bos taurus, as 
quais são menos sensíveis às gonadotrofinas exógenas e apresentam maior metabolização hepática (Bó et al., 2006).  

Considerando a necessidade de desenvolver um protocolo de superestimulação simplificado, estudos têm 
focado em alternativas para manter os níveis circulantes de FSH mais elevados e por um período mais prolongado 
após o tratamento. Uma alternativa é o uso de dose única de FSH diluído em solução contendo ácido hialurônico 
(polímero biodegradável; Tríbulo et al., 2011). Vieira et al. (2016) relataram concentrações de FSH elevadas durante 
período prolongado (2 dias) em novilhas Holandesas tratadas com dose única de FSH diluído em solução 0,5% de 
ácido hialurônico. Outros estudos também relataram número similar de embriões transferíveis quando uma dose 
única de FSH IM (diluída em 2% de ácido hialurônico; Tríbulo et al., 2011) ou duas doses de FSH IM (diluídas em 
0,5 ou 1% de ácido hialurônico; Tríbulo et al., 2012) foram administradas, comparadas ao tratamento tradicional 
com 8 doses IM de FSH de 12 em 12 horas. 

Outra estratégia para reduzir o número de manejos da doadora, é o uso de uma única injeção intramuscular 
de gonadotropina coriônica equina (eCG) no protocolo P-36 com IATF em doadoras Nelore e Holandesas (revisado 
por Baruselli et al., 2008). O tratamento com eCG (1,500, 2,000 ou 2,500 IU) resultou em número de embriões 
transferíveis similar quando comparado ao tratamento com oito doses decrescentes de FSH em doadoras Nelore. 
Entretanto, a dose de 2,500 UI de eCG aumentou o número de folículos grandes anovulatórios no dia da recuperação 
dos embriões. Em vacas leiteiras Bos taurus (Holandesas), o tratamento com 2,000 ou 2,500 UI de eCG resultou em 
número semelhante de embriões transferíveis quando comparado ao tratamento com oito doses decrescentes de 
FSH. Entretanto, tratamentos sucessivos com eCG (após a terceira superestimulação) resultaram em produção 
reduzida de embriões. Com base nesses estudos, é possível verificar que a SOV com única dose de eCG pode ser 
uma alternativa para reduzir o número de tratamento e facilitar o manejo, porém o uso contínuo do eCG para 
superestimulação pode reduzir a produção de embriões.  

Recentemente, pesquisadores estão avaliando a utilização de tratamento com dose única de FSH 
recombinante de longa ação (Carvalho et al., 2014). Os autores verificaram que o tratamento com dose única de 
FSH recombinante de longa ação produziu resposta superovulatória semelhante e produz embriões de boa qualidade 
quando comparado com duas administrações diárias durante 4 dias com pFSH, demonstrando potencial para 
simplificar o manejo de superovulação em doadoras de embrião. 

 
Fatores que interferem na qualidade oocitária e na PIVE 

 
Diversos fatores influenciam o sucesso da produção in vitro de embriões, dentre eles, pode-se destacar a 

população folicular, a idade, o status reprodutivo, o status metabólico e o estresse térmico da doadora de oócitos. 
A fim de contribuir com o ganho genético nos rebanhos de corte e leite, estão sendo realizados estudos para 

aumentar a eficiência da PIVE. Sabe-se que a quantidade de embriões produzidos está diretamente relacionada ao 
número de complexo cumulus-oócito (CCO) recuperados pelo procedimento de OPU. Essa quantidade de CCOs 
recuperados apresenta alta repetibilidade nas doadoras aspiradas (Monteiro et al., 2017) e deve ser considerada para 
aumentar a produção de embriões por procedimento. Ainda, estudos evidenciaram que animais com elevada 
população folicular apresentam maior quantidade de oócitos recuperados por OPU e maior produção de embriões 
por procedimento (Watanabe et al., 2017). Ainda, verifica-se que novilhas pré-púberes apresentam maior número de 
folículos disponíveis para aspiração (Revel et al., 1995; Landry et al., 2016), porém os índices de produção de 
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embriões in vitro desta categoria são inferiores aos de animais adultos (Guerreiro, 2015).  
Diversos estudos (Durlinger et al., 2002; Fanchin et al. 2003; Batista et al. 2014) correlacionaram 

população folicular e o Hormônio Anti-Mulleriano (AMH) em diferentes espécies, inclusive na espécie bovina, 
tanto para animais Bos taurus quanto Bos indicus (Baruselli et al., 2015a). Nosso grupo realizou um estudo na 
tentativa de estabelecer um marcador endócrino para a população folicular e a produção in vitro de embriões através 
da concentração circulante de AMH no plasma sanguíneo. Guerreiro et al. (2014b) realizaram a contagem da 
população folicular, a OPU-PIVE e a colheita de sangue para dosagem de AMH em 34 fêmeas Nelore e 59 fêmeas 
Holandesas. Para estabelecer a relação da eficiência da OPU-PIVE com a concentração de AMH, os animais foram 
divididos em dois grupos, sendo um grupo composto de doadoras de alta e outro de baixa concentração de AMH 
(ponto de corte de 1,0 ng/mL para Nelore e de 0,3 ng/mL para Holandês). Foi possível observar correlação positiva 
entre a concentração plasmática de AMH e o número de folículos visualizados, total de oócitos recuperados, número 
de oócitos viáveis e número de blastocistos produzidos. Os resultados sugerem que a concentração plasmática de 
AMH pode ser utilizada como marcador endócrino para predizer a eficiência de um animal em programas de OPU-
PIVE, e assim, selecionar doadoras com maior número de folículos para aumentar a eficiência da OPU-PIVE em 
Bos indicus e em Bos taurus.  

Nos programas de melhoramento genético o intervalo de gerações influencia significativamente o ganho 
genético dos rebanhos. Nesse sentido, quanto mais jovens as doadoras, maior é o impacto dos programas de 
melhoramento (Baruselli et al., 2016b). A utilização da técnica de PIVE em animais jovens ainda apresenta 
comprometimentos devido à baixa competência oocitária (Majerus et al., 1999; Rizos et al., 2005; Landry et al., 
2016). Estudos relatam que oócitos provenientes de bezerras e novilhas tem composição diferente dos oócitos de 
vacas por terem atividade enzimática e metabólica distintas (Warzych, et al. 2017), além de alterações na 
composição das proteínas e diferentes concentrações de LH e estradiol no ambiente folicular (Khatir et al., 1997). 
Em estudo realizado por Guerreiro et al. (2014b), um total de 120 doadoras de quatro categorias distintas foram 
utilizadas [novilhas pré-púberes (n = 30), novilhas púberes (n = 30), vacas em lactação (n = 30) e vacas não 
lactantes (n = 30)]. As doadoras foram aspiradas sem sincronização prévia da onda folicular. Imediatamente antes da 
OPU, todos os folículos foram quantificados e os folículos ≥ 2 mm foram puncionados. Os oócitos foram 
submetidos à PIVE com a mesma partida de sêmen do mesmo touro. Os embriões produzidos (n = 206) foram 
transferidos para receptoras Bos taurus x Bos indicus. Não foi observada diferença entre os grupos experimentais 
quanto ao número de folículos aspirados (P = 0,08). Apesar do número semelhante de total de oócitos recuperados 
(P = 0,12), as novilhas pré-púberes tiveram quantidade intermediária de oócitos viáveis, e as vacas não lactantes 
produziram mais oócitos viáveis (P = 0,03), quando comparadas com as vacas lactantes. Entretanto, doadoras pré-
púberes tiveram taxa de clivagem (P< 0.0001) e taxa de blastocisto mais baixa (P< 0.0001) quando comparadas com 
as outras categorias (Tab.1).   
 
Tabela 1. Número de folículos aspirados, oócitos e embriões produzidos após a OPU-PIVE em novilhas pré púbere 
e púbere, e vacas em lactação e secas da raça Holandesa.  

 Novilhas Vacas Valor de P 
Pré-púberes Púberes Lactantes Não Lactantes 

N 30 30 30 30  
Total de folículos aspirados 18,3 ± 2,1 17,3 ± 1,2 14,0± 1,0 17,7 ± 1,7 0,08 
Total de CCO recuperados1 14,2 ± 2,2 13,1 ± 1,1 9,8 ± 1,1 14,6 ± 1,7 0,12 
CCOs cultivados 10,5 ± 1,8ab 8,3 ± 0,8ab 6,5 ± 0,9b 11,5± 1,4a 0,03 
Taxa de clivagem (%)2 68,6b 98,8a 87,6a 90,1a < 0,0001 
Blastocistos produzidos 0,5 ± 0,2b 1,1 ± 0,2b 1,2 ± 0,4b 4,2 ± 0,6a < 0,0001 
Taxa de blastocistos (%)3 4,8c 12,7b 18,0b 36,5a < 0,0001 

1CCO – complexos cumulus oócitos. 2Número de embriões clivados/CCOs viáveis. 3Número de blastocistos/CCOs 
viáveis. a,b,cLetras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (P < 0,05). 
 

Portanto, conclui-se que doadoras Holandesas pré-púberes tem baixa competência para produção in vitro de 
embriões, sendo a categoria de vacas não lactantes a mais eficiente na PIVE. Embriões produzidos de animais pré-
púberes resultaram em taxa de concepção inferior em comparação com embriões produzidos de vacas em lactação e 
não lactantes [pré-púberes: 0,0% (0/15)b; púberes: 9,7% (3/28)b; vacas em lactação: 28,6% (10/25)a; vacas não 
lactantes: 32,7% (36/74)a; P < 0,05]. No entanto, foi observada taxa de concepção semelhante para embriões 
produzidos de doadoras púberes e pré-púberes.  

Outro estudo foi realizado com novilhas Nelore pré-púberes (Bos indicus) pertencentes ao Instituto de 
Zootecnia em Sertãozinho, no estado de São Paulo (Batista et al., 2016). Neste experimento foi avaliada a OPU-
PIVE em diferentes idades e fases do ciclo estral. O delineamento experimental incluiu: novilhas pré-púberes de 8 a 
12 meses de idade (n = 24), novilhas pré-púberes de 18 a 22 meses de idade (n = 20) e novilhas cíclicas de 22 a 26 
meses (n = 25). Os dados estão resumidos na Tabela 2.  
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Tabela 2. Número de folículos visíveis, CCOs e blastocistos (média ± EPM) depois da OPU/PIVE em novilhas pré 
púberes e púberes da raça Nelore (Bos indicus). 

 

Novilhas 
pré-púberes 

Novilhas 
pré-púberes 

Novilhas 
púberes Valor de Pa 

(8-12 meses) (18-22 meses) (22-26 meses) Idadeb Ciclicidadec (n = 24) (n = 20) (n = 25) 
Total de folículos visualizados 19,7 ± 2,1 41,3 ± 5,28 34,0 ± 3,3 < 0,0001 0,0002 
Total de CCOs recuperados 13,4 ± 1,7 30,8 ± 5,8 22,6 ± 3,2 < 0,0001 < 0,0001 

Total de CCOs clivados 5,6 ± 0,8 14,8 ± 2,5 13,3 ± 1,9 < 0,0001 < 0,0001 

CCOs cultivados 7,6 ± 1,0 16,8 ± 2,7 15,1 ± 2,2 < 0,0001 < 0,0001 

Taxa de CCOs cultivados (%)d 57 54 60 0,13 0,5 

Taxa de clivagem (%)e 73 88 84 < 0,0001 0,25 

Blastocistos produzidos 1,5 ± 0,3 4,7 ± 0,9 7,2 ± 1,2 < 0,0001 < 0,0001 

Taxa de blastocistos (%)f 20,2 28,1 47 0,05 < 0,0001 
a Efeito do grupo avaliado. b Efeito da idade no grupo pré púbere (8-12 meses vs 18-24 meses). c Efeito da 
ciclicidade (cíclica vs não cíclica). d Número de oócitos viáveis/ número total de oócitos. e Número de oócitos 
clivados/ número de oócitos cultivados. f Número de blastocistos/ número de oócitos cultivados. 
 

Novilhas pré-púberes de idade entre 8 e 12 meses tiveram menor número de folículos visualizados e de 
oócitos recuperados do que novilhas mais velhas, independentemente da presença de ciclicidade. Não houve 
diferença entre os grupos experimentais na de CCOs cultivados ou na taxa de clivagem. No entanto, o número de 
blastocistos produzidos, bem como a taxa de blastocisto, aumentou tanto com o avanço de idade dos animais como 
após os animais tornarem-se cíclicos (Tab. 2). Estes trabalhos demonstram uma eficiência reduzida na PIVE em 
novilhas pré-púberes quando comparada com novilhas cíclicas e animais adultos. 

Dentre outros fatores que interferem no sucesso da OPU-PIVE, o efeito do status reprodutivo da fêmea 
doadora de oócitos merece atenção. Em outro estudo realizado foi avaliado o efeito da gestação sobre a qualidade 
oocitária e a PIVE em novilhas Holandesas (Bayeux, 2017). Foram utilizadas 179 doadoras em 3 fases reprodutivas: 
novilhas pré-púberes (8 a 10 meses; n = 60); novilhas púberes (10 a 12 meses; n = 60) e novilhas prenhes (14 a 18 
meses; n = 59). Todos os animais foram submetidos à OPU em estágios aleatórios do ciclo estral. A mesma partida 
de sêmen do mesmo touro foi utilizada para fertilizar os oócitos. As novilhas púberes apresentaram maior número de 
oócitos recuperados assim como CCOs cultivados em comparação com as outras categorias. No entanto, a taxa de 
clivagem foi semelhante entre novilhas púberes e novilhas prenhes. Destaca-se que as novilhas prenhes 
apresentaram maior número de embriões produzidos por OPU e também maior taxa de blastocisto quando 
comparadas com as outras categorias de novilhas (Tab. 3). Estes resultados indicam que as novilhas prenhes 
apresentam maior eficiência na PIVE quando comparadas com novilhas púberes e pré-púberes da raça Holandesa 
(Bos taurus). 
 
Tabela 3. Número de oócitos recuperados, CCOs cultivados, blastocistos, taxa de clivagem e de blastocisto após 
OPU–PIVE em doadoras taurinas de diferentes categorias. 

Item 
Novilhas 

Pré-púberes  
(n = 60) 

Púberes  
(n=60) 

Prenhes 
(n=59) Valor de P 

Total de oócitos recuperados, n 9.75 ± 1.29b 15.6 ± 1.42a 9.85 ± 1.60b 0,02 

Total de oócitos viáveis, n 4.67 ± 0.57b 9.10 ± 0.95a 5.63 ± 1.09b <0.0001 

Taxa de clivagem3, % 14.6%c 32.8%b 41.1%a <0.0001 

Total de blastocistos, n 0.13 ± 0.05c 0.90 ± 0.17b 1.76 ± 0.32a <0.0001 

Taxa de blastocistos5, % 1.4%c 8.1%b 20.3%a <0.0001 
 

Outro fator importante a ser considerado na eficiência da OPU-PIVE é o estado nutricional e metabólico da 
doadora, que pode interferir com os padrões de crescimento folicular, secreção de hormônios reprodutivos e 
metabólicos, e qualidade oocitária em bovinos (Ashworth et al., 2009; Batista et al., 2013; Sales et al., 2015; 
Baruselli et al., 2016a). Estudo avaliaram que o estabelecimento da resistência periférica à insulina (RPI) em vacas 
repetidoras de serviço no final da lactação e em vacas secas interfere negativamente na qualidade oocitária e na 
PIVE. Corroborando com esses achados, Mingoti (2018) constatou a presença da RPI nessas categorias, associado 
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ao aumento de peso vivo e o escore de condição corporal dos animais. Porém, as vacas que apresentaram RPI nesse 
estudo não apresentaram comprometimento na taxa de blastocisto e no número de blastocistos por OPU.  

O efeito do estresse térmico sobre a eficiência da PIVE é estudado por diversos grupos de pesquisa. O 
estresse térmico tem sido relacionado à menor eficiência na OPU-PIVE, principalmente de fêmeas taurinas criadas 
em regiões tropicais (Al- Katanani e Hansen, 2002; Ferreira et al., 2011). Segundo Ferreira et al. (2011), o estresse 
térmico tem efeito negativo sobre a competência oocitária de vacas holandesas, sendo este efeito mais pronunciado 
em vacas repetidoras de serviço, comprometendo significativamente a taxa de blastocisto. Apesar do efeito do 
estresse térmico sobre fêmeas Bos taurus estar bem estabelecido, Torres-Júnior et al. (2008) demonstraram efeito 
deletério prolongado (até 105 dias) do estresse térmico na dinâmica folicular ovariana e na competência oocitária em 
doadoras Bos indicus. Ainda, em estudo recente realizado por Ferreira et al. (2016), foi constatado que o estresse 
térmico altera a expressão de genes e reduz a função mitocondrial dentro do oócito em vacas repetidoras de serviço, 
reduzindo a qualidade oocitária e ocasionando a perda de fertilidade nessa categoria animal.  

 
Tratamentos para melhorar a produção in vitro de embriões (PIVE) 

 
Diante das dificuldades expostas acima, diversos grupos de pesquisa têm estudado estratégias para 

melhorar a qualidade oocitária das doadoras com baixa eficiência na PIVE. O objetivo é tornar o processo da 
produção de embriões rentável nas diversas condições de manejo, possibilitando rápida e eficaz disseminação de 
material genético superior. Dentre os tratamentos desenvolvidos para melhorar a PIVE destaca-se a utilização de 
FSH, rBST, propilenoglicol e células tronco mesenquimais. 

 
Uso de FSH como estratégia para melhorar a PIVE 

 
O resultado de programas de PIVE está associado ao estágio do crescimento folicular no qual a OPU é 

realizada (Blondin et al., 1995; Hagemann et al., 1999; Fair et al., 1995; Hendriksen et al., 2004; Pavlok et al., 
1992). Ocorre aumento no potencial de desenvolvimento oocitário conforme há aumento do diâmetro folicular e 
aproximação do momento de pico de LH (Arlotto et al., 1996; Lonergan, et al., 1994; Caixeta, et al., 2009; Sirard et 
al., 2012; Sirard et al., 2006). Portanto, é possível que exista um intervalo ideal durante o desenvolvimento folicular 
no qual a PIVE teria maior eficiência, e, neste contexto, o uso de protocolos de sincronização de onda folicular e 
superestimulação previamente à OPU pode ser uma estratégia para melhorar a eficiência desta biotecnologia.  

A principal gonadotrofina atualmente utilizada para superestimulação é o hormônio folículo estimulante 
(FSH). Algumas pesquisas relatam que a superestimulação com FSH aumenta o número de folículos disponíveis 
para aspiração (Goodhand et al., 1998; Majerus et al., 1999; Taneja et al., 2000). No entanto, Currin et al. (2017) 
afirmaram que o uso de FSH não eleva de fato o número de folículos, mas sim seu diâmetro. Em estudos realizados 
por Vieira et al. (2014), vacas Holandesas (Bos taurus) tratadas com FSH tiveram amento na proporção de folículos 
médios e grandes que resultou em maior número de embriões produzidos por OPU. Esta afirmação vai de acordo 
com o fato de que apenas folículos que já atingiram o estágio antral de desenvolvimento são responsivos às 
gonadotrofinas. Kauffold et al. (2005) relataram que complexos cumulus-oócitos (COCs) recuperados de folículos 
maiores têm maior competência de desenvolvimento do que COCs provenientes de folículos menores.  

A partir dos 11 meses de idade, novilhas apresentam competência de desenvolvimento in vitro para 
produção de embriões similar à de animais adultos, portanto, animais com menos de 11 meses necessitam de 
estimulação gonadotrópica para atingir algum grau de viabilidade na PIVE (Taneja et al., 2000). Revel et al. (1995) 
e Pérez et al. (2014) comprovaram que oócitos de novilhas pré púberes tratadas com FSH tem maior capacidade de 
desenvolvimento até blastocisto. Batista et al. (2016) provaram que bezerras tratadas com FSH tiveram aumento no 
número de folículos visualizados e no número e taxa de oócitos cultivados em comparação com bezerras não 
tratadas. 

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem realizado estudos avaliando a eficiência do tratamento com 
FSH na PIVE em doadoras jovens. Foi realizado estudo utilizando novilhas Nelore (Bos indicus) de 12 e 24 meses 
submetidas a duas aspirações foliculares (com um intervalo de 40 dias; cross-over; Silva et al. 2018). Metade dos 
animais de cada categoria receberam 100 mg de FSH administradas em 4 doses decrescentes e após 44 horas foram 
submetidas ao procedimento de OPU. Foi observado que o tratamento com FSH diminuiu a taxa de recuperação de 
oócitos de ambas as categorias. No entanto, as novilhas pré-púberes (12 meses) tratadas tiveram maior taxa de 
produção de blastocistos sobre o total de oócitos. Em estudo semelhante realizado pelo nosso grupo, Elliff et al. 
(2019) avaliou o efeito do tratamento com FSH sobre a PIVE de doadoras jovens da raça Gir (Bos indicus). Foram 
utilizadas 10 bezerras (3-10 meses), 10 novilhas púberes (16-22 meses) e 10 vacas adultas, sendo que metade dos 
animais de cada categoria recebeu tratamento com FSH em 4 doses decrescentes (bezerras: 80 mg; novilhas: 100 
mg; vacas: 140 mg). Neste estudo foi observado que o tratamento com FSH aumentou a taxa de clivagem para as 
três categorias animais e o número de blastocistos por OPU aumentou em bezerras e vacas tratadas com FSH.   
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Uso do rBST como estratégia para melhorar a PIVE 
 
A superestimulação gonadotrófica pode ser realizada também associada à somatotropina bovina 

recombinante (rBST). A somatotropina é um hormônio de crescimento que influencia a regulação do crescimento e 
diferenciação de diversas células, além de controlar a atividade metabólica de diversos órgãos e tecidos (Kuzmina et 
al., 2006).  

Gong et al., (1997) verificaram que o uso de rBST eleva significativamente as concentrações séricas de 
fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1) e insulina, tendo efeito importante na proliferação e 
esteroidogêenese de células da granulosa de bovinos. O aporte de energia necessário para maturação e competência 
oocitária depende de IGF-1. Receptores IGF-1 são expressos na granulosa e no oócito, tendo efeitos trópicos 
importantes sobre o oócito. O aumento de IGF-1 está associado a maior atividade de GLUT1 nas células da 
granulosa e oócito, sendo este um fator essencial para a maturação oocitária (Zhou, et al. 2000).  

O número de folículos disponíveis para aspiração aumenta quando a doadora é tratada com rBST (Lucy et 
al., 2000; Buratini et al., 2000). O mecanismo pelo qual o rBST aumenta o desenvolvimento folicular ainda não é 
inteiramente compreendido, mas acredita-se ter relação com o aumento de IGF-1. Bols et al., (1997) trataram 
novilhas com rBST semanalmente e observaram uma tendência para que o número de folículos aumentasse durante 
o período de aspirações para o grupo tratado. No entanto, não houve diferença quanto ao número de oócitos 
recuperados entre os grupos tratado e não tratado. Pavlok et al. (1996) aplicaram rBST em vacas uma vez e 
obtiveram como resultado oócitos de melhor qualidade, no entanto, não observaram diferenças quanto ao número de 
folículos entre animais tratados e não tratados. Além disso, estudos apontam que o uso de rBST melhora o 
desenvolvimento embrionário em Bos taurus (Izadyar et al. 1996; Moreira et al., 2001, Hasler et al., 2003; Martins 
et al., 2012), entretanto, não se verificou efeito positivo do tratamento com rBST em Bos indicus (Martins et al., 
2012). 

Em estudo realizado pelo nosso grupo (dados não publicados; Elliff et al., 2019), 49 bezerras (3-10 meses) 
da raça Holandesa (Bos taurus) foram divididas em 4 tratamentos: Controle (n=13), FSH (140mg em 4 doses 
decrescentes; n=12), rBST (500mg em dose única; n=11) e FSH+rBST (em mesma dosagem; n=13). O número de 
embriões por OPU aumentou em animais tratados com rBST, com FSH e principalmente com a associação dos 
tratamentos, sendo observado neste grupo (FSH+rBST) aumento de 4,6 vezes no número de embriões em relação ao 
grupo controle. 
 

Uso do propilenoglicol como estratégia para melhorar a PIVE 
 
A variabilidade da taxa de desenvolvimento de embriões produzidos in vitro pode ser influenciada pela 

dieta da doadora previamente à OPU, principalmente quando animais jovens são utilizados (Greer et al. 1992; 
Boland et al., 2001; Gamarra et al., 2015). 

O propilenoglicol tem sido utilizado para o tratamento de cetose pós-parto em vacas de leite desde 1950 
(Johnson 1954; Maplesden 1954). Vacas submetidas à infusão ruminal de propilenoglicol tem incremento de níveis 
circulantes de glicose e insulina e redução dos níveis de ácidos graxos não esterificados (NEFA) e 
betahidroxibutirato (BHBA; Gamarra et al. 2015). Gamarra et al. (2014) observaram que a utilização de 
propilenoglicol em novilhas da raça Holandesa durante curto prazo elevou os níveis séricos de glicose, insulina e 
IGF-1, que por sua vez estimulou o crescimento folicular, elevou o número de folículos pequenos (1-4 mm de 
diâmetro) e também melhorou a PIVE em animais com maior população folicular.  

A administração de propilenoglicol modifica o ambiente folicular, devido a um aumento de IGF-1 no fluído 
folicular e alterações na expressão de genes que pertencem ao sistema IGF nas células do cumulus (Gamarra et al., 
2018). 

Alterações metabólicas no plasma tem alta correlação com alterações no líquido folicular (Walters et al. 
2002; Leroy et al. 2004a, 2004b, 2005). Essas alterações podem refletir na qualidade do oócito do folículo recrutado 
e consequentemente influenciar o resultado na PIVE. 

Em estudo recente realizado pelo nosso grupo (dados não publicados; Rezende et al., 2019), novilhas 
púberes, vacas secas e vacas em início de lactação foram divididas em dois grupos: tratadas com propilenoglicol 
durante 5 dias, e grupo controle. As novilhas tratadas com propilenoglicol tiveram maior taxa de desenvolvimento 
embrionário do que novilhas não tratadas. Vacas secas tratadas com propilenoglicol tiveram maior taxa de clivagem 
do que vacas de mesma categoria que não receberam tratamento. O maior efeito do tratamento foi sobre as vacas em 
início de lactação, que apresentaram maior taxa de clivagem e de blastocistos em relação a animais de mesma 
categoria que não receberam tratamento. 
 

Uso de células-tronco como estratégia para melhorar a PIVE 
 

As células tronco mesenquimais (MSC) tem capacidade pró-regenerativa e propriedades 
imunomodulatórias através de sinalização parácrina e da habilidade de se locomover para os locais de injúria (Schin 
et al., 2013; Le Blanc et al., 2007; Ucceli et al., 2008; Kosaric et al., 2019). Essas características incentivaram 
estudos sobre doenças degenerativas com intuito de futuras aplicações terapêuticas (Romeo et al., 2012). Apesar das 
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MSC não apresentarem um potencial de diferenciação como os das células-tronco embrionárias (ESC), elas vêm 
sendo bastante utilizadas em tratamentos na medicina regenerativa, uma vez que são facilmente obtidas e isoladas, 
apresentam alta taxa de proliferação e podem se diferenciar em alguns tecidos, incluindo osteoblastos (Fakhry et al., 
2013), condrócitos (Pittenger et al., 1999), adipócitos (Ong et al., 2013) e hepatócitos (Lee et al., 2004).  

Visando o tratamento de problemas reprodutivos como a falência ovariana prematura, foi descrito que a 
utilização de MSC auxilia na recuperação de danos causados na secreção de hormônios, auxilia no reparo da 
foliculogênese, além de diminuir a apoptose das células ovarianas (Song et al., 2016). Reforçando a importância 
desse tipo celular, foram encontradas células-tronco mesenquimais junto à população de células da granulosa, 
sugerindo que esse tipo celular tem papel crucial na reprodução (Lange-Consiglio et al., 2016).  

O transplante de MSC autólogas (provenientes do mesmo indivíduo) ou alogênicas (provenientes de outro 
indivíduo da mesma espécie) tem demonstrado resultados promissores na recuperação da funcionalidade de diversos 
órgãos. A utilização de MSC alogênicas na terapia celular tem aumentado consideravelmente, visto que a utilização 
destas células de doadores jovens e sadios permite rapidez e facilidade no tratamento com MSC, além de 
apresentarem propriedades imunorregulatórias (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.  

Portanto, a utilização de células-tronco em fêmeas bovinas pode ser uma alternativa viável para promover 
aumento nos índices da produção in vitro de embriões com impacto econômico direto dessa tecnologia na 
bovinocultura. Em estudo recente realizado pelo nosso grupo (Soares et al., 2018), 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 a sincronização de onda folicular e OPU aos 30, 60, 90, 120, 
150 e 180 dias. Neste estudo foi possível verificar que os animais tratados com MSC tiveram aumento significativo 
na taxa de recuperação oocitária, taxa de oócitos viáveis, taxa de clivagem, taxa de blastocisto e taxa de blastocisto 
eclodido. Esses dados são indicativos de que essa tecnologia pode colaborar para melhorar a eficiência da 
OPU/PIVE em bovinos. 

 
Conclusões 

 
Diversos fatores podem influenciar positivamente a PIVE, aumentando sua eficiência e tornando esse 

processo viável comercialmente. Muitos estudos têm buscado estratégias para aumentar a eficiência da PIVE. 
Existem ainda limitações relacionadas à reduzida qualidade e quantidade de oócitos recuperados. A principal 
estratégia para melhorar a produção de embriões é a utilização de gonadotrofinas associada ao protocolo de 
sincronização com progesterona. Os avanços nas pesquisas possibilitaram verificar que os tratamentos com FSH, 
rBST, propilenoglicol e células-tronco têm potencial para melhorar a qualidade oocitária e, consequentemente, a 
produção de embriões. 
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