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Resumo 

A produção in vitro de embriões (PIV) associada com a aspiração folicular 

guiada por ultra-som (OPU) permite a intensificação do uso de animais de alto 

valor genético, maximizando a produção leiteira, aumentando o número de 

nascimento por doadoras e reduzindo o intervalo entre gerações, os quais são 

pré-requisitos importantes para a melhoria genética dos rebanhos leiteiros. 

Apesar desses fatores, as taxas de blastocistos produzidos in vitro ainda 

encontram-se abaixo do desejado. Com isso, a somatotropina recombinante 
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bovina (rbST) vem sendo aliada a diferentes técnicas de reprodução com o 

intuito de melhorar a qualidade dos embriões produzidos in vitro. Esta revisão 

tem como objetivo fazer uma análise da produção in vitro de embriões e suas 

etapas, abordando seus aspectos atuais, bem como, a influência da utilização 

da rbST, na produção in vitro de embriões em vacas de leite. 

Palavras-chave: IGF-1, blastocisto, vacas de leite. 

 

 Influence of recombinant bovine somatotropin (rbST) in vitro 

production of embryos in dairy cows: A review 

 

Abstract 

The in vitro production of embryos (PIV) associated with follicular aspiration 

guided by ultrasound (OPU) allows for increased use of animals of high genetic 

value, maximizing milk production, increasing the number of births per donor 

and reducing the gap between generations, which are important prerequisites 

for the genetic improvement of dairy herds. Despite these factors, the rates of 

blastocysts produced in vitro are still lower than desired. With this, 

recombinant bovine somatotropin (rbST) has been combined with different 

reproduction techniques in order to improve the quality of embryos produced 

in vitro. This review aims analyze the in vitro production of embryos and their 

steps, addressing their current issues, as well as the influence of the use of 

rbST in vitro production of embryos in dairy cows. 

Keywords: IGF-1, blastocyst, dairy cows. 

 

1.  Introdução 

 

A bovinocultura de leite é uma atividade que se encontra em pleno 

crescimento no Brasil, apresentando uma produção anual de 29.112.000 

toneladas de leite, e um acréscimo de 5,9% em relação ao ano anterior (IBGE, 

2009). Porém os índices produtivos e reprodutivos da pecuária leiteira 

brasileira estão muito abaixo do desejável. O aumento na produção de leite 
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nas últimas décadas deve-se mais, à expansão das áreas exploradas e 

aumento efetivo do rebanho do que pelo aumento real da produtividade.  

Desta forma, quanto mais maximizada for à produção, utilizando-se de 

biotecnologias como, a Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF), 

Transferência de Embriões (TE) e a aspiração folicular guiada por ultra-som 

(OPU) associada à Produção in vitro de embriões (PIV), maior será a exigência 

de uma ótima eficiência reprodutiva, possibilitando aumentar o número de 

nascimento por doadoras de alto padrão genético, reduzindo o intervalo entre 

gerações, onde torna-se um fator importante para a melhoria genética dos 

rebanhos (NEVES et al., 2000).  

A produção in vitro de embriões (PIV) permite a intensificação do uso 

de animais de alto valor genético. Estudos têm demonstrado a viabilidade da 

PIV em combinação com a aspiração folicular guiada por ultra-som (OPU), com 

resultados comparáveis ou superiores àqueles obtidos pela tecnologia 

tradicional de TE (MERTON et al., 2003). Contudo, as taxas médias de 

blastocistos obtidos in vitro ainda não atingiram valores ideais para que esta 

biotecnologia seja utilizada mais intensamente de forma comercial, devendo-se 

levar em consideração que a qualidade e a viabilidade dos embriões produzidos 

in vitro são inferiores a dos embriões obtidos in vivo (REICHENBACH, 2003). 

Com isso a somatotropina recombinante bovina (rbST), vem sendo 

aliada a diferentes técnicas de reprodução devido a seus efeitos na população 

ovariana, na foliculogênese, maturação oocitária e no desenvolvimento 

embrionário. Ela atua, promovendo aumento na população folicular ao redor de 

3 dias após a sua administração, sendo relacionada ao aumento dos níveis 

circulantes do hormônio do crescimento (GH), fator de crescimento semelhante 

à insulina tipo-1 (IGF-1) e insulina (GONG, 2002).  

O IGF-1 e a insulina atuam em sinergismo com as gonadotrofinas, 

estimulando a esteroidogênese das células da granulosa, principalmente em 

folículos pequenos (SPICER et al., 2002). A rbST estimula a expansão das 

células do Complexo Cúmulus-Oophorus (CCOs) e a maturação nuclear dos 

oócitos, aumentando a taxa de fertilização (SÁ FILHO, 2006). Moreira et al. 
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(2002) relataram aumento na taxa de clivagem quando adicionou hormônio de 

crescimento (GH) e IGF-1 no meio de maturação, na produção in vitro, 

comprovando seus benefícios no desenvolvimento embrionário em bovinos.  

Porém, apesar dos promissores resultados encontrados, existe ainda 

grandes variações no que envolve fatores como, diferenças entre raças, 

período do ciclo estral e concentrações das doses utilizadas quando da 

administração do rbST (DEISEL, 2010).  

Neste sentido, esta revisão tem como objetivo, fazer uma análise da 

produção in vitro de embriões, abordando seus aspectos e técnicas atuais, bem 

como, a influência da utilização da somatotropina recombinante bovina na 

produção in vitro de embriões em vacas leiteiras. 

 

2.  Somatotropina Recombinante Bovina (rbST) 

 

A somatotropina recombinante bovina (rbST) foi um dos primeiros 

fatores de crescimento produzidos em grande escala para a indústria animal, 

visando aumentar a produção de leite em bovinos (BAUMAN, 1992). Este 

hormônio está ligado ao crescimento (GLUCKMAN et al., 1987) e a regulação 

de processos fisiológicos e metabólicos dos animais por meio da síntese de 

IGF-1 e proteínas transportadoras (IGFBPs), que são seus mediadores 

hormonais nos processos metabólicos (LUCY, 1996). 

A administração exógena de rbST aumenta a síntese hepática de IGF-1 

e conseqüentemente sua concentração plasmática (MCGUIRE et al., 1992). As 

mudanças nas concentrações sanguíneas das IGFBPs podem modificar as 

ações do IGF-1, através do aumento ou da diminuição de sua disponibilidade 

no sangue ou nos tecidos (CLEMMONS, 1998).  

O tratamento com rbST tem aumentado a fertilidade de vacas de leite 

de alta produção submetidas à inseminação artificial em tempo fixo (SANTOS 

et al., 2004), bem como em vacas consideradas sub-férteis (MORALES-ROUPA 

et al., 2001) e também tem aumentado a eficiência em programas de 

transferência de embriões (MOREIRA et al., 2002). Esses efeitos são atribuídos 



MOTA, L.H.C.M. et al. Influência da somatotropina recombinante bovina (rbST) na produção in 
vitro de embriões em vacas leiteiras: uma revisão. PUBVET, Londrina, V. 6, N. 32, Ed. 219, 
Art. 1456, 2012.  
 

principalmente aos efeitos positivos do Hormônio do Crescimento (GH) e do 

IGF-1 na fertilidade e no desenvolvimento embrionário (MOREIRA et al., 

2002). O tratamento utilizando rbST em vacas altera o desenvolvimento 

folicular e a atividade luteal (LUCY et al., 1994). 

Em novilhas, a rbST aumenta o número de folículos menores que 5 mm 

(GONG et al., 1997), e em vacas, aumenta o número de folículos médios entre 

6 a 9 mm, sugerindo que a população folicular é alvo do tratamento com rbST, 

podendo variar em função da raça e condições metabólicas relacionadas à 

lactação (KIRBY et al., 1997). 

A rbST persiste circulando por até três semanas após a aplicação 

(CUSHMANN et al., 2001) e, segundo Lucy et al. (2000) a maior influência da 

rbST na reprodução é feita de modo indireto através do IGF-1. A administração 

de rbST em animais duplica os níveis de IGF-1 sanguíneo (BAUMAN, 1999). 

Vários pesquisadores reportaram que o rbST, o FSH e os estrógenos estimulam 

a expressão de IGF-1 nas células da granulosa (ATHANASSIOUS, 2000).  

Vários trabalhos foram ampliados com o intuito de estudar os efeitos da 

rbST sobre a população folicular, sendo desenvolvidos em bos taurus taurus 

(ROHT et al., 2002), em bos taurus indicus (BURATINI et al., 2000), em ovinos 

(JOYCE et al., 2000), como também em bubalinos (SÁ FILHO, 2006).  

Baratini et al. (2000) relataram que o tratamento com 320mg de rbST 

em novinhas Bos taurus indicus aumentou a concentração plasmática de IGF-

1, resultando em um aumento de 36% do número de folículos, quando 

comparado a novilhas tratadas com solução fisiológica. 

Com relação às mudanças na população de folículos médios (6-9 mm) 

após tratamento com rbST são descritas de diferentes maneiras na literatura, 

alguns demonstraram aumento no número de folículos médios (BILBY et al., 

2004) enquanto outros não observaram essa alteração (GONG et al., 1997). 

Os efeitos do tratamento com rbST no aumento da população folicular ocorre 

ao redor de 3 dias após a sua administração e está relacionado com o aumento 

dos níveis circulantes  de GH, IGF-1 e insulina no sangue e conseqüentemente 

ao incremento na população folicular (GONG, 2002). 
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Gong et al., (1997) relatam que a administração de diferentes doses de 

rbST em novilhas resultam em aumento das concentrações de GH, no entanto 

somente altas doses de rbST foram associadas ao incremento das 

concentrações de IGF-1 e insulina. Dessa mesma forma, somente foram 

observadas alterações na população folicular quando os animais apresentam 

aumento nas concentrações de IGF-1 e não somente nas concentrações de GH. 

Sugerindo que o incremento na população folicular é mais associado a 

mudanças nas concentrações de IGF-1 e insulina do que nas concentrações de 

GH. 

Pavlok et al. (1996) testaram o efeito de uma única aplicação de rbST 

no número de folículos e na qualidade de oócitos recuperados após o abate dos 

animais 3 dias após o tratamento com rbST. Os autores observaram que 

apesar do tratamento com rbST não aumentar o número de folículos, o 

tratamento hormonal aumentou significativamente o número de oócitos de boa 

qualidade. 

Bols et al. (1998) avaliaram o efeito do tratamento rbST durante um 

longo período em programas de aspiração folicular em novilhas de leite Bos 

taurus taurus. As novilhas (n=14) foram tratadas semanalmente com 640 mg 

de rbST por via subcutânea e submetidas à aspiração folicular duas vezes por 

semana, durante dez semanas. Os autores observaram aumento no número de 

folículos disponíveis no grupo tratado com rbST em comparação ao grupo 

controle. No entanto o número médio de oócitos recuperados foi semelhante 

entre os grupos, sugerindo que possíveis alterações morfológicas nas células 

do cumulus, induzidas pelo rbST, possam ter levado à dificuldade de remoção 

dos oócitos do interior dos folículos no momento da aspiração. 

 

3.  Fator de Crescimento Semelhante a Insulina Tipo-1 (IGF-1) 

 

O fator de crescimento semelhante a insulina do tipo-1 (IGF-1) é um 

polipeptídio com 70 aminoácidos que exerce efeito no desenvolvimento 
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periférico de diferenciação celular e da própria sobrevivência de diversas 

células e tecidos do organismo (DAFTARY; GORE, 2005).     

O IGF-1 é um potente agente mitogênico em resposta ao estímulo do 

GH, sendo que a maior parte do IGF-1 circulante tem origem a parti da síntese 

hepática (LUCY, 2000). No entanto, as ações do IGF-1 muitas vezes não são 

derivadas somente após o estimulo do GH por via hepática, e sim pelo próprio 

IGF-1 exercendo funções autócrinas ou parácrinas sobre diversas células 

somáticas, como nas gônadas (CHANDRASHEKAR et al.,  2004). Desta forma, 

como esses mesmos autores relataram, o GH e o IGF-1 podem exercer ações 

como controle da liberação de GnRH pelo hipotálamo, liberação de 

gonadotrofinas pela pituitária e no número de receptores para gonadotrofinas 

nas células da granulosa. 

Em bovinos, o IGF-1 tem a função de aumentar a sensibilidade dos 

folículos antrais entre 5 mm à gonadotrofinas, principalmente na transição do 

estádio de independência para dependência gonadotrófica (SÁ FILHO, 2006). 

A expressão de IGF-1 nas células da granulosa de bovinos ainda é 

controversa (HUNTER et al., 2004). Em ovinos e bovinos, a expressão ovariana 

de IGF-1 parece não apresentar níveis significantes (MONGET et al., 2002). A 

expressão do ligante para IGF-1 parece ser restrita as células do 

compartimento somático (células da teca e da granulosa) do folículo, sugerindo 

que o IGF-1 atue de maneira autócrina e parácrina sobre o complexo cúmulus-

oophorus (NUTTINCK et al., 2004). 

A expressão do receptor do Tipo-1 aumenta de acordo com o 

desenvolvimento dos folículos primários até folículos antrais gonadotrófico-

dependentes (WANDJI et al., 1992). Este aumento na expressão do receptor 

do Tipo-1 coincide com o aumento da expressão de receptores para FSH e LH 

dos folículos (MONGET et al., 2002).     

O estádio de desenvolvimento do folículo depende da espécie animal, 

tendo diferenças no sistema ovariano de IGF. As células ovarianas sintetizam e 

secretam o IGF-1, sendo que a granulosa sintetiza IGF-1 e a teca sintetiza o 

IGF-2 (PERKS et al., 1999). A síntese e secreção do IGF-1 e IGF-2 do ovário, 
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promove degradação do IGFBP (ADASHI, 1998; BESNARD et al., 1997). 

Entretanto, a resposta do ovário ao IGF-1 e IGF-2 depende da quantidade de 

IGFBP no líquido folicular, pois altos níveis desta proteína inibiram o IGF-1 e 

IGF-2 no líquido folicular (DE LA SOTA et al., 1996). 

A quantidade de IGFBP no líquido folicular depende da qualidade do 

folículo. Folículos atrésicos têm altas concentrações de IGFBP (STEWART et al., 

1996) que impedem a atuação do IGF-1 nos seus receptores posicionados 

dentro da granulosa, afetando o crescimento e a diferenciação dos folículos 

que entram em atresia. O IGFBP age diretamente no crescimento das células 

ovarianas (RECHLER, 1997). O IGF-1 e a IGFBP parecem exercer papel 

fundamental na dominância folicular, durante o desenvolvimento dos folículos, 

já que as concentrações de IGF-1 no fluído folicular aumentam, enquanto que 

as concentrações de IGFBP-1 diminuem durante o estabelecimento da 

dominância (GINTHER et al., 2002). Há uma síntese local de IGFBP-2 e IGFBP-

4 na granulosa e teca, respectivamente, dos folículos de bovinos (ARMSTRONG 

et al., 1998). A proteína IGFBP é degrada pelas proteases, mantendo a 

concentração baixa no líquido folicular dos folículos dominantes (BESNARD et 

al., 1997). A concentração baixa de IGFBP permite maior ação de IGF-1 nos 

folículos dominantes. Quando testado in vitro, IGFBP-3 inibiu os efeitos 

estimulatórios de IGF-1 na granulosa. Conseqüentemente, IGFBP diminuído, 

pode conduzir à maior ação de IGF (SPICER & CHAMBERLAIN, 1999). 

 

4.  Produção in vitro de Embriões (PIV) 

 

4.1. Aspiração Folicular Guiada por Ultra-som (OPU) 

Para a obtenção de oócitos algumas técnicas de aspiração folicular 

podem ser utilizadas como a aspiração folicular por laparoscopia e a aspiração 

folicular guiada por Ultra-som (OPU). No entanto, a OPU é o método mais 

eficaz em bovinos para a recuperação de CCOs imaturos e de boa qualidade. 

Essa técnica foi descrita pela primeira vez em 1988 (PIETERSE et al., 1988). A 

aspiração folicular associada à PIV em doadoras é uma técnica extremamente 
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versátil, podendo ser aplicada à doadoras de quase todas as idades, como 

também em vacas secas, em lactação ou prenhes até o terceiro ou quarto mês 

de gestação, devido até essa data ocorrer dificuldade de manipulação dos 

ovários, limitando seu acesso por meio da guia de aspiração. Seu uso, 

entretanto, não é recomendado em animais com hipoplasia ovariana grave e 

animais no pós-parto imediato, pois não restaurarão ainda por completo sua 

atividade ovariana (DIESEL, 2010). 

Um fator fundamental para a realização da OPU é o tipo de 

equipamento e a sonda a ser utilizada. Suas freqüências variam de 3,5 a 8 

MHz, sendo que a escolha varia de acordo com a profundidade das estruturas a 

serem visualizadas, bem como o grau de definição exigido para uma boa 

eficiência do procedimento (VIANA, 2002). Bols et al. (2004), recomendam o 

transdutor setorial para procedimentos de OPU de rotina devido à sua maior 

área de digitalização e capacidade de detectar uma maior quantidade de 

folículos pequenos. O transdutor de 7.5 MHz em comparação ao de 5 MHz não 

apresenta diferença na visualização de folículos entre 3-5mm e 6-10 mm. 

Entretanto, a visualização do número total de folículos é maior no transdutor 

de 7.5 MHz (DIESEL, 2010). Em geral, os oócitos aspirados são de folículos 

entre 2 a 8 mm de diâmetro. Isso porque somente os oócitos que atingiram 

seu crescimento total podem ser considerados competentes para a maturação 

in vitro (MIV), onde essa competência ocorre quando os folículos atingem em 

torno de 2 mm. Portanto, oócitos provenientes de folículos menores que 2 mm, 

seriam incompetentes para completar a maturação e terem o desenvolvimento 

embrionário normal (MACHADO, 2009) 

Os sistemas de recuperação de oócitos in vivo por meio da OPU 

baseiam-se na aspiração dos complexos-cúmulus-oophorus (CCOs) após a 

perfuração da parede folicular, utilizando-se pressão negativa gerada por 

bomba de vácuo. A pressão utilizada deve ser eficiente para recuperar a maior 

quantidade de CCOs sem comprometer a sua qualidade, principalmente no que 

diz respeito ao número de camadas de células do cúmulus ao redor do oócitos. 
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No entanto, a pressão negativa efetivamente aplicada no folículo 

aspirado depende de uma complexa série de interações, envolvendo o 

tamanho do folículo puncionado, a característica do circuito de vácuo (aberto 

ou fechado), o diâmetro, o comprimento e o tipo de bisel da agulha de punção, 

o diâmetro e o comprimento do tubo utilizado entre a agulha e o recipiente de 

recuperação, o tipo de conexão entre as diferentes partes do sistema e as 

diferenças de alturas entre a fonte de vácuo e o ponto de punção (BOLS et al., 

1996, 1997). O resultado final determinará a pressão efetiva na extremidade 

da agulha, a velocidade do fluxo do sistema e outros fatores mecânicos 

capazes de influenciar a eficiência na recuperação e na preservação da 

integridade dos oócitos (VIANA, 2002). 

Várias pressões de vácuo têm sido utilizadas em procedimentos de 

punção folicular, variando entre 30 a 400 mmHg (BOLS et al., 1996). No 

entanto, pressões entre 50 e 100 mmHg são as mais freqüentemente 

utilizadas, onde o aumento da pressão de vácuo resulta em aumento na taxa 

de recuperação, entretanto pressões acima de 80 mmHg promovem aumento 

significativo no número de CCOs parcialmente ou totalmente desnudos, 

diminuindo a taxa de produção embrionária (SÁ FILHO, 2006). 

A agulha utilizada também tem influência direta sobre os resultados da 

OPU. Agulhas de calibres entre 17G (diâmetro interno de aproximadamente 

2mm) e de 21G (diâmetro interno de aproximadamente 0,45mm) e 

comprimentos variados, descartáveis ou não, são normalmente utilizadas para 

aspiração folicular em bovinos (VIANA, 2002). A utilização de calibres de 

agulhas menores que 21G e maiores que 17G dificultam sua aplicação devido à 

impossibilidade de colher CCOs intactos ou pela dificuldade na aspiração de 

folículos de menor diâmetro (HASHIMOTO et al., 1999).  

O calibre interno é a característica mais importante da agulha de 

punção, pois está diretamente relacionado à velocidade do fluxo do fluído, ao 

volume de espaço morto e à ocorrência de turbulência no sistema de aspiração 

(VIANA, 2002). Alterações na velocidade do fluxo ou o aumento da turbulência 

no sistema podem influenciar a taxa de recuperação, a qualidade e a 
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capacidade de desenvolvimento in vitro dos oócitos recuperados (BOLS et al, 

1996, 1997; FRY et al., 1997).  

Agulhas de menor diâmetro resultam na recuperação de maior 

percentual de CCOs de melhor qualidade e menor percentual de oócitos total 

ou parcialmente desnudos (HASHIMOTO, 1999). A possível explicação para 

estes resultados seria de que o movimento dos fluídos em agulhas de menor 

diâmetro é mais lento e laminar resultando em menor turbulência (HORNE et 

al., 1996). A utilização de agulhas maiores, mesmo aplicando menores 

pressões de vácuo, leva a diferença na velocidade do fluxo entre o centro e a 

periferia do lúmen destas, gerando forças mecânicas sobre os CCOs (VIANA, 

2002). 

Outro aspecto a ser considerado na escolha do tipo de agulha para 

aspiração folicular é o tamanho do bisel da agulha. Bols et al. (1997) testaram 

o efeito de diferentes pressões de vácuo (50, 70, 90, 110 e 130 mmHg) em 

agulha de 20G com bisel curto ou longo. Neste estudo, as agulhas de bisel 

longo promoveram maiores taxas de recuperação quando se utilizou a mesma 

pressão de vácuo. Uma das possíveis explicações poderia ser de que no 

momento da perfuração da parede folicular, agulhas mais afiadas (bisel longo) 

ocasionam menor pressão intrafolicular, reduzindo o risco de perda de fluído 

folicular entre a parede do folículo e a agulha (HORNE et al., 1996). 

 

4.2. Aspectos biológicos envolvidos na aspiração folicular 

Uma das grandes questões abordadas quando se utiliza a aspiração 

folicular são os efeitos colaterais, entre eles a sedação dos animais e a punção 

dos folículos, porém estes efeitos parece não traumatizar os animais ou causar 

qualquer outro sinal de estresse adicional, pois as medidas de progesterona 

plasmática sugeriram que a ciclicidade não é interrompida (VIANA et al., 

2004). Em outro estudo para verificar o efeito da punção na morfologia 

ovariana, Boni et al. (1997) aspiraram todos os folículos terciários (> 2 mm de 

diâmetro) dos ovários de vacas da raça Holandesa duas vezes por semana, 

com 3 ou 4 dias de intervalos durante 3 meses e abateram os animais após as 
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aspirações. Os autores observaram que a punção duas vezes por semana de 

todos os folículos terciários aboliu os ciclos estrais e levou a um aumento na 

freqüência da onda folicular sem aparentes efeitos negativos no trato 

reprodutivo e nos ovários (BONI et al., 1997). 

Da mesma forma, Galli et al. (2001) constataram que a OPU não teve 

nenhum efeito colateral, mesmo depois de duas aspirações por semana por 

mais de um ano, como foi o caso de algumas doadoras. Entretanto, esses 

mesmos autores relatam que em alguns casos, um endurecimento leve da 

superfície dos ovários pode ocorrer após vários meses de coletas repetidas. 

Além das lesões nos ovários outro problema observado após repetidas 

OPUs, foi que a partir da quinta sessão, se tornou cada vez mais difícil obter 

uma boa anestesia epidural, mesmo alternando o espaço intervertebral 

utilizado para infiltração anestésica e a diminuição da qualidade do bloqueio 

anestésico pode contribuir negativamente para a taxa de recuperação de 

oócitos em animais aspirados duas vezes por semana (VIANA et al., 2004). 

Trabalhos realizados indicam claramente que aspiração folicular 

transvaginal guiada por ultra-som induz e sincroniza a emergência da onda 

folicular subseqüente, e quando é realizada duas vezes por semana gera um 

maior número de folículos disponíveis e maior porcentagem de oócitos de grau 

1 e 2 quando comparado com o regime de uma vez por semana e esses 

resultados podem ser atribuídos à aspiração de um pool de folículos recrutados 

logo após a primeira aspiração e antes do estabelecimento da dominância 

folicular e regressão de folículos subordinados (GARCIA et al., 1998; GALLI et 

al., 2001). Já na aspiração folicular comercial tem se utilizado intervalos de 15 

dias entre as aspirações. 

Estudos comprovam que animais Bos taurus indicus apresentam 

naturalmente maior número de folículos por onda em relação a Bos taurus 

taurus (BLASCHI et al., 2004). Vacas Nelore produzem, em média, 25 oócitos 

por sessão de aspiração folicular, esta média de oócitos por sessão é 

aproximadamente quatro vezes maior à produção obtida por vacas de raças 

européias (RUBIN et al., 2004). Um aspecto bastante peculiar refere-se às 



MOTA, L.H.C.M. et al. Influência da somatotropina recombinante bovina (rbST) na produção in 
vitro de embriões em vacas leiteiras: uma revisão. PUBVET, Londrina, V. 6, N. 32, Ed. 219, 
Art. 1456, 2012.  
 

fêmeas capazes de produzir centenas de oócitos em uma única aspiração 

folicular. Há relatos de até 564 oócitos obtidos em um único procedimento 

(SANTOS et al., 2005). 

Cruz et al. (2009) encontraram taxa média de oócitos obtidos por OPU 

de 4,6 oócitos por sessão de fêmeas Bos taurus taurus (Devon) e 16,3 oócitos 

Bos taurus indicus (Nelore). Rubin et al. (2005) avaliando a influência do grau 

de sangue zebuíno na produção de oócitos relataram que para animais Bos 

taurus taurus da raça Aquitânica a média por sessão de aspiração foi de 3,7 

oócitos aspirados, já para animais Bos taurus indicus das raças Canchim e 

Nelore obtiveram 13,6 e 18,4 oócitos, respectivamente. 

A alta produção de oócitos da raça Nelore é um importante componente 

para explicar como a OPU associada a PIV se tornou a opção preferencial para 

produção de embriões no Brasil, porém para as raças européias como a 

Holandesa, ainda necessita-se de estudos para que esta opção seja mais 

disponibilizada comercialmente (PONTES et al., 2009). 

 

4.3. Maturação in vitro (MIV) 

O processo de maturação inclui todos os eventos que permitem ao 

oócito expressar seu potencial máximo de desenvolvimento após a fecundação. 

Nesse sentido, é uma das fases mais importantes da PIV, pois é nesse período 

que o oócito adquire capacidade para prosseguir nos próximos eventos 

(fertilização e cultivo in vitro) chegando até a fase de blastocisto (GOTTARDI; 

MINGOTI, 2009).  

Os oócitos aspirados dos folículos ovarianos não se encontram aptos a 

serem fecundados, sendo necessário passar por um processo de maturação 

envolvendo transformações que conferem ao oócito a capacidade de 

desenvolve-se até o estagio de blastocisto, composto por maturação nuclear e 

citoplamática (PEREIRA, 2010).  

A maturação nuclear consiste na habilidade do núcleo em progredir na 

meiose. Na maioria dos mamíferos, a meiose inicia-se durante a vida fetal 

após as células germinativas primordiais darem origem aos oócitos que entram 
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na primeira divisão meiótica (prófase I) e interrompem a meiose organizando 

seu núcleo em vesícula germinativa (VG) (VAN DEN HURK; ZHOU, 2005). Nos 

bovinos, em condições in vivo, o reinício da meiose ocorre após o pico pré-

ovulatório do hormônio luteinizante (LH), enquanto que in vitro inicia-se com a 

remoção do oócito do interior do folículo (GILCHRIST; THOMPSON, 2007). 

Esses eventos cessam o bloqueio meiótico mantido pelo mediador químico 

intracelular, a adenosina monofosfato cíclico (AMPc) presente no líquido 

folicular (VORONINA; WESSEL, 2003). Posteriormente, ocorre a quebra da VG, 

condensação dos cromossomos, formação do fuso bipolar, pareamento seguido 

da segregação dos cromossomos homólogos e extrusão do primeiro corpúsculo 

polar (CP) (SIRARD et al., 2006). Então, o oócito completa a primeira divisão 

meiótica e sofre nova parada em Meiose II até a fecundação ou ativação 

partenogenética.   

A maturação citoplasmática consiste em modificações de organelas no 

citoplasma do oócito, importantes para a fecundação e desenvolvimento pré-

implatacional (LEONI et al., 2007). Após estimulação hormonal ou retirada do 

oócito do folículo, as organelas passam por uma reorganização e a maioria 

migra para o centro (PEREIRA, 2010). Durante o crescimento do oócito há um 

aumento da taxa de mitose das células da granulosa, contidas no folículo, que 

irão diferenciar-se em células do cumulus (FAIR, 2003). Estas células estão 

ligadas por junções tipo gap, atuando na transferência de íons, metabólitos, 

aminoácidos, assim como podem modular a atividade transcricional do oócito, 

facilitando a penetração espermática durante a fecundação (DE LA FUENTE; 

EPPIG, 2001; FAIR, 2003). Por outro lado, os oócitos secretam fatores que 

induzem a proliferação e expansão das células do cumulus (CHAND et al., 

2006). Em oócitos imaturos, as células do cumulus estão compactadas e 

durante a maturação iniciam a secreção de ácido hialurônico o que causa a 

mucificação e separação das células, ocasionando a sua expansão (FULOP et 

al., 2003). In vivo essa expansão é induzida pela onda de LH e in vitro pela 

adição de soro ou hormônio folículo estimulante (FSH) no meio de maturação 

(GILCHRIST; THOMPSON, 2007). 
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As condições de maturação utilizadas na maioria dos laboratórios são o 

meio TCM-199 com sais de EARLE’S suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB) e gonadotrofinas (FSH e LH), em 5% de CO2 em ar a 38,5ºC por 

um período de 20-24h de incubação em estufas (GALLI et al., 2003). Neste 

período, os oócitos completam sua maturação com a extrusão do primeiro 

corpúsculo polar e podem então ser fecundados. Quando as condições de 

coleta e cultivo são ideais, cerca de 90% dos oócitos chegam à metáfase II 

(GALLI et al., 2003). 

Vários fatores afetam o sucesso da maturação in vitro de oócitos, tanto 

fatores intrínsecos quanto fatores específicos do ambiente de cultivo. Dentre os 

fatores externos, pode-se citar o meio de maturação propriamente dito, 

envolvendo composição, osmolaridade, pH, presença de soro e hormônios, e 

fatores do ambiente como temperatura, tensão de O2 e volume do meio 

(NAGAI, 2001). 

Vários estudos na tentativa de melhorar a eficiência da MIV vêm sendo 

realizados com a adição de diferentes substâncias ao meio. Meios padrões 

podem ser modificados de acordo com os protocolos de cada laboratório, 

podendo ser suplementados com fonte de energia como glicose e piruvato, 

fonte protéica como soro fetal bovino, macromoléculas sintéticas (álcool 

polivinílico-PVA) (RUSSELL et al., 2006) e fluído folicular bovino (FFB). Fatores 

de crescimento produzido pelas células foliculares durante o desenvolvimento 

do folículo tais como, fator de crescimento semelhante à insulina tipo-1 (IGF-

I), fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento fibroblástico 

(FGF) já foram testados durante a MIV. Trabalhos usando células foliculares, 

angiotensina II (Ang II) e IGF-I, obtiveram um incremento significativo no 

índice de desenvolvimento embrionário precoce (GIOMETTI et al., 2005). 

Estudos têm mostrado que quando oócitos são maturados em grupo 

apresentam maior taxa de blastocisto no dia sete (D7) do que quando são 

maturados individualmente (WARD et al., 2000). De fato Brum et al. (2005) 

relataram que a produção de blastocistos bovinos aumentou quando os oócitos 

foram maturados em grupos de 10 e 20 quando comparado com o grupo de 5 
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oócitos em uma proporção de 1:10, 1:5 e 1:1 ovócitos/µl. A quantidade de 

meio para cada oócito, durante a maturação, não afetou a clivagem ou a 

produção de blastocistos, porém a taxa de eclosão foi afetada quando o 

volume de 1µl de meio por oócito foi utilizada. 

A maioria dos estudos de maturação in vitro é realizada com CCOs 

obtidos de folículos com 2-8 mm de diâmetro, provenientes de ovários de 

matadouro. A origem dos ovários, coleta, seleção e manipulação do CCOs 

antes do início da maturação são minimamente descritos e, certamente, 

diferem entre laboratórios. Os dados experimentais obtidos em estudos, que 

buscam revelar algum efeito de determinadas substâncias sobre o 

desenvolvimento in vitro, são por muitas vezes difíceis de interpretar, devido a 

esta falta de informações da origem do material biológico (BEVERS et al., 

1997). Neste aspecto, a utilização de oócitos provenientes de OPU de animais 

com histórico conhecido é muito interessante e pode ser mais informativo 

quando se testa substâncias na PIV. 

 

4.4. Fertilização in vitro (FIV) 

O processo de fecundação do oócito envolve uma seqüência complexa 

de eventos. Inicialmente, o espermatozóide sofre um processo de capacitação 

e reação acrossômica (RA). Somente os espermatozóides capacitados 

conseguem se ligar aos receptores de zona pelúcida 2 (ZP2) e desta forma se 

preparem para a penetração da zona pelúcida (ZP) e fusão com a membrana 

plasmática do oócito. Posteriormente à ligação com a ZP2, os espermatozóides 

sofrem a RA e se ligam ao receptor de zona pelúcida 3 (ZP3) (SILVA, 1998). A 

penetração do espermatozóide no oócito ocorre após ação de enzimas 

liberadas na RA que digerem a ZP auxiliada pela sua motilidade. A fusão do 

espermatozóide com a membrana do oócito ocorre no espaço perivitelínico e 

desta forma o espermatozóide é incorporado ao citoplasma (FLESCH & 

GADELLA, 2000; GONÇALVES et al., 2001).  

Após a penetração do espermatozóide no citoplasma, o oócito é ativado 

respondendo, inicialmente, com a despolarização da membrana plasmática, 
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aumento das oscilações intracelulares de cálcio, exocitose dos grânulos 

corticais e síntese protéica (GONÇALVES et al., 2001). Com a finalidade de 

evitar a penetração de mais de um espermatozóide, ocorre o bloqueio primário 

ou vitelínico devido à rápida despolarização da membrana. O bloqueio 

secundário ocorre logo após, onde o conteúdo dos grânulos corticais, enzimas 

hidrolíticas, proteinases e peroxidases são liberadas em toda a superfície do 

oócito provocando a hidrólise parcial das proteínas da ZP (GONÇALVES et al., 

2001). 

Após a penetração espermática, o oócito retoma sua atividade 

metabólica e conclui a segunda divisão meiótica (MII), com a expulsão do 2º 

corpúsculo polar. Segue-se, então, a descondensação da cromatina haplóide 

do gameta masculino, ocorrendo a formação e aposição dos pronúcleos 

masculino e feminino e singamia (PALMA, 2001). Portanto, para que a FIV 

ocorra com sucesso, é necessário que os oócitos tenham sofrido a maturação 

completa, que os espermatozóides tenham sido apropriadamente preparados e 

que os mesmo se encontrem em um ambiente adequado (DODE et al., 2002). 

Dois meios são, em geral, utilizados para FIV, o meio base TALP e o 

meio base de Synthetic Oviductal Fluid (SOF) sem glucose. Esses são 

suplementados com concentrações variadas de heparina e outros fatores 

importantes para a motilidade e suporte do gameta masculino como a 

epinefrina, hipotaurina e penicilamina (PHE). Espermatozóides e oócitos são 

co-incubados por um período de 18-20h (GALLI et al., 2003) em temperatura 

de 39ºC, atmosfera de 5% de CO2 em ar e umidade saturada (GONÇALVES et 

al., 2001). 

Para a preparação do sêmen a ser utilizado na FIV, vários métodos têm 

sido descritos. Entre eles, pode-se citar a lavagem por centrifugação, 

gradientes de densidade, filtragem em coluna de fibra de vidro e migração 

ascendente. Os mais utilizados são gradiente de densidade utilizando Percoll e 

a migração ascendente, conhecida por swim-up (DODE et al., 2002). 

Resultados obtidos por Dode et al. (2002) mostraram que o gradiente 

de Percoll, lavagem e swim-up podem ser usados para preparar as amostras 
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de sêmen para fecundação in vitro. Porém, devido a maior porcentagem de 

espermatozóides móveis recuperados e o menor tempo necessário para sua 

realização, o método de Percoll é o mais utilizado para a preparação de 

espermatozóides bovinos a serem utilizados na FIV (PARRISH et al., 1995). 

Independentemente do método utilizado, os melhores resultados foram obtidos 

quando espermatozóides e oócitos foram co-incubados por 12h. No entanto, a 

prorrogação desse período em até 18h, não teve efeito negativo na taxa de 

fecundação e clivagem (DODE et al., 2002). 

 

4.5. Cultivo in vitro (CIV) 

Após a fecundação, os possíveis zigotos são transferidos para o meio de 

cultivo onde permanecem até atingirem o estágio de blastocisto. O meio de 

cultivo in vitro de embriões (CIV) deve atender suas exigências para que sua 

qualidade não seja comprometida. Esse período de desenvolvimento 

embrionário é marcado pelas primeiras clivagens, ativação do genoma 

embrionário no estágio entre 8 e 16 células, a compactação da mórula e a 

formação do blastocisto entre os dias 6 e 7 após a FIV, o qual envolve a 

diferenciação de dois tipos de células, o trofoectoderma e a massa celular 

interna (MCI). Nesse estágio, os embriões podem ser transferidos para o útero 

de fêmeas receptoras que levarão a gestação a termo (DODE; RUMPF, 2002).  

Assim como para a MIV, vários fatores afetam o sucesso do cultivo in 

vitro, principalmente fatores específicos do ambiente de cultivo. Considerando 

que a quantidade de estruturas com capacidade de desenvolver até o estágio 

de blastocisto depende do oócito e da MIV, a qualidade dos embriões 

produzidos é determinada pelas condições de cultivo. Dentre os fatores 

ambientais, pode-se citar o meio de cultivo propriamente dito envolvendo 

composição, osmolaridade, pH, presença de soro e outros como temperatura, 

tensão de O2 e volume do meio (DIESEL, 2010).  

Um sistema de cultivo adequado, que proporcione um maior 

desenvolvimento com melhor qualidade de embriões in vitro se tornou uma 

preocupação para a aplicação comercial dessa tecnologia. O meio mais 
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utilizado atualmente é o meio Synthetic Oviductal Fluid (SOF), entretanto, 

vários outros tem sido utilizados, tais como meio de cultivo celular 199 (TCM-

199), meio Ham`s F–10, CR1 e CR2, suplementados com substâncias 

energéticas, aminoácidos essenciais e não essenciais, e fontes protéicas tais 

como, soro fetal bovino (SFB), soro sintético quimicamente definido (SSS), 

albumina sérica bovina (BSA) e as macromoléculas como álcool polivinílico 

(PVA) ou polivinilpirrolidona (PVP) (DIESEL, 2010). O SFB vem aos poucos 

sendo substituído nos meios de cultivo pelas demais substâncias por ter sido 

considerado como o responsável por anormalidades fetais, placentárias, 

excesso de peso dos bezerros (síndrome do bezerro grande) e gerar distorcias 

(HOSHI, 2003).    

Estudos comparando a produção de embriões em presença de soro e 

BSA tem mostrado que apesar da qualidade dos embriões serem superiores na 

presença de BSA, as taxas de blastocistos são menores incluindo as taxas de 

eclosão (WANG et al., 1997; NEDAMBALE et al., 2004). 

Além disso, vários outros protocolos vem sendo empregados com o 

objetivo de mimetizar ao máximo as condições uterinas, melhorando a taxa de 

PIV dos embriões, incluindo co-cultivo com células somáticas, cultivo livre de 

células ou mesmo cultivo in vivo em ovidutos de ovelhas (GALLI et al., 2003). 

O efeito positivo dessa interação das células somáticas com o embrião está 

atribuído à secreção de fatores embriotróficos que favorecem o 

desenvolvimento embrionário. A composição do meio junto às fontes protéicas 

já citadas exerce um efeito na morfologia das células do embrião e na 

expressão de alguns genes (RIEF et al., 2002) 

 

5. Considerações Finais 

Apesar dos promissores resultados obtidos, existem ainda grandes 

variações envolvendo vários fatores, tais como, diferenças entre raças, período 

do ciclo estral, região, faixa etária e concentrações das doses utilizadas de 

rbST. Espera-se que o emprego do rbST, estimulando a síntese de IGF–1 na 
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produção in vitro de embriões bovinos, resulte em uma melhor taxa de 

produção de blastocistos viáveis, além de produzir um aumento na qualidade.  

Portanto, um maior e melhor entendimento das particularidades das 

espécies domésticas quanto às alterações hormonais e a dinâmica folicular é 

necessário para adequar o tratamento com rbST, visando uma melhoria na 

maturação folicular e conseqüentemente, melhora na produção in vitro de 

embriões. 
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