
 

 
 

 

LORENA LIMA FIRMINO 

 

 

 

 

EFICIÊNCIA DA PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES 

DE DOADORAS E TOUROS HOLÂNDES, GIR E 

GIROLANDO EM DIFERENTES ESTAÇÕES DO ANO 

 

 

 

 

 

 

LAVRAS-MG 

                                                    2024 



 

 
 

 

LORENA LIMA FIRMINO 

 

 

EFICIÊNCIA DA PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES DE DOADORAS E 

TOUROS HOLÂNDES, GIR E GIROLANDO EM DIFERENTES ESTAÇÕES 

DO ANO 

 

 

 

 

Dissertação apresentada à Universidade Federal 

de Lavras como parte das exigências do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Veterinárias, área de concentração em 

Reprodução Animal para obtenção de título de 

Mestre 

 

 

 

 

 

Prof. Dr. Nadja Gomes Alves 

Orientadora 

 

              

 

LAVRAS-MG 

                                                    2024 

 

 

 



 

 
 

        bbbbbbbbbbbbbbbbb bbbbbbbbbb  

 

Ficha catalográfica elaborada pelo Sistema de Geração de Ficha Catalográfica da 

Biblioteca Universitária da UFLA, com dados informados pelo(a) próprio(a) autor(a). 

 

         

         

   

Firmino, Lorena Lima. 

       Eficiência da produção in vitro de embriões de doadoras 

e touros Holandês, Gir e Girolando em diferentes estações do 

ano / Lorena Lima Firmino. - 2024. 

       68 p. : il. 

 

       Orientador(a): Nadja Gomes Alves. 

       

       Dissertação (mestrado acadêmico) - Universidade 

Federal de Lavras, 2024. 

       Bibliografia. 

 

       1. Blastocistos. 2. Raça. 3. Oócitos. I. Alves, Nadja 

Gomes. II. Título. 

   

       

         

 

O conteúdo desta obra é de responsabilidade do(a) autor(a)  
 



 

 
 

 

LORENA LIMA FIRMINO 

 

 

EFICIÊNCIA DA PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES DE DOADORAS E 

TOUROS HOLÂNDES, GIR E GIROLANDO EM DIFERENTES ESTAÇÕES 

DO ANO 

IN VITRO EMBRYO PRODUCTION EFFICIENCY FROM HOLSTEIN, GIR 

AND GIROLANDO DONOR COWS AND BULLS IN DIFFERENT SEASONS 

OF THE YEAR 

 

 

Dissertação apresentada à Universidade 

Federal de Lavras como parte das exigências 

do Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Veterinárias, área de concentração em 

Reprodução Animal para obtenção de título de 

Mestre. 

 

 

APROVADA em 17 de julho de 2023. 

Dra. Nadja Gomes Alves – Faculdade de Zootecnia e Medicina Veterinária - UFLA 

Dr. Renato Ribeiro de Lima – Instituto de Ciências Exatas e Tecnológicas - 

Departamento de Estatística - UFLA 

Dr. José Camisão de Souza – Faculdade de Zootecnia e Medicina Veterinária - UFLA 

Dr. Luiz Gustavo Bruno Siqueira – Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA – Gado de Leite) 

 

 

Prof. Dra. Nadja Gomes Alves 

                                                          Orientadora 

 

 

LAVRAS, MG 

                                                                 2024 

 

orientador(a). 



 

 
 

AGRADECIMENTOS 

À Deus eu agradeço por guiar meus passos e me permitir chegar até aqui. Aos meus 

familiares, deixo meus mais sinceros agradecimentos pelo constante apoio, orações e 

torcida. Ao meu esposo, por abraçar todos os meus sonhos e caminhar junto comigo, 

obrigada por todo companheirismo.  

Agradeço à Universidade Federal de Lavras pela estrutura ofertada e acolhimento 

durante todos esses anos, ao corpo docente da Faculdade de Zootecnia e Medicina 

Veterinária pelos ensinamentos e mentorias ao longo do processo. Agradeço também ao 

PPGCV e toda a coordenação do programa pela oportunidade de realizar meu mestrado, 

pelas orientações e apoio recebido.  

Agradeço à Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de Minas Gerais – 

FAPEMIG pela concessão de bolsa de estudos durante uma parte do período de 

Mestrado. 

À equipe do laboratório de produção in vitro de embriões bovinos – 

AGROOPEGEN de Pouso Alegre/Minas Gerais, em especial ao João Pedro Campos, 

sempre solícito, presente e paciente, e ao Felipe Costa Gonçalves pelo apoio, 

compreensão e acolhimento. Vocês foram parte fundamental do processo. 

À minha orientadora, Profa. Nadja Gomes Alves, não somente pela orientação, mas 

pela paciência, compreensão e amizade, agradeço ainda pela condução de todo o 

processo de realização do projeto, pela força de vontade em ajudar e incentivo constante, 

pelo exemplo de mulher, profissional e ser humano. 

Aos membros componentes da banca examinadora, Luiz Gustavo Bruno Siqueira, 

José Camisão de Souza pelas valiosas contribuições e, em especial, ao professor Renato 

Ribeiro de Lima pela realização das análises estatísticas. 

Aos meus colegas de equipe de pós-graduação, Rafael, Brenda, Letícia e Clara, 

pelas experiências trocadas, conselhos e ajuda fundamentais. A todos os membros do 

NUTRAN e alunos de iniciação científica, que tanto me auxiliaram. 

 

 

 

 



 

 
 

RESUMO GERAL 

 

O mercado da produção in vitro de embriões (PIVE) bovinos tem se expandido nos 

últimos anos, ultrapassando até mesmo os números da produção in vivo. A PIVE 

consiste na obtenção de oócitos de vacas in vivo, por meio da técnica de ovum-pick-up 

(OPU), maturação e fertilização dos oócitos e cultivo in vitro dos prováveis zigotos, que 

podem ser transferidos para receptoras ou criopreservados. Entretanto, muitos fatores 

podem interferir no sucesso da técnica, sejam estes relacionados à vaca doadora, ao 

touro, ao ambiente e aos processos laboratoriais. Este estudo tem como objetivo analisar 

alguns fatores que podem interferir nos resultados da PIVE de vacas leiteiras. O banco 

de dados analisado é proveniente de um laboratório comercial e incluiu informações 

relacionadas à 934 rotinas de PIVE. As informações contidas no banco de dados incluem 

os grupamentos genéticos da doadora e do touro, quais sejam, Holandês (HO), Gir e 

mestiços ¾ Holandês x Zebu (Girolando), fazenda, estação do ano em que foi realizada 

a OPU, nome do touro, número de oócitos viáveis, desnudos e irregulares coletados, 

maturados e cultivados, número de embriões clivados e número de embriões produzidos. 

Todas as sessões de OPU, assim como todas as rotinas de PIVE foram realizadas por 

um único técnico e em todas as rotinas foi utilizado sêmen sexado de fêmea. Os dados 

foram analisados por modelos lineares generalizados no software SAS (OnDmand for 

Academics, v.9.4) e efeito significativo foi assumido quando P < 0,05. O número total 

de oócitos obtidos foi de 12,57 ± 0,76; 18,11 ± 1,23; 20,85 ± 1,58 em doadoras HO, Gir 

e Girolando, respectivamente. Doadoras HO produziram menos (P<0,05) oócitos 

viáveis do que as doadoras Gir e Girolando. Doadoras HO produziram mais (P<0,05) 

oócitos viáveis no inverno (5,18 ± 0,47) do que na primavera (3,96 ± 0,40), verão (4,94 

± 0,57) e outono (4,18 ± 0,46), contudo, as estações do ano não influenciaram (P>0,05) 

o número de oócitos viáveis coletados de doadoras Gir e Girolando (Interação entre a 

raça da doadora e a estação, P<0,05). O grupamento genético do touro dentro da 

combinação grupamento genético da doadora x estação do ano influenciou a taxa de 

clivagem (TC, P<0,05) e de embriões produzidos em relação ao total de oócitos 

(P<0,05) e em relação a embriões clivados (P<0,05). A TC de embriões com genótipo 

HO x HO não diferiu (P>0,05) entre as estações do ano, contudo, a TC de embriões com 

genótipo HO X Gir foi maior (P<0,05) na primavera (58,31 ± 2,95%) do que no inverno 

(45,05 ± 2,54%). A TC de doadoras Girolando e a taxa de produção de embriões de 

doadoras Gir, no inverno, foram reduzidas (P<0,05) pela utilização de sêmen de touros 

do mesmo grupamento genético da doadora. As taxas de clivagem e de produção de 

embriões de doadoras HO e Gir variaram em função do touro utilizado na fertilização. 

Estes achados fornecem uma base para o desenvolvimento de estratégias personalizadas 

que maximizem o sucesso da técnica e, por conseguinte, aprimorem o desempenho 

reprodutivo e avanço genético dos rebanhos leiteiros.  

Palavras-chave: Blastocistos. Estação do ano. Oócitos. Raça. Taxa de clivagem.       

 



 

 
 

GENERAL ABSTRACT 

The market for in vitro production of bovine embryos (IVP) has expanded in 

recent years, surpassing even the figures for in vivo production. IVP consists of 

obtaining oocytes from cows in vivo, by means of the ovum-pick-up (OPU) technique, 

maturation and fertilization of oocytes, and in vitro culture of putative zygotes, which 

can be transferred to recipients or cryopreserved. However, many factors can interfere 

with the success of the technique, whether related to the donor cow, the sire, the 

environment, or laboratory procedures. This study aims to analyze some factors that 

may affect the outcomes of IVP in dairy cows. The analyzed database comes from a 

commercial laboratory and includes information related to 934 IVP routines. The 

database contained information about the genetic groups of the donor and sires, namely, 

Holstein (HO), Gir, and ¾ Holstein x Zebu crosses (Girolando), farm, season in which 

the OPU was performed, and numbers of viable, denuded, and irregular oocytes. 

Additionally, the numbers of matured, cultivated, cleaved, and total embryos produced 

were recorded. All OPU sessions, as well as all IVP routines were performed by a single 

technician, and sex-sorted-semen (female) was used in all routines. Data were analyzed 

by generalized linear models in SAS® software (OnDmand for Academics, v.9.4) and a 

significant effect was assumed when P < 0.05. The total numbers of oocytes were 12.57 

± 0.76, 18.11 ± 1.23, and 20.85 ± 1.58 from HO, Gir, and Girolando donors, respectively. 

HO donors produced fewer (P < 0.05) viable oocytes than Gir and Girolando donors. 

HO donors produced more (P < 0.05) viable oocytes in the winter (5.18 ± 0.47) than in 

the spring (3.96 ± 0.40), summer (4.94 ± 0.57), and autumn (4.18 ± 0.46) seasons; 

however, season did not influence (P > 0.05) the number of viable oocytes from Gir and 

Girolando donors (interactive effect between donor breed and season, P < 0.05). Sire 

genetic group within donor genetic group x season combination influenced the cleavage 

rate (CR, P < 0.05) and the production of embryos in relation to the total oocytes (P < 

0.05), and to the cleaved embryos (P < 0.05). The CR of HO x HO embryos did not 

differ (P > 0.05) between seasons; however, the CR of HO x Gir embryos was higher (P 

< 0.05) in the spring (58.31 ± 2.95%) than in the winter (45.05 ± 2.54%). The CR of 

Girolando donors and the embryo production rate of Gir donors in the winter were 

reduced (P < 0.05) by using semen from sires of the same genetic group as the donors. 

The cleavage and embryo production rates of HO and Gir donors varied depending on 

the bull used for fertilization. These findings provide a basis for the development of 

personalized strategies that maximize the success of the technique and, consequently, 

improve the reproductive performance and genetic progress in dairy herds. 

 

Keywords: Blastocysts. Seasons. Oocytes. Breed. Cleavage rate. 
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PRIMEIRA PARTE 

 

1  INTRODUÇÃO GERAL 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) bovinos tornou-se disponível no final da 

década de 1980 (PIETERSE et al., 1988), e desde então, seu crescimento foi constante, 

ultrapassando até mesmo o número de embriões produzidos in vivo (FERRÉ et al., 

2020). De acordo com a Sociedade Internacional de Tecnologia de Embriões (IETS, 

2019), 80% dos embriões bovinos transferidos no mundo advém da produção in vitro. 

No caso da pecuária leiteira, que tem grande importância na produção global de 

alimentos, o melhoramento genético se torna essencial, e neste caso, a PIVE se torna 

uma grande aliada. Associado ao crescimento da PIVE, novas biotecnologias da 

reprodução também se tornaram disponíveis, como o uso de sêmen sexado (JOHNSON, 

1995) e a seleção genômica (KASINATHAN et al., 2015; WELCH; JOHNSON, 1999), 

justificando ainda mais o seu uso.  

O uso da PIVE permite maior número de descendentes por vaca ao longo de sua 

vida (PONTES et al., 2009), ainda havendo otimização do uso do sêmen, pois é 

necessário um menor número de espermatozoides para produção de embriões 

(LACERDA et al., 2020), aumentando-se as chances de obtenção de indivíduos do sexo 

desejado. Contudo, mesmo com o avanço da técnica, a qualidade dos embriões 

produzidos permanece como um dos grandes desafios encontrados na PIVE. Observam-

se maior proporção de anormalidades cromossômicas, bem como menor número de 

células e expressão gênica anormal em embriões produzidos in vitro, levando à 

produção de bezerros de menor viabilidade (HANSEN, 2020).  

A produção e qualidade dos embriões produzidos estão sujeitas a limitações 

inerentes à técnica, como a redução da qualidade oocitária após a maturação in vitro 

(MIV). A MIV é uma fase determinante para o desenvolvimento embrionário até o 

estágio de blastocisto. Ademais, o uso de sêmen sexado pode influenciar na produção 

de embriões (DEJARNETTE et al., 2011), e, embriões produzidos in vitro também são 

menos tolerantes aos processos de congelação (RIZOS et al., 2008). Sobretudo, fatores 

como a habilidade dos técnicos que realizam a aspiração dos oócitos ou ovum pick-up 

(OPU) e os procedimentos laboratoriais podem influenciar os resultados. Estes fatores 
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em conjunto resultam em menores taxas de prenhez de embriões produzidos in vitro 

quando comparados a embriões produzidos in vivo (EALY; WOOLDRIDGE; 

MCCOSKI, 2019). Fatores inerentes aos animais, como a raça e o grupamento genético 

(GG) e a condição corporal da doadora, fertilidade do touro e qualidade do sêmen, tipo 

de sêmen (sexado ou não), bem como fatores relacionados ao ambiente, como o estresse 

térmico por calor, também podem influenciar a PIVE. 

Alguns autores relataram relação direta entre o número de oócitos totais e viáveis 

recuperados por sessão de OPU e a média de embriões produzidos (FERES et al., 2018; 

MONTEIRO et al., 2017). Em outro estudo essa relação não foi observada 

(WATANABE et al., 2018). Estas diferenças podem ser associadas ao GG da doadora, 

havendo a necessidade de mais estudos para entender a relação entre o número total de 

oócitos e de oócitos viáveis recuperados e a conversão em embriões in vitro. A hipótese 

do trabalho é que vacas taurinas produzem menor número de oócitos viáveis e, 

consequentemente, de embriões do que vacas zebuínas e mestiças, especialmente na 

primavera e no verão, devido aos efeitos do estresse térmico por calor. Além disso, é 

possível que o GG do touro utilizado na fertilização altere as taxas de clivagem e 

produção de embriões. Assim, os objetivos deste estudo foram, a partir de dados 

provenientes de laboratório comercial, verificar o desempenho de doadoras Holandês, 

Gir e mestiças ¾ Holandês x Gir nos resultados da PIVE e avaliar quais são os principais 

fatores que interferem no sucesso da PIVE, considerando, principalmente, a estação do 

ano e a contribuição do touro.  

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Principais fatores que determinam o sucesso da produção in vitro de embriões 

bovinos 

2.1.1 Fatores relacionados à doadora 

2.1.1.1 Grupo genético da doadora  

De forma geral, os resultados da PIVE são melhores em animais Bos taurus indicus 

do que em Bos taurus taurus (LACERDA et al., 2020). O número e a taxa de formação 

de blastocistos são maiores em Bos taurus indicus (NÁRVAEZ, 2020; SUDANO et al., 

2014), o que se deve, principalmente, a algumas particularidades entre as subespécies 
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no que se refere tanto a fatores metabólicos quanto endócrinos. Primeiramente, as vacas 

Bos taurus indicus têm maior contagem de folículos antrais (CFA) e maior concentração 

do hormônio antimülleriano (AMH) (BALDRIGHI et al., 2014). O AMH é sintetizado 

pelas células da granulosa dos folículos pré-antrais e é um importante biomarcador 

endócrino para a CFA e reserva ovariana (BARUSELLI et al., 2015). A CFA está 

intimamente associada ao maior número de oócitos viáveis e de melhor qualidade 

(BASTOS et al., 2010; SARTORI et al., 2016; SUDANO et al., 2014), e à produção de 

embriões (MONTEIRO et al., 201). A CFA é, portanto, um importante preditor da 

eficiência reprodutiva de uma vaca (MOROTTI et al., 2022) e seu uso na seleção de 

doadoras é altamente recomendado. Apesar da CFA ser de alta repetibilidade dentro do 

indivíduo (MONTEIRO et al., 2017), esta característica é altamente variável entre as 

fêmeas, podendo haver variações dentro de um mesmo grupo racial (WATANABE et 

al., 2018). Como vacas zebuínas têm CFA mais alta do que vacas taurinas, na maioria 

das vezes a recuperação de oócitos pela OPU ocorre em períodos aleatórios do ciclo 

estral e sem estimulação com hormônio folículo estimulante (FSH) (SIMMONS et al., 

2023). Em contrapartida, o uso da estimulação com FSH e a sincronização da 

emergência da onda folicular em vacas taurinas tem sido utilizado com intuito de 

aumentar as taxas de recuperação oocitária por sessão de OPU (BARUSELLI et al., 

2021).  

As concentrações plasmáticas de insulina, fator de crescimento semelhante à 

insulina 1 (IGF-1) e colesterol são significativamente maiores em Bos taurus indicus 

(SARTORI et al., 2016). A insulina e o IGF-1 juntos atuam como estimuladores das 

células da granulosa, que são responsáveis pela produção do estradiol e inibina, 

importantes no processo de desenvolvimento folicular e ovulação, enquanto o colesterol 

é um precursor da síntese de hormônios esteroides (SARTORI et al., 2016). Já as fêmeas 

Bos taurus taurus apresentam outras particularidades que implicam em menores taxas 

de sucesso na conversão de embriões, tanto in vivo quanto in vitro. Essas vacas ovulam 

seus folículos com diâmetro maior (BASTOS et al., 2010), formam corpos lúteos (CL) 

maiores (BALDRIGHI et al., 2015), e, apesar disso, as concentrações de progesterona 

(P4) e de estradiol na corrente sanguínea são baixas (SARTORI et al., 2016). A isto, se 

associam a alta metabolização hepática de hormônios esteroides nas vacas de alta 

produção de leite, principalmente Holandês, e ou a menor produção de esteroides pelos 

próprios folículos e CL (WATHES et al., 2003). Devido às diferenças entre vacas 
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taurinas e zebuínas, o seu cruzamento pode trazer benefícios no desempenho 

reprodutivo de doadoras. Segundo Lacerda et al. (2020), a média de oócitos e embriões 

viáveis por sessão de OPU de doadoras ½ Holandês x ½ Gir é maior em relação às 

doadoras Holandês e Gir separadamente. Resultados semelhantes também foram 

relatados por Pontes et al. (2010). Em vacas Gir, há maior abundância de proteínas 

plasmáticas associadas à gestação e à competência oocitária do que em taurinas (LOPES 

et al., 2017), o que implica em melhor desempenho na maturação oocitária e 

desenvolvimento embrionário.  

2.1.1.2 Idade da doadora 

A idade da doadora também é uma característica importante a ser considerada. 

Existem diferenças evidentes quanto ao tamanho, metabolismo, síntese de proteínas e 

competência citoplasmática de oócitos de bezerras pré-púberes e fêmeas adultas 

(SALAMONE et al., 2001). Fêmeas pré-púberes têm oócitos de menor qualidade e taxa 

média de blastocistos menor (REVEL et al., 1995). Como a competência oocitária está 

intimamente relacionada com o tamanho folicular e o estado hormonal da fêmea 

(LOONERGAN et al., 1994), folículos menores e a baixa concentração de hormônios 

reprodutivos nas fêmeas pré-púberes podem culminar em menor rendimento na PIVE. 

O desenvolvimento inicial de embriões de fêmeas pré-púberes também é complexo; há 

maior produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) e de glutationa, e aumento da 

expressão de DNA mitocondrial, indicando estresse oxidativo mais acentuado, que 

acarreta efeitos deletérios aos oócitos e embriões dessas fêmeas (MIZUNOE et al., 

2018; SAKATANI; KOBAYASHI; TAKAHASHI, 2004; TRAUT et al., 2022).  

Por outro lado, algumas diferenças também podem ser observadas quando se 

compara apenas vacas adultas de meia idade (4-6 anos) e vacas velhas (> 9 anos), como 

menor número de folículos ovarianos responsivos a gonadotrofinas exógenas, menor 

recuperação oocitária (NARANJO-CHACÓN et al., 2019), menor taxa de ovulação e 

menor número e qualidade dos embriões produzidos (ALVAREZ et al., 2018; LANDRY 

et al., 2016) em vacas mais velhas (> 9 anos). Estas diferenças na fertilidade de vacas 

mais velhas estão intimamente associadas ao esgotamento do número de oócitos da 

reserva folicular e a distúrbios endócrinos (ALVAREZ et al., 2018), afetando assim a 

qualidade oocitária e a subsequente fertilização. Contudo, a fertilização in vitro de 

oócitos de vacas a partir de nove anos de idade é possível de ocorrer, e apesar destas 

particularidades, alguns autores ainda relatam que pode haver melhora dos resultados 
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reprodutivos quando estas fêmeas são submetidas a protocolos de sincronização da 

ovulação (ALVAREZ et al., 2018; VIEIRA et al., 2014). 

2.1.1.3 Qualidade dos oócitos produzidos pela doadora 

A qualidade oocitária é definida pela capacidade dos oócitos de se desenvolverem 

até um embrião com potencial de implantação (RIENZI et al., 2012), sendo o principal 

fator que influencia na taxa de produção de blastocistos (LONERGAN et al., 2016). 

Diversos são os fatores que podem influenciar na qualidade oocitária nos bovinos, como 

as condições de manejo e de produção do gado (LYNC; MACMILLAN, 1996), a dieta 

(FOULADI-NASHTA et al., 2007), o estado nutricional (TORRES et al., 2015), 

situações de estresse metabólico, como cetose, balanço energético negativo e 

hipocalcemia (GU, LING et al., 2015), doenças (DICKSON et al., 2020), idade do 

oócito (MIAO et al., 2009), fase do ciclo estral e o status hormonal da doadora 

(MACHATKOVÁ et al., 1996) e a estação do ano (LOPEZ GATIUS; HUNTER, 2020).  

2.1.1.4 Estado nutricional e metabólico da doadora 

O estado nutricional das vacas pode ser determinado pelo peso corporal e o escore 

de condição corporal (ECC), influenciando diretamente a qualidade oocitária (TORRES 

et al., 2015). Vacas com ECC 2,5 - 3,5 (escala de 0 a 5 pontos) apresentam maior número 

de folículos por ovário (BEZDÍCEK et al., 2012), enquanto em vacas em situações de 

subnutrição o número de folículos em crescimento é menor e a qualidade oocitária é 

afetada negativamente (TORRES et al., 2015). Por meio de mudanças na dieta é possível 

induzir alterações de fatores humorais relacionados com as vias de sinalização endócrina 

e metabólica, as quais são essenciais ao funcionamento dos mecanismos reprodutivos 

dos ruminantes (SARTORI; SPIES; WILTBANK, 2017; TOMITA et al., 2023), como o 

desenvolvimento folicular e o desenvolvimento embrionário após a fertilização 

(ARMSTRONG et al., 2001). Portanto, há uma associação clara entre a nutrição e a 

fertilidade em fêmeas ruminantes (RABIEE et al., 2010; SANTOS et al., 2010). Sartori, 

Spies e Wiltbank (2017) em seu trabalho de revisão, mencionaram que a reprodução 

pode ser afetada pelos ingredientes da dieta, a ingestão dos alimentos, o número de 

refeições fornecidas ao dia ou mesmo o período (dias) de fornecimento de cada dieta.  

Em vacas e novilhas alimentadas com dietas de alto valor energético, mesmo que 

por períodos curtos, a foliculogênese é estimulada, há aumento no número de folículos 

(GONG JG et al., 2002), melhora na qualidade dos oócitos recuperados na OPU 
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(SALES et al., 2015) e maior concentração de insulina na circulação sanguínea 

(GARNSWORTHY et al., 2009; TOMITA et al., 2023). Ademais, em relação à taxa de 

blastocistos, alguns autores relataram efeitos prejudiciais de dietas de alto valor 

energético (SALES et al., 2015), enquanto outros não observaram este efeito (TOMITA 

et al., 2020). Contudo, vale ressaltar que o fornecimento de dietas com teor elevado de 

energia para vacas com ECC moderado a alto leva a efeitos negativos na fertilidade, 

como relatado por alguns autores (LEIVA et al., 2015; SALES et al., 2015; SARTORI 

et al., 2016). Assim, os benefícios das dietas de alto valor energético são observados 

principalmente em fêmeas com ECC baixo e em situações de subnutrição (ADAMIAK 

et al., 2005). Ademais, os benefícios encontrados na fertilidade de vacas recebendo 

dietas com alto valor energético variam de acordo com o estado metabólico da fêmea, 

com melhores resultados em Bos taurus taurus e, principalmente, nas vacas de alta 

produção de leite (SALES et al., 2015).  

O tipo de alimento concentrado fornecido, bem como a proporção forragem x 

concentrado na alimentação de ruminantes, também podem influenciar na reprodução 

(REED et al., 1997; SARTORI; SPIES; WILTBANK, 2017; SPIEKERS et al., 1991), 

visto que a proporção entre os tipos de ácidos graxos produzidos no rúmen pode diferir 

de acordo com a dieta fornecida, levando a alterações metabólicas e nos hormônios 

circulantes (SMITH et al., 2006). De acordo com um estudo realizado por Yaakub, 

Callaghan e Boland (1999), novilhas Bos taurus taurus alimentadas com polpa cítrica e 

polpa de beterraba produziram embriões de melhor qualidade e maior número de 

embriões transferíveis, em comparação a novilhas alimentadas com o concentrado de 

cevada. Reed et al. (1997) avaliaram o uso da cevada como fonte de concentrado na 

dieta de ruminantes na proporção de 50:50 (concentrado x forragem) e não perceberam 

alterações na produção de propionato no rúmen, contudo, a concentração sérica de 

insulina aumentou e nenhum efeito na reprodução foi observado.  

Em contrapartida, quando utiliza-se alimentos ricos em gordura como fonte de 

energia na dieta, diferenças nos tipos de ácidos graxos saturados presentes no fluido 

folicular são observadas (AARDEMA et al., 2013). Altas concentrações de ácidos 

graxos saturados no fluido folicular levam a baixa qualidade dos complexos cummulus 

oophorus (COCs) e baixo desenvolvimento subsequente in vitro (AARDEMA et al., 

2013), enquanto altas concentrações de ácidos graxos poliinsaturados melhoram a 

qualidade dos COCs, ajudam no processo de formação do CL e aumentam a 

https://raf.bioscientifica.com/view/journals/raf/3/2/RAF-21-0123.xml#bib2
https://raf.bioscientifica.com/view/journals/raf/3/2/RAF-21-0123.xml#bib2
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disponibilidade de precursores de hormônios esteroides e de prostaglandinas (ROCHE., 

2006). Ademais, a suplementação na dieta de ruminantes com alimentos ricos em ácido 

linoleico aumenta as concentrações circulantes de P4 e de colesterol (CORDEIRO et 

al., 2015) e ocasiona efeitos positivos na qualidade embrionária (CERRI et al., 2009; 

LOPES et al., 2009).  

A qualidade oocitária também pode ser prejudicada em vacas no início da lactação 

(SHEHAB-EL-DEEN et al., 2010), devido às alterações metabólicas que ocorrem 

comumente neste período, como o balanço energético negativo resultante da alta 

demanda nutricional para produção de leite relativa à ingestão de alimentos (POIRIER 

et al., 2020). Neste período há grande mobilização de gordura corporal para a produção 

de leite e mudanças na biossíntese de hormônios (ROTH et al., 2018), maior 

concentração de ácidos graxos não esterificados (AGNE) e corpos cetônicos no sangue, 

assim como maior ocorrência das endometrites (OSPINA et al., 2010). Devido as estas 

alterações, a composição do fluido folicular pode ser alterada (POIRER et al., 2020), 

apresentando maiores concentrações de AGNE (LEROY et al., 2004), ureia e colesterol 

total (VANHOLDER et al., 2005), bem como de corpos cetônicos (OPSONA et al., 

2010). Alterações na composição do fluido folicular são relevantes para a capacidade de 

desenvolvimento do oócito, que podem influenciar as taxas de maturação, fertilização e 

formação de blastocistos (LEROY et al., 2004). 

2.1.1.5 Fase do ciclo estral e status hormonal da doadora 

Em bovinos, o desenvolvimento folicular ocorre por meio de ondas de crescimento 

folicular (BAIRD, 1987), em ciclos de 21 dias, podendo variar de 2-4 ondas por ciclo 

estral (SAVIO; BOLAND; ROCHE, 1990). Em cada onda, folículos são recrutados ao 

crescimento, sendo que um torna-se dominante e inibe o crescimento dos demais pelo 

aumento de estrógeno e inibina (FORTUNE, 1994), levando à regressão e atresia dos 

folículos subordinados. Sobretudo, na última onda folicular de cada ciclo estral, ou seja, 

durante a onda ovulatória, a produção de estrógeno pelo folículo dominante acarreta no 

pico de liberação de hormônio luteinizante (LH), que é essencial para ocorrência da 

ovulação, luteinização das células da granulosa e formação do CL. Portanto, sabe-se 

que, mesmo em vacas saudáveis e com bom manejo nutricional, a fase do ciclo estral e 

as estruturas presentes no ovário no momento da OPU podem influenciar a qualidade 

oocitária (SIRARD; BLONDIN, 1996).   
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A presença de um folículo dominante (FD) no dia da OPU pode suprimir o 

crescimento dos folículos subordinados, resultando em atresia e oócitos de baixa 

qualidade (NEGLIA et al., 2011), menores taxas de blastocisto na PIVE, blastocistos 

com menor número total de células e com maior proporção de células apoptóticas 

(AZARI-DOLATABAD et al., 2023). Desta forma, é necessário que haja o equilíbrio 

entre as concentrações hormonais (relação E2 e P4) para que o oócito tenha competência 

de desenvolvimento e maturação final (AARDEMA et al., 2013). Contudo, alguns 

autores não relataram efeitos negativos da presença do FD na competência oocitária 

(SMITH et al., 1996).  

No caso do CL, alguns estudos relatam a sua relação com a contribuição na 

qualidade do oócito coletado (AZARI-DOLATABAD et al., 2022; HAJARIAN et al., 

2016; SUGULLE; DOCHI; KOYAMA, 2008). O CL é uma estrutura formada no ovário 

por meio da luteinização das células da granulosa remanescentes do folículo recém-

ovulado e é responsável pela síntese e secreção da P4, hormônio essencial no 

estabelecimento e manutenção da gestação (SARTORI et al., 2006). Concentrações 

aumentadas de P4 na circulação sanguínea durante o período de desenvolvimento de 

folículos antrais são geralmente associadas à melhora na qualidade oocitária, 

possivelmente pela supressão dos pulsos LH e encurtamento das ondas foliculares, o 

que acaba por evitar o envelhecimento do oócitos (FAIR; LONERGAN, 2012; 

WILTBANK et al., 2011). Ademais, outros autores descreveram tanto efeitos positivos 

(BOEDIONO et al., 1995; SAAD et al., 2019) quanto negativos (QUEZADA-

CASASOLA et al., 2020) da presença de CL; contudo, estes estudos foram realizados 

com ovários obtidos de abatedouro, com pouco ou nenhum conhecimento do histórico 

das doadoras. 

A presença de um CL no momento da coleta de oócitos está associado a melhora 

na qualidade oocitária e na competência de desenvolvimento in vitro em vacas Bos 

taurus taurus (RIZOS et al., 2008) e Bos taurus indicus (SAAD et al., 2019). Da mesma 

forma, SIMMONS et al. (2023) relataram que a presença de um CL ativo no dia da OPU, 

com a associação ou não de estimulação com FSH, foi relacionada a benefícios no 

desenvolvimento embrionário subsequente. Concentrações maiores de P4 no fluido 

folicular foram observadas em folículos próximos ao CL ativo comparadas às de 

folículos no ovário contralateral (ARGUDO et al., 2020; AZARI-DOLATABAD et al., 
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2023; BOEDIONO et al., 1995), implicando em oócitos de melhor qualidade e 

capacidade de desenvolvimento embrionário subsequente (ARGUDO et al., 2020). 

2.1.2 Fatores ambientais  

2.1.3.1 Estresse térmico 

O estresse térmico é uma reposta fisiológica e comportamental resultante das 

condições internas (estado metabólico) e externas (ambientais), como a temperatura e 

umidade relativa do ar, radiação solar, pressão atmosférica e velocidade do vento 

(ARIAS; MADER.; ESCOBAR, 2008). No estresse térmico por calor, tais fatores atuam 

no animal levando a alterações da temperatura corporal, que excede os limites 

fisiológicos devido a uma deficiência dos mecanismos de sudorese, fluxo sanguíneo e 

de frequência respiratória (ABDELATTY et al., 2018) de regular a temperatura, e 

manter a normotermia (MORREL, 2020). Os efeitos deletérios do estresse térmico por 

calor na reprodução dos bovinos vão depender muito da resposta individual (KHAN et 

al., 2020), todavia, observam-se, frequentemente, alterações na manifestação do cio 

(HUBER et al., 2020), inflamação uterina (BECKER; COLLIER; STONE, 2020), 

diminuição da taxa de prenhez (WOLFENSON; ROTH; MEIDAN, 2000), aumento de 

perda embrionária precoce (SAKATANI, 2017), abortos (BECKER; COLLIER; 

STONE, 2020) e diminuição do peso fetal e placentário (SUCCU et al., 2020), danos ao 

sistema imunológico (HUBER et al., 2020) e efeitos negativos na reserva ovariana da 

progênie (AKBARINEJAD; CHARAGOZLOU; VOJGANI, 2017).  

As condições climáticas influenciam diretamente o sucesso da PIVE e o 

desenvolvimento embrionário, pela sensibilidade dos oócitos às altas temperaturas 

(MACEDO et al., 2014). Na etapa de maturação, o oócito é altamente sensível às 

oscilações de temperatura (MOURA; LOPES, 2020). Em situações de estresse térmico 

induzido in vitro, por exemplo, há ativação tardia da resposta transcricional e 

comprometimento da maturação oocitária (SHEN et al., 2010), além de maior 

porcentagem de apoptose, bloqueio da meiose I para meiose II (ROTH; HANSEN, 

2005) e menos embriões conseguem chegar até o estágio de blastocisto (GENDELMAN 

et al., 2010). Ademais, em condições de cultivo in vitro, o estresse térmico pode ocorrer 

durante os processos de manipulação dos oócitos, zigotos e embriões, provocando 

alterações em microtúbulos e microfilamentos (RIVERA et al., 2004) e aumento na 

produção de EROS (SAKANANI et al., 2004), comprometendo a funcionalidade dos 
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oócitos (CAVALHARI et al., 2019) e levando a despolarização da célula devido ao 

amento no número de mitocôndrias lesadas (FORTUNE et al., 2004). Todavia, 

componentes como os fatores de crescimento no meio MIV podem melhorar as taxas de 

produção e a sobrevivência do embrião, por reduzir a taxa de apoptose (MOSS; 

PONTES; HANSEN, 2009). A IGF-1 é bastante utilizada nos meios de produção in vitro 

de embriões bovinos e seu uso na forma isolada ou combinada durante a MIV leva à 

expansão de células do COCs (SATRAPA et al., 2013), e por consequência, há aumento 

da síntese de esteroides nas células da granulosa e da teca, além de redução das taxas de 

apoptose oocitária (WASIELAK; BOGACKI, 2007), aumentando consequentemente a 

termotolerância do embrião (MEIYU; LIU; ROTH, 2015). 

Vacas Bos taurus taurus são mais sensíveis ao estresse térmico por calor 

(BERMAN et al., 1985) quando comparadas a vacas Bos taurus indicus, devido a sua 

menor capacidade de dissipação de calor para o ambiente (LOPES et al., 2012). 

Associado a isto, a alta taxa metabólica de vacas de alta produção (LOPES et al., 2014) 

também gera muito calor, tornando as vacas holandesas as mais susceptíveis ao estresse 

térmico por calor (FERREIRA et al., 2011). No verão, menores recuperação oocitária e 

produção de embriões em vacas Bos taurus taurus foram observadas (FERNANDES et 

al., 2014) e a qualidade do embrião também foi afetada negativamente (SILVA et al., 

2013). Em vacas Bos taurus indicus destinadas à produção de leite, os efeitos do estresse 

térmico por calor são menos acentuados devido às suas origens e aptidão produtiva, no 

entanto, a possibilidade de ocorrência de efeitos deletérios não deve ser excluída 

(AMNDSON et al., 2006). 

Em vacas leiterias de alta produção, há comprometimento na produção e liberação 

do hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH) e na concentração sanguínea dos 

hormônios FSH e LH (MEYU et al., 2017). Assim, a seleção e o desenvolvimento dos 

folículos ovarianos são prejudicados, desde os folículos primordiais até os pré-antrais 

(FAIR., 2003). Há prejuízos também na ovulação, formação do CL e na qualidade 

oocitária (LOPEZ GATIUS; HNTER, 2020; RAHMAN et al., 2018), influenciando a 

competência de desenvolvimento, maturação oocitária e demais fases da PIVE. Os 

efeitos prejudiciais advindos de deficiências de hormônios do sistema nervoso central 

podem se prolongar por até 60 dias, mesmo após a amenização da temperatura 

(BANDIGA et al., 1985). Efeitos residuais de natureza endócrina podem se prolongar 

até mesmo nos períodos de outono e inverno, dependendo da magnitude do estresse 
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térmico sofrido (WONLFESON et al., 2000), resultando em quedas nas taxas de 

blastocisto por até 105 dias após o estresse (TORRES et al., 2008). A baixa fertilidade 

no verão também pode ser explicada por alterações nos perfis bioquímicos (SHEHAB-

EL-DEEN et al., 2010) e aumento de ácidos graxos saturados não esterificados nas 

células da granulosa e no oócito (VANHOLDER et al., 2005). Tais mudanças alteram a 

permeabilidade da membrana e inibem a sobrevivência e a proliferação das células da 

granulosa (VANHOLDER et al., 2005), acarretando em prejuízos no número de oócitos 

recuperados (KATANANI et al., 2002), na qualidade e desenvolvimento oocitário 

(BERTOLDO et al., 2010).  

Considerando-se que o estresse térmico pode ocorrer pela junção de fatores 

ambientais, raciais e metabólicos, o cruzamento entre raças taurinas e raças mais 

adaptadas a climas quentes e de maior produção leiteira e a identificação de genes de 

termotolerância também podem ser opções para minimizar estes efeitos (HANSEN., 

2004; HASSAN et al., 2019), bem como o uso de antioxidantes na alimentação ou nos 

meios de cultivo (SHEHAB-EL-DEEN et al., 2010). Sobretudo, oócitos e embriões 

provenientes de doadoras zebuínas são mais resistentes ao estresse térmico por calor, 

que pode ocorrer em fêmeas a depender do manejo da fazenda, das instalações, dos 

fatores climáticos e estado metabólico (EBERHARDT et al., 2009; LOPES et al., 2003), 

tópico que será melhor abordado posteriormente. 

 

2.1.3 Fatores relacionados a técnica  

2.1.3.1 Ovum-pick up e intervalos entre a sessões 

O intervalo das sessões de OPU também pode influenciar a qualidade dos oócitos 

(NOLAN et al., 1998). A qualidade e a taxa de maturação oocitária são melhores quando 

a coleta de oócitos é realizada no intervalo de 3 a 4 dias, comparado a sessões realizadas 

em intervalos de 7 dias (MERTON et al.,2003; NAWAZ et al., 2022). Todavia, sessões 

realizadas a cada 14 dias também trazem bons resultados, principalmente, quando 

realizadas em associação com a sincronização da onda folicular (BLONDIN et al., 

2012), visto que a população folicular é aumentada e a taxa de recuperação oocitária é 

melhorada (FERRAZ et al., 2015), bem como o número de folículos de tamanho médio 

é maior (KONRAD et al., 2017) e a taxa de maturação oocitária é melhor (NAWAZ et 

al., 2022). Apesar de os estudos demonstrarem aumento na taxa de maturação e na 
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qualidade oocitária nos intervalos de OPU de 3-4 dias e de 14 dias, as taxas de clivagem 

e de formação de blastocistos permanecem inalteradas quando comparadas àquelas de 

OPU com intervalo de 7 dias (NAWAZ et al., 2022; PETYIM et al., 2003). 

O momento ideal de realização da OPU está associado ao tamanho do folículo e ao 

status de diferenciação folicular (SIRARD et al., 2018). O tamanho ideal dos folículos 

para realização da OPU é de 7-8 mm, quando estão em uma fase do desenvolvimento 

caracterizada por condições adequadas para o processo final de maturação (LUCIANO; 

SIRARD., 2018), resultando em melhores taxas de fertilização (VIEIRA et al., 2014) e 

produção de embriões viáveis (SENEDA et al., 2020). A frequência ideal de aspiração 

dos folículos depende de fatores como GG, idade da doadora, condição fisiológica e 

metabólica, balanço energético, CFA, histórico reprodutivo, sincronização da onda 

folicular e histórico de desempenho na superestimulação com FSH. Contudo, é 

importante salientar que sessões frequentes de OPU em uma mesma doadora podem 

ocasionar danos ao estroma ovariano devido às lesões comumente causadas nos vasos 

sanguíneos (BACKER et al., 1996), podendo levar a aderências ovarianas e 

comprometer o tempo de vida útil do ovário e a vida reprodutiva da fêmea doadora 

(VIANA et al., 2003). 

Por fim, o número e a qualidade dos oócitos recuperados por sessão de OPU podem 

ser influenciados pelo técnico que realiza a aspiração folicular (MERTON et al., 2003), 

a pressão de vácuo na bomba e o diâmetro da agulha utilizadas na aspiração (LOPES et 

al., 2006; MERTON et al., 2003), bisel e calibre da agulha (SASAMOTO et al., 2003; 

SOOM et al., 1997). O tipo de ultrassom usado também interfere na quantidade de COCs 

recuperados, pois aparelhos que permitem maior nitidez de imagem, permitem a 

visualização de mais folículos (SOOM; STOUT., 2018).  

2.1.3.2 Estresse oxidativo 

De forma geral, o metabolismo oxidativo desempenha papel fundamental no 

fornecimento de energia para os processos metabólicos das células e é de grande 

importância nos processos de maturação oocitária e desenvolvimento do embrião até o 

estágio de blastocisto (PANDEY et al., 2017). Cerca de 95% da adenosina trifosfato 

(ATP) utilizado neste período é gerado pelo metabolismo oxidativo (STRNEY; LEESE., 

2003). Todavia, durante este processo de fornecimento de energia, radicais livres são 

comumente formados como subprodutos, podendo haver formação das EROs e ou a 
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formação das espécies reativas de nitrogênio (ERNs) (SIES et al., 2017). Dentre as 

EROs, pode haver a formação de três tipos de radicais livres, o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) que tem alta capacidade de remoção de elétrons de outras moléculas (SIES, 

2017), o radical hidroxila - OH (GAVARIC et al., 2015) e o ânion superóxido - O2
-
 

(ARISTATILE et al., 2015) principalmente, enquanto, entre as RNS formadas, inclui-se 

principalmente o óxido nítrico - NO (ARISTATILE et al., 2015). 

As EROs são moléculas sinalizadoras que auxiliam na retomada da meiose em 

oócitos (DOWNS; MASTROPOLO, 1994), enquanto as ERNs desempenham papéis 

sinalizadores importantes na modulação da interação entre o oócito e o espermatozoide 

e durante o processo de desenvolvimento embrionário inicial (LOREN et al., 2017; 

PANDEY et al., 2010). Embora o metabolismo oxidativo e a formação de radicais livres 

desempenhem papeis importantes no mecanismo celular (CAJAS et al., 2020; LOREN 

et al., 2017; PANDEY et al., 2010), o equilíbrio entre a formação de radicais livres e a 

capacidade antioxidante das células é crucial para a manutenção da sua viabilidade (HE 

et al., 2016). O estresse oxidativo ocorre quando há acúmulo de radicais livres no 

interior da célula, seja pela produção exacerbada de EROS ou pela falta de componentes 

neutralizantes, e está entre as principais causas de prejuízos à competência de 

desenvolvimento do oócito (GUPTA; SEKHON; AGARWAL, 2010). Os radicais 

formados no processo oxidativo têm a capacidade de atravessar membranas celulares e 

podem inativar proteínas, desintegrar DNA, causar efeitos prejudiciais na atividade 

mitocondrial, na formação do fuso meiótico e na configuração da cromatina (HE et al., 

2016), levando a apoptose celular (GÉRIN; EL MOATASSIM; MENEZO, 2001). Como 

componentes neutralizantes, as enzimas antioxidantes, como glutationa peroxidase, 

catalase e superóxido dismutase (PANDEY et al., 2010) atuam reduzindo os danos 

celulares em oócitos bovinos e auxiliam na restauração da atividade mitocondrial, 

reduzindo a presença de gorduras saturadas, inibindo processos apoptóticos e 

reestabelecendo a estrutura de membrana das células (GUPTA; SEKHON; AGARWAL, 

2010).  

No caso da PIVE, os meios de cultivo podem ser uma importante fonte de EROS 

(SÁ, NAIZA AR et al., 2020), assim como o contato com o sêmen de menor qualidade, 

o ambiente inadequado da estufa, a concentração inadequada de gases e o contato com 

a luz (estresse fotodinâmico). Em geral, todos os processos que envolvem a manipulação 

dos oócitos podem influenciar nos resultados da PIVE (ARGAWAL et al.., 2006; 
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MARTÍN- ROMERO ET AL., 2008), principalmente quando não conduzidos da forma 

adequada. 

2.1.4 Fatores relacionados ao touro 

2.1.4.1 Touro 

O sêmen de touros utilizados na PIVE normalmente é criopreservado e proveniente 

de grandes centrais de inseminação artificial. No entanto, o potencial de fertilização do 

sêmen dos touros utilizados é altamente variável, influenciando diretamente nos 

resultados da PIVE (ADONA et al., 2022). Outro ponto importante a ser considerado é 

que a capacitação espermática, que normalmente ocorre no trato reprodutivo das fêmeas 

em situações naturais, deve ser mimetizada em situações in vitro com o uso de aditivos 

nos meios de fertilização. É essencial, portanto, a qualidade dos meios de fertilização 

utilizados na capacitação dos espermatozoides para o sucesso no processo de fertilização 

(JIN; YANG, 2017). Existem muitas variações nas taxas de fertilidade in vivo e in vitro 

entre touros relacionadas a diferenças na qualidade do sêmen (WATANABE et al., 

2017), ligadas ao perfil de expressão gênica (GOVINDARAJU et al., 2012) e à 

composição proteica do plasma seminal (GAVIRAGHI et al., 2010). A predição da 

fertilidade de touros consiste na avaliação de motilidade e morfologia dos 

espermatozoides (KHALIL et al., 2019), concentração espermática, análise 

morfofuncional por sondas fluorescentes, citometria de fluxo, testes de incubação e 

separação de espermatozoides (ARRUDA et al.,2015; KHALIL et al., 2019; 

RODRIGUEZ, 2007), bem como, na avaliação da taxas de prenhez e de blastocistos 

(ADONA et al., 2022).  

Outro ponto importante que deve ser levado em consideração sobre a contribuição 

do sêmen no sucesso da PIVE é que o número de espermatozoides por ejaculado e a 

motilidade espermática podem ser afetados pela idade do touro (BRITO ET AL., 2002), 

época de coleta do sêmen (MALAMA ET AL., 2017) e o intervalo (dias) entre as coletas 

de sêmen (EVERETT; BEAN., 1982). Portanto, as condições espermáticas dos touros 

em momentos específicos podem estar associadas a efeitos negativos na fertilização 

(ANIFANDES et al., 2014), afetando as taxas de clivagem (WARD et al., 2001) e de 

blastocistos (ADONA et al., 2022; FERES et al., 2018), além de poder influenciar no 

desenvolvimento embrionário inicial (CASTRO et al., 2016). Ademais, variações 

https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11250-022-03147-1#ref-CR2
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11250-022-03147-1#ref-CR17
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11250-022-03147-1#ref-CR25
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também podem ocorrer por diferentes partidas de sêmen e palhetas de um mesmo touro 

(ADONA et al., 2022). 

2.4.1.2 Tipo de Sêmen  

Uma das vantagens da utilização da PIVE está relacionada ao uso de sêmen sexado. 

O sêmen sexado de fêmeas, por exemplo, é bastante vantajoso, principalmente, na 

pecuária leiteira, minimizando os custos de recria e maximizando o retorno financeiro. 

Entretanto, o uso de sêmen sexado pode influenciar nos resultados de produção in vitro, 

principalmente pela menor motilidade e danos que podem ocorrer com os 

espermatozoides no processo de triagem (XU, J. et al., 2006). A fertilidade do sêmen de 

touros é menor in vivo e in vitro quando passam por um processo de triagem e separação 

por sexo (DEJARNETTE et al., 2011). 

Estes desafios relacionados à menor eficiência na PIVE podem ser atribuídos a 

maiores alterações encontradas em espermatozoides que passam pelo processo de 

triagem, como alterações de acrossoma, membrana plasmática (CARVALHO et al., 

2010; MOCE et al., 2006), mitocôndrias e na expressão gênica (PALMA., 2007; RATH 

et al., 2013). Também já foi identificada menor abundância de proteínas que participam 

dos processos de capacitação e fusão de gametas em espermatozoides separados por 

sexo (MOSTEK et al., 2020) e redução da taxa de clivagem em até 39% 

(TRAVNICKOVA et al., 2021), e por consequência, a formação de blastocistos também 

é afetada (BERJEMO-ALVAREZ et al., 2010). O uso do sêmen separado por sexo na 

PIVE pode resultar em embriões com maiores anormalidades cromossômicas, 

crescimento embrionário inicial mais lento e menor sobrevivência após processos de 

congelamento e descongelamento (MAGATA et al., 2021).  

3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os fatores que podem interferir na produção de embriões em bovinos são vastos. É 

importante se atentar não somente na escolha da doadora e do touro utilizado, mas 

também ao manejo nutricional adequado e ao conforto térmico destes animais. 

Sobretudo, é crucial conduzir de maneira criteriosa todas as etapas da PIVE para 

minimizar possíveis fatores estressores, desde o momento da OPU até as etapas 

laboratoriais. Nesse contexto, um estudo atualizado e sistemático sobre o desempenho 

de diferentes raças de doadoras e touros utilizados na PIVE se torna necessário, 
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juntamente com a identificação de como os fatores ambientais e laboratoriais podem 

afetar a produção de embriões.   
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Resumo 30 

A PIVE de bovinos desempenha papel fundamental no avanço genético dos 31 

rebanhos leiteiros. Todavia, muitos fatores podem interferir no sucesso da técnica, sejam 32 

estes relacionados à vaca doadora, ao touro e aos processos laboratoriais. Este estudo 33 

teve como objetivo identificar os principais fatores que interferem nos resultados da 34 

PIVE de vacas leiteiras. O banco de dados incluiu informações relacionadas à PIVE 35 

comercial de doadoras Holandês (HO; n= 393 doadoras; 575 rotinas), Gir (n= 156 36 

doadoras; 249 rotinas) e ¾ Holandês x Zebu (Girolando; n= 103 doadoras; 110 rotinas), 37 

bem como informações sobre o grupamento genético do touro, nome da doadora e do 38 

touro, estação do ano em que foi realizada a OPU, número de oócitos viáveis, desnudos 39 

e irregulares coletados, maturados e cultivados, número de embriões clivados e de 40 

embriões produzidos e dados dos técnicos que realizaram a seleção e a classificação dos 41 

oócitos. Todas as sessões de OPU e todas as rotinas para PIVE foram realizadas por um 42 

único técnico e em todas as rotinas foi utilizado sêmen sexado de fêmea. O número de 43 

oócitos coletados de doadoras HO (12,57 ± 0,76) foi menor (P<0,05) do que de doadoras 44 

Gir (18,11 ± 1,23) e Girolando (20,85 ± 1,58), mas não houve diferença (P>0,05) entre 45 

doadoras Gir e Girolando. O número de oócitos viáveis coletados de doadoras HO no 46 

inverno (5,18 ± 0,47) foi maior (P<0,05) do que na primavera (3,96 ± 0,40), verão (4,94 47 

± 0,57) e outono (4,18 ± 0,46), contudo, as estações do ano não influenciaram (P>0,05) 48 

o número de oócitos viáveis coletados de doadoras Gir e Girolando (Interação 49 

grupamento genético da doadora e a estação do ano, P<0,05). O grupamento genético 50 

do touro dentro da combinação grupamento genético da doadora x estação do ano 51 

influenciou a taxa de clivagem (TC, P<0,05) e de embriões produzidos em relação ao 52 

total de oócitos (P<0,05) e em relação a embriões clivados (P<0,05). A TC de embriões 53 

com genótipo HO x HO não diferiu (P>0,05) entre as estações do ano, contudo, a TC de 54 

embriões com genótipo HO X Gir foi maior (P<0,05) na primavera (58,31 ± 2,95%) do 55 

que no inverno (45,05 ± 2,54%). A TC de doadoras Girolando e a taxa de produção de 56 

embriões de doadoras Gir, no inverno, foram reduzidas (P<0,05) pela utilização de 57 

sêmen de touros do mesmo grupamento genético da doadora. As taxas de clivagem e de 58 

produção de embriões de doadoras HO e Gir variaram em função do touro utilizado na 59 

fertilização. Estes resultados oferecem novas perspectivas relacionadas à PIVE, as quais 60 

são essenciais para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes no uso da técnica.  61 

Palavras-chave: Blastocisto. Oócito. Raça. Sêmen sexado. Taxa de clivagem. 62 
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1. Introdução 63 

A pecuária leiteira é de grande importância para a produção de alimentos. Dentre 64 

as raças utilizadas mundialmente para produção de leite, destacam-se as de genótipo Bos 65 

taurus taurus, como a Holandês. Contudo, nos trópicos, é comum a produção de leite 66 

de animais Bos taurus indicus e mestiços devido à maior adaptabilidade destes ao 67 

ambiente e à menor susceptibilidade ao estresse térmico por calor [1, 2].  Em 68 

contrapartida, a capacidade produtiva em animais mais adaptados ao clima tropical 69 

ainda é relativamente baixa quando comparados à raça Holandês. Diante disso, faz-se 70 

necessário o uso de biotecnologias que proporcionem melhoramento genético dos 71 

rebanhos de animais mestiços e zebuínos.  72 

Nesse sentido, as tecnologias da reprodução assistida, como a produção in vitro de 73 

embriões (PIVE), desempenham papel fundamental no avanço da pecuária leiteira [3], 74 

principalmente pela possibilidade do uso do sêmen sexado [4] e seleção genômica [5]. 75 

O uso da PIVE permite que se obtenha maior número de descendentes por vaca ao longo 76 

de sua vida [6] e maior número de possíveis doadoras, uma vez que podem ser aspirados 77 

oócitos de bezerras pré-púberes [7,8], vacas cíclicas não gestantes, vacas prenhes até o 78 

primeiro trimestre de gestação e vacas no pós-parto [9], além de vacas com problemas 79 

anatômicos [10]. Ademais, a otimização do uso do sêmen, pois é necessário menor 80 

número de espermatozoides para produção de embriões [11], comparado ao número de 81 

espermatozoides nas palhetas utilizadas na inseminação artificial in vivo. 82 

Todavia, mesmo com o avanço da técnica, a qualidade dos embriões produzidos 83 

permanece como um dos grandes desafios encontrados na PIVE. A proporção de 84 

anormalidades cromossômicas, bem como a expressão gênica anormal são maiores em 85 

embriões de PIVE [12], ademais, os padrões de metilação do DNA são alterados, há 86 

maior acúmulo de lipídeos intracelulares que pode resultar na redução da viabilidade 87 

embrionária e menor criotolerância [13]. Estima-se que apenas 27% das vacas que 88 

recebem embriões provenientes da PIVE conseguem levar a gestação a termo e produzir 89 

um bezerro vivo [14]. Outras limitações também podem ser citadas, como inadequada 90 

maturação citoplasmática e redução da qualidade oocitária após a maturação in vitro 91 

(MIV) [15], fase que é determinante para o desenvolvimento até o estágio de blastocisto 92 

[14], problemas com os meios de maturação, fertilização e cultivo, principalmente em 93 

suas formulações e composições [15], menor produção de embriões quando se trata do 94 

uso do sêmen sexado [16] e menor tolerância dos embriões aos processos de congelação 95 
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[15], resultando em menor taxa de prenhez quando comparados a embriões produzidos 96 

in vivo [14].  97 

Fatores inerentes à execução da técnica também podem influenciar os resultados, 98 

como a habilidade dos técnicos que realizam a aspiração dos oócitos e os procedimentos 99 

laboratoriais [17]. Fatores inerentes aos animais, como a raça [11], a idade [8], e o estado 100 

nutricional das doadoras [18], características do touro e do sêmen [19] e fatores 101 

relacionados ao ambiente em que as doadoras são mantidas, como o estresse térmico 102 

por calor [20] também podem influenciar a PIVE de embriões. Portanto, a hipótese do 103 

trabalho é que vacas taurinas produzem menor número de oócitos viáveis e, 104 

consequentemente, de embriões do que vacas zebuínas e mestiças, especialmente na 105 

primavera e no verão, devido aos efeitos do estresse térmico por calor. Além disso, é 106 

possível que o GG do touro utilizado na fertilização altere as taxas de clivagem e 107 

produção de embriões. 108 

Desta forma, os objetivos deste estudo são, a partir de um banco de dados de 109 

laboratório comercial, comparar o número de oócitos fornecidos por vacas de diferentes 110 

grupamentos genéticos, analisar a contribuição do touro e o efeito da estação do ano nas 111 

taxas de clivagem e de produção de embriões. 112 

2. Material e métodos 113 

2.1  Banco de dados 114 

No presente estudo foram analisados dados de 934 sessões de aspiração folicular 115 

guiada por ultrassonografia (OPU) e subsequentes rotinas de PIVE realizadas entre 116 

outubro de 2019 a maio de 2022, em 27 fazendas localizadas no sul de Minas Gerais e 117 

norte de São Paulo, Brasil. O banco de dados foi cedido por um laboratório comercial 118 

de PIVE bovinos, situado em Pouso Alegre, MG, Brasil (Agroopegen).  119 

As informações contidas no banco de dados analisado incluíram fazenda, nome e 120 

grupamento genético da doadora, estação do ano em que foi realizada a OPU, nome e 121 

grupamento genético do touro utilizado na fertilização in vitro (FIV), bem como o 122 

número de complexos cumulus-oócitos (COCs) viáveis e irregulares e de oócitos 123 

desnudos obtidos de cada doadora em cada sessão de OPU e maturados in vitro (MIV), 124 

o número de embriões clivados no dia dois de cultivo in vitro (CIV) e o número de 125 

embriões produzidos no dia sete, de cada doadora. Todas as sessões de OPU, bem como 126 
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o processo laboratorial de PIVE, foram realizados por um técnico experiente, enquanto 127 

a seleção e classificação dos COCs nas fazendas foram realizadas por quatro técnicos. 128 

Os COCs foram obtidos de doadoras Holandês (HO, 393 doadoras em 575 rotinas 129 

de PIVE), Gir (GIR, 156 doadoras em 249 rotinas) e mestiças ¾ Holandês x Gir 130 

(Girolando, 100 doadoras em 110 rotinas). O sêmen utilizado nas rotinas foi de touros 131 

HO (n = 45 touros em 803 rotinas), Gir (n = 16 touros em 119 rotinas) e mestiços ¾ 132 

Holandês x Gir (n = 4 touros em 12 rotinas).  133 

2.2 Aspiração folicular, classificação e seleção de oócitos 134 

As aspirações foliculares foram realizadas em dia aleatório do ciclo estral por meio 135 

da técnica de OPU [22], usando ultrassom em modo B em tempo real, equipado com 136 

transdutor convexo de 7,5 MHz (Mindray DP 2200, Shenzhen, China). Folículos 137 

maiores que 2 mm de diâmetro foram aspirados com agulha descartável 20G conectada 138 

a um tubo falcon de 50mL contendo solução tampão fosfato salina (DMPBS, Biodux, 139 

Campinas, Brasil) e 125 UI/mL de heparina (Liquemine, Laboratório Roche, São Paulo, 140 

SP, Brasil) a 37°C. A OPU foi realizada com auxílio de uma bomba de vácuo (WTA, 141 

Cravinhos, Brasil) com pressão negativa de 90 mmHg. 142 

Imediatamente após a OPU, os COCs foram lavados com solução tampão fosfato 143 

salina (DMPBS, Biodux, Campinas, Brasil) com filtro de malha 100 micras e colocados 144 

em placas de Petri descartáveis de 60 mm de diâmetro contendo a mesma solução de 145 

lavagem. Os COCs foram visualizados usando microscópio estereoscópio e 146 

classificados quanto à sua qualidade em graus I, II, III, desnudos e irregulares, de acordo 147 

com a avaliação das células do cummulus e integridade do citoplasma, conforme 148 

descrito em [23] 149 

● Grau I: COCs compactos, mais de três camadas de células do cummulus e oócito 150 

com citoplasma homogêneo. 151 

● Grau II: COCs compactos com três ou menos camadas de células do cummulus, 152 

oócitos com citoplasma levemente heterogêneo. 153 

● Grau III: oócitos parcialmente desnudos, com ausência das células do cummulus 154 

em pelo menos 1/3 da superfície da zona pelúcida. 155 
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● Desnudos e/ou degenerados: oócitos sem células do cummulus na maior parte 156 

da superfície da zona pelúcida e ou vacuolização e encolhimento do citoplasma. 157 

● Irregulares: COCs que apresentam expansão das células do cummulus e ou 158 

citoplasma irregular. 159 

Os COCs viáveis (Graus I, II e III), bem como, COCs desnudos e irregulares foram 160 

utilizados. 161 

2.3 Produção in vitro de embriões 162 

Logo após classificação, os COCs foram transferidos para microtubos de 2 mL com 163 

500 µL de meio de maturação in vitro comercial (Cenatte Embriões, Pedro Leopoldo, 164 

Brasil) e cobertos com 250 µL de óleo de silicone (Quimesp, Guarulhos, SP). Em cada 165 

microtubo foram acondicionados no máximo 50 oócitos. Os microtubos foram 166 

gaseificados com uma mistura gasosa padrão (5% CO2, 5% O2 e 90% N2) antes de 167 

serem fechados e foram transportados para o laboratório em transportadora de oócitos 168 

(WTA, Cravinhos, Brasil) a 38,5 °C. Os procedimentos de MIV, FIV e CIV foram 169 

realizados de acordo com os padrões e protocolos da empresa comercial. De forma 170 

resumida, os microtubos com os COCs foram transferidos para uma incubadora ajustada 171 

a 38,5°C, 5,5% de CO2 e umidade saturada, onde deu-se continuidade à MIV. A MIV 172 

ocorreu por 24h, contadas a partir do momento que os COCs foram colocados nos 173 

microtubos. 174 

Os COCs maturados foram lavados três vezes em gotas de meio FIV (Tyrode’s 175 

albumin lactate piruvate; TALP; Cenatte Embriões, Pedro Leopoldo, Brasil) acrescido 176 

de heparina e PHE (Penicilamina, Hipotaurina e Epinefrina) e alocados em microgotas 177 

de 40 µL dispostas em placas de 35 mm, cobertas com óleo de silicone (Quimesp, 178 

Guarulhos, SP), previamente estabilizadas em incubadora por período overnight. Foram 179 

utilizadas doses de sêmen sexado para fêmea de touros Holandês, Gir e Girolando. As 180 

palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 45 segundos, seguido de 181 

centrifugação do sêmen a 2400 x G por 5 minutos e separação por gradiente com duas 182 

colunas Percoll (colunas de 200 µL de Percoll 45% e 200 µL de Percoll 90% dispostas 183 

em tubo tipo eppendorf de 1,5 mL). O pellet obtido após a centrifugação foi lavado em 184 
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1 mL de meio FIV e submetido a uma nova centrifugação a 300 x G por 2 minutos. O 185 

pellet foi retirado e o volume ajustado para atingir uma concentração da dose de 186 

inseminação de 2,0 x 106 espermatozoides/mL. A dose inseminante foi então adicionada 187 

às gotas de FIV e os gametas foram mantidos em co-cultivo por 18h em incubadora a 188 

38,5°C e 5% de CO2 e atmosfera umidificada. Os presumíveis zigotos foram desnudados 189 

e lavados três vezes em gotas de meio CIV (Cenatte Embriões, Pedro Leopoldo, Brasil) 190 

e, em seguida, cultivados em microgotas de 100 µL de meio CIV SOF (Synthetic oviduct 191 

fluid; Cenatte Embriões, Pedro Leopoldo, Brasil) suplementado com 5% de SFB, 192 

submersas em óleo de silicone, em placas de 35 mm, em atmosfera controlada a 38,5°C 193 

e 5,5 % CO2 e 5% O2 por 144 h. A avaliação da clivagem foi realizada em 48 h pós-194 

fertilização. A formação de blastocistos foi determinada em 168 h pós-fertilização, 195 

quando os embriões foram avaliados e classificados quanto ao estágio de 196 

desenvolvimento e qualidade morfológica de acordo com os padrões da International 197 

Embryo Transfer Society.  198 

2.4 Análise estatística 199 

As análises estatísticas foram realizadas por modelos lineares generalizados usando 200 

o procedimento GLIMMIX do software SAS (Statistical Analysis System, OnDmand 201 

for Academics). Os resultados são apresentados como lsmeans ± erro padrão da média 202 

e efeito significativo foi assumido quando P < 0,05.  203 

2.4.1 Número total de oócitos, número de oócitos viáveis e porcentagem de oócitos 204 

viáveis  205 

Inicialmente, as variáveis doadora, fazenda e técnico da seleção da OPU foram 206 

consideradas como efeitos aleatórios e as variáveis raça da doadora e estação do ano em 207 

que a OPU foi realizada e a interação raça da doadora x estação do ano como efeitos 208 

fixos. Como o efeito aleatório de técnico que selecionou os oócitos não foi significativo, 209 

este efeito foi desconsiderado nesta análise e nas posteriores. A interação raça da 210 

doadora x estação do ano foi mantida no modelo se significativa a P < 0,05. A 211 

distribuição de Poisson e função de ligação Log foi considerada na análise do número 212 

total de oócitos e número de oócitos viáveis. A distribuição binomial e função de ligação 213 

Logit foi considerada na análise da porcentagem de oócitos viáveis.  214 
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2.4.2 Taxas de clivagem e de produção de embriões 215 

2.4.2.1 Efeito da raça do touro 216 

As taxas de clivagem e de embriões produzidos em relação ao número total de 217 

oócitos maturados e a taxa de embriões produzidos em relação aos clivados foram 218 

analisadas considerando o efeito aleatório de doadora e os efeitos fixos de raça da 219 

doadora, estação do ano, interação raça da doadora x estação do ano e raça do touro 220 

dentro da interação raça da doadora x estação do ano. As covariáveis número de oócitos 221 

viáveis, desnudos e irregulares foram inicialmente consideradas na análise das taxas em 222 

relação ao total de oócitos maturados, porém o número de oócitos viáveis não foi 223 

significativo e foi removido do modelo. Os dados foram analisados considerando a 224 

distribuição binomial e função de ligação Logit.  225 

2.4.2.2 Efeito individual de touro 226 

A taxa de clivagem em relação ao número total de oócitos e taxa de embriões 227 

produzidos em relação ao total de oócitos maturados foram analisadas considerando o 228 

efeito aleatório de doadora, as covariáveis número de oócitos viáveis, desnudos 229 

irregulares e os efeitos fixos de raça da doadora, estação do ano, interação raça da 230 

doadora x estação do ano e touro dentro de raça da doadora. A covariável número de 231 

oócitos viáveis não foi significativa na análise da taxa clivagem e foi removida do 232 

modelo. Os dados foram analisados considerando a distribuição binomial e função de 233 

ligação Logit.  234 

3. Resultados  235 

3.1 Número total de oócitos, número de oócitos viáveis e porcentagem de oócitos 236 

viáveis  237 

O número total de oócitos obtidos de doadoras Holandês, Gir e Girolando foi de 238 

12,57 ± 0,76; 18,11 ± 1,23; 20,85 ± 1,58, respectivamente. Doadoras da raça Holandesa 239 

produziram menos oócitos (P<0,05) do que doadoras Gir e Girolando, contudo, não 240 

houve diferença (P>0,05) entre doadoras Gir e Girolando.  241 

A interação raça da doadora x estação do ano influenciou o número e a porcentagem 242 

de oócitos viáveis (Tabela 1). O número e a porcentagem de oócitos viáveis foram 243 

maiores (P<0,05) no inverno do que nas outras estações do ano na raça Holandesa. O 244 
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número de oócitos viáveis foi menor (P < 0,05) na raça Holandesa do que nas demais 245 

raças, em todas as estações do ano. Contudo, o número e a porcentagem de oócitos 246 

viáveis produzidos por doadoras Gir e Girolando não diferiu (P>0,05) entre as estações 247 

do ano.  248 

A porcentagem de oócitos viáveis obtidos de vacas Holandesas na primavera foi 249 

menor do que a obtida de vacas Girolando (P<0,05), mas não diferiu (P>0,05) da 250 

observada em vacas Gir. Ademais, no inverno, menor porcentagem de oócitos viáveis 251 

foram obtidos de vacas Holandesas do que de vacas Gir (P<0,05), mas a porcentagem 252 

de oócitos viáveis de vacas Girolando não diferiu (P>0,05) das demais. 253 

Tabela 1 - Número e porcentagem de oócitos viáveis coletados de vacas leiteiras 254 

nas estações do ano (lsmeans ± erro padrão)  255 

 Oócitos viáveis 

Raça da doadora Primavera Verão  Outono  Inverno 

Holandês 
3,96 ± 0,40aA 

 

4,94 ± 0,57aA 

 

4,18 ± 0,46aA 

 

5,18 ± 0,47bA  

 

Gir 
8,88 ± 1,24aB 

 

8,34 ± 0,85aB 

 

8,46 ± 0,93aB 

 

10,28 ± 1,13aB 

 

3/4 Girolando 
11,88 ± 1,88aB 

 

10,84 ± 2,19aB 

 

9,31 ± 1,74aB 

 

10,10 ± 1,24aB 

 

  % de oócitos viáveis 

Holandês 
34,37 ± 2,8aA 

(798/2058) 

39,07 ± 3,27aA 

(592/1512) 

35,79 ± 3,09aA 

(516/1248) 

42,07 ± 2,68bA 

(2083/4610) 

Gir 
51,07 ± 4,52aAB 

(360/706) 

50,31 ± 2,98aA 

(1057/1983) 

50,67 ± 3,47aA 

(532/956) 

58,97 ± 3,32aB 

(600/1131) 

Girolando 
63,13 ± 5,18aB 

(324/489) 

46,06 ± 5,34aA 

(193/390) 

46,74 ± 5,09aA 

(321/612) 

50,99 ± 3,65aAB 

(855/1679) 

 256 
ab Resultados seguidos de letras minúsculas diferentes nas linhas denotam diferenças entre as 257 
estações do ano em uma mesma raça de vacas doadoras (P<0,05) no teste de Tukey-Kramer. 258 
 259 
AB Resultados seguidos de letras maiúsculas diferentes nas colunas denotam diferenças entre as raças 260 
de vacas doadoras em uma mesma estação do ano (P<0,05) no teste Tukey-Kramer.  261 
 262 
n= número de oócitos viáveis em relação ao número total de oócitos 263 

 264 
 265 
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3.2 Taxas de clivagem e de produção de embriões 266 

Na análise das taxas de clivagem e de produção de embriões em relação ao total de 267 

oócitos e em relação ao número de embriões clivados observou-se efeito da raça do 268 

touro dentro da interação raça da doadora x estação do ano (P<0,05). A taxa de clivagem 269 

de embriões Holandês foi maior na primavera do que no inverno (P<0,05, Tabela 2). Ao 270 

considerar a raça do touro, observou-se que a taxa de clivagem de embriões com 271 

genótipo Holandês x Holandês não diferiu entre as estações do ano, no entanto, maior 272 

taxa de clivagem de embriões com genótipo Holandês x Gir foi observada na primavera 273 

do que no inverno (P<0,05, Tabela 2). Todavia, mesmo com as variações na taxa de 274 

clivagem, não houve diferença (P>0,05) entre as estações do ano nas taxas de produção 275 

de embriões em relação ao total de oócitos (Tabela 3) e em relação ao número de 276 

embriões clivados (Tabela 4) em ambos os genótipos. 277 

Maior (P<0,05) taxa de clivagem de embriões Gir foi observada no inverno do que 278 

na primavera e no verão. Considerando a raça do touro utilizado na fertilização, 279 

observamos que no genótipo Gir x Holandês a taxa de clivagem foi maior (P<0,05) no 280 

outono do que na primavera (Tabela 2), enquanto a taxa de embriões produzidos em 281 

relação ao total de oócitos foi maior (P<0,05) no verão do que na primavera (Tabela 3). 282 

No genótipo Gir x Gir a maior (P<0,05) taxa de clivagem foi observada no inverno do 283 

que no verão (Tabela 2), mas não houve diferença nas taxas de embriões produzidos 284 

entre as estações do ano (Tabelas 3 e 4). Ademais, a produção de embriões em relação 285 

ao total de oócitos e em relação ao número de embriões clivados no inverno foi menor 286 

(P<0,05) quando os oócitos de doadoras Gir foram fertilizados com sêmen de touro Gir 287 

do que quando fertilizados com sêmen de Holandês, sugerindo um efeito da raça do 288 

touro utilizado da fertilização (Tabelas 3 e 4). 289 

A taxa de clivagem de embriões Girolando foi maior no outono do que na primavera 290 

e inverno (P<0,05, tabela 2). Ao considerara a raça do touro utilizado na fertilização, 291 

verificamos que a taxa de clivagem de embriões com genótipo Girolando x Holandês 292 

foi maior (P<0,05) no outono do que na primavera, enquanto a de embriões com 293 

genótipo Girolando x Girolando não diferiu (P<0,05) entre as estações. A taxa de 294 

clivagem no inverno foi maior (P<0,05) quando oócitos de doadoras Girolando foram 295 

fertilizados com sêmen de Holandês do que quando fertilizados com sêmen de 296 

Girolando. Entretanto, a taxa de embriões produzidos em relação ao total de oócitos e 297 



 

53 
 

em relação ao número de embriões clivados não diferiram (P<0,05) entre as estações do 298 

ano, em ambos os genótipos.  299 

Tabela 2 - Efeito da estação do ano e da combinação raça do touro x estação do ano na 300 

taxa de clivagem em relação ao total de oócitos (lsmeans ± erro padrão)  301 

Raça da doadora Primavera Verão Outono Inverno 

Holandês 
55,59 ± 2,07aA 

(1039/2058) 

52,87 ± 2,36abA 

(811/1512) 

52,14 ± 2,39abB 

(706/1248) 

44,95 ± 1,69bB 

(2108/4610) 

Gir 
39,96 ± 3,96bB 

(308/706) 

43,82 ± 2,93bA 

(978/1983) 

47,13 ± 4,35abB 

(475/956) 

59,38 ± 2,98aA 

(612/1131) 

3/4 Girolando 

45,56 ± 

4,33bAB 

(244/489) 

48,13 ± 10,41abA 

(47/107) 

68,08 ± 3,86aA 

(395/612) 

36,79 ± 3,89bB 

(870/1679) 

Raça do touro x 

Raça da doadora 
    

Holandês x 

Holandês 
52,85 ± 2,22a 

(686/1462) 

52,87 ± 2,36a 

(811/1512) 

52,14 ± 2,39a 

(706/1248) 

44,85 ± 1,68a 

(1530/3397) 

Holandês x Gir 58,31 ± 2,95a 

(353/596) 

- - 45,05 ± 2,54b 

(578/1213) 

Gir x Holandês 39,96 ± 3,96b 

(308/706) 

50,03 ± 2,33 ab 
(858/1724) 

55,56 ± 2,88a 

(397/780) 

52,80 ± 3,44ab 

(440/835) 

Gir x Gir - 37,78 ± 5,14b 

(120/259) 

38,86 ± 7,59bc 

(78/176) 

65,64 ± 4,48ac 

(172/296) 

Girolando x 

Holandês 

45,56 ± 4,33b 

(244/489) 

 68,08 ± 3,86a 

(395/612) 

52,05 ± 

2,95abA 

(807/1395) 

Girolando x 

Girolando 
- 48,13 ± 10,41a 

(47/107) 

- 23,07 ± 5,50aB 

(63/284) 

ab Resultados de doadoras de uma mesma raça seguidos de letras minúsculas diferentes em uma linha 302 
denotam diferenças entre as estações do ano (P<0,05) no teste de Tukey-Kramer. 303 

AB Resultados de doadoras de uma mesma raça seguidos de letras maiúsculas diferentes em uma coluna 304 
denotam diferenças entre a raça do touro utilizado na fertilização (P<0,05) no teste Tukey-Kramer 305 

n= número de embriões clivados em relação ao número total de oócitos maturados 306 

 307 

 308 

 309 

 310 

 311 

 312 
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Tabela 3. Efeito da estação do ano e da combinação raça do touro x estação do ano na 313 

taxa de embriões produzidos em relação ao total de oócitos (lsmeans ± erro padrão) 314 

Raça da doadora Primavera Verão  Outono  Inverno 

Holandês 
9,72 ± 1,05a 

(315/2058) 

11,84 ± 1,45a  

(245/1512) 

11,79 ± 1,39a 

(207/1248) 

10,96 ± 0,96a 

(684/4610) 

Gir 
8,42 ± 1,81a 

(85/706) 

16,81 ± 2,15a 

(445/1983) 

15,47 ± 3,05a 

(183/956) 

14,31 ± 1,92a 

(225/1131) 

3/4 Girolando 
15,69 ± 2,87a 

(113/489) 

7,05 ± 4,48a 

(10/107) 

11,07 ± 2,54a 

(87/612) 

8,87 ± 1,95a 

(327/1679) 

Raça da doadora x 

Raça do touro 

    

Holandês x Holandês 8,18 ± 0,99 a 

(187/1262) 

11,84 ± 1,45a 

(245/1512) 

11,79 ± 1,40a 

(207/1248) 

9,22 ± 0,57a 

(454/3397) 

Holandês x Gir 11,52 ± 1,58a 

(128/596) 

- - 12,97 ± 1,49a 

(230/1213) 

Gir x Holandês 8,42 ± 1,81b 

(85/706) 

19,31 ± 1,97a 

(392/1724) 

14,63 ± 1,88 ab 

(149/780) 

17,80 ± 2,57abA 

(162/835) 

Gir x Gir - 14,58 ± 3,46a 

(53/259) 

16,34 ± 5,81a 

(34/176) 

11,41 ± 2,49aB 

(63/296) 

Girolando x Holandês 15,69 ± 2,87a 

(113/489) 

 11,07 ± 2,54a 

(87/612) 

12,29 ± 1,69a 

(303/1395) 

Girolando x 

Girolando 

- 7,50 ± 4,48a 

(10/107) 

- 6,33 ± 2,69a 

(24/63) 

 

ab Resultados de doadoras seguidos de letras minúsculas diferentes em uma linha denotam diferenças 315 
entre as estações do ano (P<0,05) no teste de Tukey-Kramer. 316 

AB Resultados de doadoras de uma mesma raça com letras maiúsculas diferentes em uma coluna 317 
denotam diferenças entre a raça do touro utilizado na fertilização (P<0,05) no teste Tukey-Kramer 318 

n= número de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos maturados 319 

 320 

 321 

 322 

 323 

 324 

 325 

 326 

 327 
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Tabela 4. Efeito da estação do ano e da combinação raça do touro x estação do ano na 328 

taxa de embriões produzidos em relação ao número de embriões clivados (lsmeans ± 329 

erro padrão) 330 

Raça da doadora Primavera Verão Outono Inverno 

Holandês 
20,30 ± 2,07aB 

(315/1039) 

27,23 ± 2,76 aB 

(245/811) 

25,24 ± 2,70aA 

(207/706) 

23,37 ± 1,92aA 

(684/2018) 

Gir 
24,71 ± 4,29abAB 

(85/308) 

44,49 ± 4,26aA 

(445/978) 

37,82 ± 6,02abA 

(183/475) 

22,74 ± 3,11bA 

(225/612) 

3/4 Girolando 
38,56 ± 2,87aA 

(113/244) 

15,58 ± 

8,60aAB 

(10/47) 

17,49 ± 3,71aA 

(87/396) 

27,59 ± 5,43aA 

(327/870) 

Raça da doadora 

x raça do touro 

    

Holandês x 

Holandês 

18,11 ± 2,18  

(187/686) 

27,23 ± 2,76  

(245/811) 

25,24 ± 2,79  

(207/706) 

21,63 ± 1,74  

(454/1530) 

Holandês x Gir 22,68 ± 9,96  

(128/353) 

- - 25,21 ± 3,02  

(230/578) 

Gir x Holandês 24,71 ± 4,29  

(85/308) 

43,87 ± 3,39  

(392/858) 

30,77 ± 3,51  

(149/397) 

35,23 ± 3,83 A 

(162/440) 

Gir x Gir - 45,11 ± 7,77  

(53/120) 

45,42 ± 1,58  

(34/78) 

13,74 ± 3,57 B 

(63/172) 

Girolando x 

Holandês 

38,56 ± 5,66  

(113/244) 

 17,49 ± 3,71  

(87/395) 

24,92 ± 3,09  

(303/807) 

Girolando x 

Girolando 

- 15,58 ± 8,60  

(10/47) 

- 30,43 ± 10,98  

24/63) 

 

ab Resultados de doadoras seguidos de letras minúsculas diferentes em uma linha denotam diferenças 331 
entre as estações do ano (P<0,05) no teste de Tukey-Kramer. 332 

AB Resultados de doadoras de uma mesma raça com letras maiúsculas diferentes em uma coluna 333 
denotam diferenças entre a raça do touro utilizado na fertilização (P<0,05) no teste Tukey-Kramer 334 

n= número de embriões produzidos em relação ao número total de oócitos maturados 335 

 336 

Por fim, outro resultado encontrado em nosso estudo foi o efeito individual do touro 337 

(P<0,05) dentro da raça da doadora. A taxa de clivagem e a taxa de produção de embriões 338 

em relação ao número de oócitos maturados de doadoras Holandês e Gir variaram em 339 

função do touro utilizado na fertilização (Figuras 1-4). 340 

 341 
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 342 

Figura 1. Taxa de clivagem de embriões em relação ao número de oócitos de 343 

doadoras Holandês fertilizados com sêmen   de diferentes touros das raças 344 

Holandês e Gir 345 

 346 

 347 

Figura 2. Taxa de clivagem de embriões em relação ao número de oócitos de 348 

doadoras Gir fertilizados com sêmen de diferentes touros das raças Holandês e 349 

Gir 350 

 351 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

2 9 16 26 36 39 47 55 61 64 66 68 113 128 69 75 127

Ta
xa

 d
e 

cl
iv

ag
em

/t
o

ta
l d

e 
o

ó
ci

to
s 

 

Touro

Taxa de clivagem de embriões de doadoras Holandês

Touro Touro 
Gir

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

1
3

2
6

3
0

3
6

4
7

5
4

5
5

5
7

6
1

6
4

6
8

7
2

9
2

9
3

1
1

3
1

1
6

1
3

5
1

4
5

7
8

9
1

1
1

1
1

1
7

1
3

2
1

3
3

1
3

4
1

5
1

1
5

2

Ta
xa

 d
e 

em
b

ri
õ

es
/t

o
ta

l d
e 

o
ó

ci
to

s

Touro

Taxa de clivagem de embriões de doadoras Gir

Touro 
Holandês

Touro 
Gir



 

57 
 

 352 

Figura 3. Taxa de embriões produzidos em relação ao número de oócitos de 353 

doadoras Holandês fertilizados com sêmen de diferentes touros das raças 354 

Holandês e Gir 355 

 356 

 357 

Figura 4 - Taxa de embriões produzidos em relação ao número de oócitos de 358 

doadoras Gir fertilizados com sêmen de diferentes touros das raças Holandês e 359 

Gir 360 
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4. Discussão 361 

Um dos principais focos deste estudo foi analisar o desempenho das raças de vacas 362 

leiteiras na PIVE, uma vez que se dispunha de um banco de dados de laboratório 363 

comercial de PIVE em larga escala e três grupos genéticos diferentes: Holandês, Gir e 364 

Girolando (Bos taurus x Bos indicus). Muitos autores relataram diferenças importantes 365 

nas características reprodutivas em vacas de diferentes genótipos [24-26]. Diferenças 366 

no tamanho dos folículos ovulados [26], tamanho do corpo lúteo, concentração de 367 

hormônios esteroides [24,27], número de folículos antrais e qualidade oocitária [25,28] 368 

e termotolerância oocitária [29, 31] foram descritas. Contudo, fatores ligados às 369 

condições de manejo da fazenda, como as instalações [31], bem como o estado 370 

nutricional da doadora [18] e o estresse térmico por calor [31] podem comumente 371 

influenciar a qualidade oocitária [32-33], e, consequentemente, os resultados da PIVE 372 

[33].  373 

As doadoras da raça Holandesa forneceram menos oócitos em comparação às 374 

doadoras Gir e Girolando. Esses resultados eram esperados, uma vez que nas raças 375 

taurinas a contagem folicular antral (CFA) é menor em relação às raças zebuínas [23]. 376 

A CFA está relacionada com a maior concentração do hormônio antimuleriano (AMH) 377 

nas raças zebuínas [26], que fornecem maior número de oócitos, bem como oócitos de 378 

melhor qualidade [26, 34, 36]. As doadoras Girolando forneceram mais oócitos do que 379 

as Holandesas, o que pode ser explicado pelo efeito da heterose entre o cruzamento de 380 

grupos raciais diferentes [36], embora os maiores efeitos da heterose sejam observados 381 

em fêmeas 1/2 Holandês x zebu [37], [8].  382 

Interação entre a raça da doadora e a estação do ano foi observada no número de 383 

oócitos viáveis. A raça Holandesa forneceu mais oócitos viáveis nas sessões de OPU 384 

realizadas no inverno, em que as temperaturas são mais amenas. Raças taurinas são mais 385 

susceptíveis ao estresse térmico [38] devido a sua menor capacidade de dissipação de 386 

calor para o ambiente [39] e efeitos negativos na qualidade [40] e maturação oocitária 387 

[41] e no subsequente desenvolvimento embrionário são comumente observados [23].  388 

A qualidade oocitária é o principal fator que influencia na taxa de produção de 389 

blastocistos [34]. Apesar dos efeitos da raça doadora ser mais expressivo na produção 390 

de embriões, este estudo demonstra que a raça do touro, quando avaliada dentro da 391 

combinação raça da doadora x estação do ano, exerceu influência na taxa de clivagem e 392 

de produção de embriões. No nosso conhecimento este é o primeiro estudo em que o 393 
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efeito da raça do touro associado a raça da doadora e a estação do ano sobre os resultados 394 

da PIV foi avaliado.  395 

É interessante observar que a fertilização de oócitos de doadoras da raça 396 

Holandês com sêmen de Gir resultou em maior taxa de clivagem de embriões na 397 

primavera do que no inverno, enquanto essa diferença não foi observada quando a 398 

fertilização ocorreu com sêmen de Holandês. Esse resultado pode estar relacionado à 399 

menor porcentagem de oócitos viáveis obtidos de doadoras Holandês na primavera do 400 

que no inverno. Portanto, a fertilização com sêmen de Gir favoreceu a clivagem quando 401 

oócitos de qualidade inferior foram incluídos na maturação. Ademais, o sêmen de touros 402 

Bos indicus é mais resistente ao estresse oxidativo, conforme observado pela menor 403 

produção de espécies reativas de oxigênio pelos espermatozoides e melhor status 404 

antioxidantes [42], portanto, essa característica do sêmen pode ter contribuído para o 405 

resultado observado. 406 

Ademais, as taxas de clivagem de doadoras Girolando e de embriões produzidos 407 

de doadoras Gir, no inverno, foram reduzidas pela utilização de sêmen de touros do 408 

mesmo grupamento genético da doadora, sugerindo efeito da raça do touro utilizado na 409 

fertilização. Alguns relatos da literatura podem explicar, em partes, as diferenças na taxa 410 

de clivagem e de produção de embriões observadas neste estudo. Em estudo realizado 411 

por Pergorer e outros [43], observou-se maior taxa de concepção na inseminação de 412 

vacas Holandesas com sêmen de touro Gir, quando comparado a inseminação com 413 

sêmen de touro Holandês, no verão em região tropical. Residiwati e outros [44] 414 

observaram benefícios da heterose em indivíduos Bos taurus e Bos indicus nas taxas de 415 

clivagem e blastocistos in vitro. Em contrapartida, outro estudo realizado por Lacerda e 416 

outros [8] observaram que o uso do sêmen de touros Holandês com oócitos de vacas 417 

mestiças (1/2 Holandês x Gir) resultou em maior produção de embriões quando 418 

comparado a fertilização com sêmen de touro Gir. Diante disso, uma possível explicação 419 

para estes resultados é a contribuição da heterose no acasalamento entre doadoras Bos 420 

taurus com touros Bos indicus, resultando em maior capacidade de desenvolvimento 421 

embrionário.  422 

Por fim, as demais diferenças encontradas em nosso estudo nas taxas de 423 

clivagem e de embriões produzidos de doadoras Holandês, Gir e Girolando podem estar 424 

intimamente associadas aos diferentes touros utilizados na FIV, visto que, a quantidade 425 

de touros utilizados neste programa de escala comercial é vasta, e não se tem o mesmo 426 
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touro sendo avaliado em todas as estações do ano para a mesma raça de doadora. De 427 

acordo com Adona e outros [45] variações na taxa de fertilidade de touros in vivo e in 428 

vitro são comuns, ou seja, há uma variabilidade individual entre touros, independente 429 

do seu grupo racial, o que também foi observado em nosso estudo. Os fatores que 430 

interferem na fertilidade dos touros são muitos [46], todavia, variações na taxa de 431 

clivagem e de blastocistos com a utilização de diferentes touros na FIV, em sua maioria, 432 

estão relacionadas a variabilidade na qualidade espermática [19]. Contudo, também 433 

pode estar associado a menor resistência do sêmen de alguns touros aos processos de 434 

congelamento e descongelamento [47]. Ademais, os espermatozoides podem diferir em 435 

relação a expressão de RNA [48], integridade de DNA [49] e ao perfil de atividade 436 

mitocondrial [47], afetando, consequentemente, o desenvolvimento embrionário. 437 

Portanto, este estudo nos traz novos aspectos importantes relacionados a contribuição 438 

do touro utilizado na FIV, e suscita a necessidade da realização de mais estudos sobre 439 

este tema. 440 

5. Conclusão 441 

Em síntese, pôde-se perceber que a raça da doadora influencia no número total de 442 

oócitos e de oócitos viáveis fornecidos por sessão de OPU. A raça da doadora juntamente 443 

com a estação do ano influencia a qualidade dos oócitos coletados, uma vez que 444 

doadoras Holandês forneceram mais oócitos viáveis no inverno. A contribuição do touro 445 

não deve ser descartada, não somente pela contribuição da raça do touro escolhido, mas 446 

pela variabilidade e desempenho de cada touro utilizado na fertilização.  447 
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