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Introdução
O aumento da exigência mundial para produção de alimentos segu-

ros e de forma sustentável tem obrigado a pecuária bovina a sofrer 
adaptações, buscando o aumento da eficiência reprodutiva e produ-
tiva dos animais em áreas cada vez menores. Nesse sentido, as bio-
técnicas de reprodução animal têm contribuído para a produção de 
animais com genótipos superiores e com eficiência produtiva desta-
cada. Atualmente, a tecnologia de produção de embriões bovinos tem 
combinado a reprodução assistida com técnicas celulares, moleculares 
e genômicas, permitindo a multiplicação de animais geneticamente 
valiosos, bem como a produção de animais transgênicos, com aplica-
ção nas áreas biomédica e agropecuária. Além disso, os avanços na 
criopreservação de espermatozóides e embriões têm facilitado o pro-
cesso de multiplicação de animais superiores, devido a facilidade de 
intercâmbio de material genético dentro e fora do país.

A inseminação artificial e a transferência de embriões são as téc-
nicas que proporcionam os maiores ganhos genéticos para bovinos, 
pois, juntamente com os programas de teste de progênie, aumentam 
a pressão de seleção das raças. Atualmente, a técnica de produção in 
vitro de embriões bovinos tem se incorporado fortemente ao setor pro-
dutivo, tornando o Brasil o maior produtor de embriões por essa tec-
nologia. A técnica de fecundação in vitro também tem auxiliado no 
desenvolvimento do processo de clonagem animal, o qual tem sido 
utilizado comercialmente no país como uma tecnologia de multipli-
cação de animais geneticamente superiores e estratégicos dentro de 
determinadas linhagens.
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Este capítulo tem o objetivo de apresentar e discutir detalhes das 
principais biotécnicas que impactam de forma prática a multiplica-
ção de bovinos. Dessa forma serão abordadas as biotécnicas de crio-
preservação de germoplasma, inseminação artificial, transferência 
de embriões, fecundação in vitro e transferência nuclear (clonagem).

Criopreservação de genomas
A preservação de células em baixas temperaturas é denominada 

de criopreservação, uma área aplicada da criobiologia. Os avanços na 
tecnologia de criopreservação têm desenvolvido métodos que permi-
tem manter uma variedade de células viáveis a baixas temperaturas. 
Nesse sentido, a criopreservação tem se tornado uma ferramenta fun-
damental para reprodução de bovinos, bem como para formação de 
criobancos genéticos para conservação animal ex situ, possibilitando 
o armazenamento de espermatozóides, oócitos, embriões e células 
somáticas. Essas células conservadas podem oportunamente ser uti-
lizadas pelas biotécnicas de reprodução, tais como a inseminação arti-
ficial, transferência de embriões, fecundação in vitro e transferência 
nuclear, e, dessa forma, promover a multiplicação de animais com 
elevado mérito genético, bem como de animais em risco de extinção.

Criopreservação de espermatozóides

O relativo sucesso alcançado com a criopreservação de sêmen tem 
permitido avanços significativos no campo da agropecuária, tornando 
possível uma troca internacional de germoplasma de animais gene-
ticamente superiores; da biotecnologia, por permitir uma eficiente 
estocagem de linhagens de murinos cientificamente importantes; 
da conservação de espécies em risco de extinção, por meio do banco 
de recursos genéticos; e da medicina reprodutiva humana (WOODS 
et al., 2004).

O espermatozóide é uma célula altamente polarizada e especiali-
zada com uma estrutura tripartida em cabeça, peça intermediária e 
cauda. Esse gameta perde a habilidade de biosíntese, reparo, cres-
cimento e divisão celular durante a fase final da espermatogênese. 
Dessa forma, a conservação de espermatozóides requer uma redução 
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ou atraso do metabolismo das células espermáticas para gerar um pro-
longamento de sua vida (YOSHIDA, 2000).

Uma estocagem efetiva de sêmen no estado congelado implica 
em uma completa interrupção no processo de desenvolvimento das 
células espermáticas, que começam no testículo e continuam atra-
vés do epidídimo e após a ejaculação. A criopreservação do sêmen 
pode ser considerada como uma lacuna entre o período de suspen-
são da animação espermática e o processo que demarca a continui-
dade do desenvolvimento, que eventualmente conduz a fecundação 
(VISHWANATH; SHANNON, 2000).

A maioria dos métodos de criopreservação de espermatozóides 
de mamíferos ainda consiste de vários passos não fisiológicos, que 
envolvem a adição hipertônica de um agente crioprotetor permeável 
(ACP), resfriamento, aquecimento e a remoção do ACP (WOODS 
et al., 2004). Teoricamente, tem sido possível calcular a adição mínima 
de ACP requerida antes do resfriamento para evitar os danos osmó-
ticos, bem como a taxa ótima de resfriamento para evitar a formação 
de gelo intracelular. Um dos mais importantes princípios da crio-
preservação reside na necessidade de remover o máximo possível de 
água das células antes de proceder a sua congelação. Se essa desidra-
tação não ocorrer, grandes cristais de gelo se formarão, lesando seve-
ramente a estrutura intracelular. No entanto, a remoção demasiada de 
água das células também pode ser deletéria (SEIDEL JUNIOR, 1984).

A fortuita descoberta do glicerol (POLGE; SMITH, 1949) como um 
efetivo agente crioprotetor introduziu um novo sistema de estoca-
gem de sêmen, o qual prolonga a viabilidade espermática e mantém o 
potencial fecundante por longos períodos. Existe um argumento que 
espermatozóides estocados a -79 °C (gelo seco) ou a -196°C (nitrogê-
nio líquido) mantêm seu potencial fecundante indefinitivamente. No 
entanto, outros especialistas consideram um período de tempo mais 
curto para os espermatozóides sobreviverem a baixas temperaturas 
e manterem o potencial fecundante. Outras evidências sugerem que 
esse fato pode ocorrer devido à inadequada manutenção da tempera-
tura de estocagem.

Vários aspectos da criopreservação espermática têm sido estudados, 
tais como a composição química dos diluentes e seus efeitos sobre a 
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membrana plasmática, limites de tolerância osmótica, condutividade 
hídrica e a permeabilidade dos crioprotetores (GILMORE et al., 1999). 
Esses estudos sugerem que os espermatozóides de cada espécie têm 
diferentes propriedades criobiológicas, bem como apresentam varia-
ção quanto à sensibilidade a manipulação (ex, pipetagem, centrifuga-
ção), tolerância osmótica, e sensibilidade ao resfriamento (KATKOV; 
MAZUR, 1999; PHELPS et al., 1999).

De maneira geral, o sucesso da criopreservação da célula depende 
da velocidade da congelação e da composição da solução em que as 
células são congeladas. Inicialmente, a água extracelular congela no 
momento em que a célula se aproxima do ponto de congelação, remo-
vendo o líquido extracelular, fato que acarreta um aumento de osmo-
laridade. Com esse desequilibro osmótico, a água é retirada da célula 
para o compartimento extracelular, ocasionando uma diminuição do 
volume celular. Uma adequada desidratação celular depende da velo-
cidade de congelação, de forma a não provocar uma lise da célula. No 
caso de um processo de congelação muito lento, o equilíbrio perma-
necerá constante e a célula ficará exposta ao crioprotetor e ao estresse 
osmótico por tempo prolongado, fato que poderá acarretar a morte 
celular. Ao contrário, no caso de uma congelação muito rápida, a desi-
dratação será insuficiente e causará a formação de gelo intracelular, 
ocasionando a lise da célula na ocasião da descongelação (LOPEZ-
BEJAR et al., 1994). Para evitar o dano celular, mesmo com uma velo-
cidade de descongelação controlada, há necessidade do emprego de 
crioprotetores. Mesmo com uma solução crioprotetora empregada, 
avaliações citológicas têm demonstrado lesões na membrana plas-
mática, região acrossomal e na configuração da cauda espermática 
(WILLOUGHBY et al., 1996).

A criopreservação espermática tem sido associada com sucesso com 
a tecnologia reprodutiva humana e bovina. A maioria dos protocolos 
utiliza uma curva lenta de resfriamento inicial (ex., 1 °C/min. a 5 °C/
min.), que começa a partir da temperatura corporal ou temperatura 
ambiente, até atingir a temperatura de solidificação. Em seguida, após 
a formação inicial de gelo, faz-se necessária a adoção de uma taxa de 
resfriamento mais rápida (ex., 100-200 °C/min.), na presença de glice-
rol tamponado com gema de ovo e citrato de sódio. Com esse procedi-
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mento, a taxa de sucesso tem sido satisfatória nessas espécies quando 
o sêmen congelado é utilizado na inseminação artificial ou fecunda-
ção in vitro (HOLT, 2000).

Um protocolo padrão tem sido idealizado para a criopreservação de 
sêmen de todas as espécies. Entretanto, aqueles destinados a criopre-
servação de sêmen de mamíferos apresentam limitações e produzem 
taxas de sucesso que variam entre as espécies e até individualmente 
dentro da mesma espécie. Em algumas espécies, tais como suína, 
um método apropriado ainda está por ser determinado, enquanto em 
outras espécies, como murina, um método que parece ser apropriado 
para uma linhagem falha em outra (CRITSER; MOBRAATEN, 2000). 
Essas informações indicam que um exame das propriedades criobio-
lógicas dos espermatozóides, bem como um exame da exata natureza 
da crio-injúria espécie-específica, deve ser realizada para se determi-
nar um apropriado protocolo de criopreservação (HOLT, 2000).

Apesar dos possíveis avanços na tecnologia de criopreservação de 
sêmen bovino, essa metodologia já é uma grande realidade para bovi-
nocultura do Brasil. A maior aplicação da criopreservação de sêmen 
bovino está na possibilidade de utilização e disseminação de mate-
rial genético de touros superiores por meio da inseminação artificial, 
melhorando o desempenho do rebanho de corte e de leite e trazendo, 
dessa forma, maior lucratividade ao pecuarista.

Criopreservação de embriões

No sistema de produção de bovinos, a criopreservação de embriões 
tem contribuído com o processo de seleção genética e tem reduzido 
significativamente os custos dos programas de cruzamentos, porque 
os embriões podem permanecer disponíveis até que as fêmeas recep-
toras estejam prontas naturalmente, evitando os custos com a sincro-
nização hormonal do cio (WOODS et al., 2004). A criopreservação de 
embriões permite uma melhor exploração da fêmea doadora, pois os 
embriões excedentes dos programas de transferência de embriões e 
fecundação in vitro podem ser estocados, formando um banco gené-
tico que poderá ser utilizado em momento oportuno. Além disso, 
essa tecnologia garante com mais facilidade a importação e exporta-
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ção de germoplasma de interesse. Uma vez que os custos são meno-
res, há segurança higiênico-sanitária e menores riscos de transporte.

As técnicas de criopreservação de embriões bovinos produzidos in 
vivo estão bem estabelecidas. Inicialmente, o glicerol foi o criopro-
tetor mais utilizado (BILTON; MOORE, 1979), entretanto, como os 
embriões devem ser lavados várias vezes para remover o glicerol antes 
da transferência para as fêmeas receptoras e, por causa da sua toxici-
dade, esse crioprotetor tem sido substituído pelo etilenoglicol. O eti-
lenoglicol se difunde para dentro ou para fora do embrião com rapi-
dez, permitindo a transferência direta dos embriões (sem lavagem 
fora da palheta), fornecendo taxas de prenhezes similares ao glicerol 
(VOELKEL; HU, 1992). Nesse caso, os embriões são resfriados a 0,3 °C 
por minuto até -36 °C para garantir a formação de poucos locais de 
gelo, seguido pela imersão em nitrogênio líquido (TOMINAGA, 2004). 
Após um rápido aquecimento (>300 °C por minuto), os  embriões bovi-
nos têm apresentado taxas de gestação superiores a 50%.

A aplicação comercial em grande escala da tecnologia de produ-
ção in vitro de embriões bovinos é altamente dependente de proce-
dimentos adequados de criopreservação. A sobrevivência dos embri-
ões produzidos in vitro e criopreservados pelo método lento tem sido 
bem menor do que os embriões produzidos in vivo (DINNYÉS et al., 
1996; VAJTA et al., 1997). Há muitas diferenças morfológicas entre os 
embriões produzidos in vitro e os de origem in vivo, as quais podem 
afetar a sobrevivência aos procedimentos de criopreservação lenta 
(WRIGHT JUNIOR; ELLINGTON, 1995; THOMPSON, 1997). O está-
gio de mórula produzida in vitro apresenta menos células compac-
tas, a sensibilidade da zona pelúcida à digestão enzimática é alte-
rada, e os embriões produzidos in vitro são usualmente mais escuros 
e mais leves, possivelmente devido ao aumento do conteúdo lipídico 
(LEIBO; LOSKUTOFF, 1993). Além disso, os embriões produzidos 
in vitro apresentam menos complexos juncionais, sendo encontra-
das diferenças na expressão do gene connexin 43 (proteína de junção 
tipo gap) (WRENZYCKI et al., 1996). A presença de soro fetal bovino 
(SFB) no sistema de cultivo in vitro pode gerar vacuolização, escuri-
dão e menor compactação dos embriões. A redução na temperatura 
durante o processo de resfriamento pode causar mudanças físicas nas 
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membranas celulares, tais como separação dos componentes lipídi-
cos que resultam em alteração da função da membrana plasmática 
(SCHIMSHICK; MCCONNELL, 1973).

Com as atuais técnicas in vitro, um grande número de embriões 
pré-implantacionais podem ser produzidos relativamente a baixos 
custos. Entretanto, os embriões produzidos in vitro são caracterizados 
pelo aumento da sensibilidade ao resfriamento e diminuição da tole-
rância a criopreservação quando comparados com os embriões pro-
duzidos in vivo (POLLARD; LEIBO, 1994). Nesse contexto, o maior 
obstáculo associado com essa tecnologia é a carência de métodos ade-
quados para preservar os embriões provenientes do sistema in vitro. 
Dessa forma, há, no mínimo, duas abordagens para superar esse pro-
blema: melhorar os métodos de criopreservação ou melhorar a qua-
lidade do embrião por meio da otimização do ambiente para produ-
ção dos embriões in vitro.

Até o presente, a congelação lenta e a vitrificação são comumente 
utilizados para preservar os embriões bovinos. A congelação lenta, que 
é mais amplamente utilizada, tem a vantagem de utilizar baixas con-
centrações de crioprotetores e permite a transferência do embrião na 
receptora logo após a descongelação (VOLKEL; HU, 1992). As taxas 
de produção de bezerros são levemente mais baixas após a transferên-
cia de embriões produzidos in vivo e criopreservados em comparação 
com a transferência de embriões frescos. No entanto, a congelação 
lenta de embriões produzidos in vitro tem reduzido as taxas de sobre-
vivência pós-descongelação, devido principalmente a sua susceptibi-
lidade a formação de cristais de gelo (KASAI et al., 2002).

O processo da conservação embrionária por vitrificação tem sur-
gido como grande alternativa para a criopreservação de embriões bovi-
nos produzidos in vitro. A vitrificação é a solidificação da solução, 
não pela cristalização, mas sim pela extrema elevação da viscosidade 
durante a congelação rápida. Embora a vitrificação elimine as injúrias 
dos cristais de gelo, a alta concentração de crioprotetores requeridos 
aumenta o risco dos danos osmóticos e tóxicos (KUWAYAMA et al, 
1994). Comparações entre os dois métodos de criopreservação têm 
levado a diferentes resultados, mas parece que a vitrificação é mais 
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adequada para a conservação de embriões bovinos produzidos pela 
fecundação in vitro (DYNNÉS et al., 1996).

Na vitrificação, a toxicidade das altas concentrações de crioprote-
tores determina que as células somente podem ser expostas a solu-
ção crioprotetora por um curto período de tempo ou a um volume 
mínimo de solução (ARAV et al. 2002). Diferentes estratégias foram 
aplicadas para diminuir o volume e para submergir a amostra rapi-
damente no nitrogênio líquido, incluindo telas de microscópio ele-
trônico (MARTINO et al., 1996), open pulled straw (OPS) (VAJTA 
et al., 1998), cryoloops (FUCHINOUE et al., 2004), cryotops e cryotips 
(KUWAYAMA et al., 2005). Ambos os métodos têm se tornado alter-
nativas viáveis em relação às abordagens tradicionais, especialmente 
para embriões produzidos in vitro, embriões micromanipulados e 
oócitos (CARVALHAIS et al., 2006; MARQUES et al., 2007).

Criopreservação de oócitos

A criopreservação de oócitos ainda é ineficiente em bovinos, sendo 
um dos grandes gargalos para a técnica de fecundação in vitro (FIV). 
O sucesso da criopreservação de oócitos tornaria a produção in vitro 
de embriões uma técnica completa.

Os oócitos têm uma menor permeabilidade tanto à água quanto aos 
agentes crioprotetores. Assim, os oócitos resfriados a baixa tempera-
tura apresentam lesões em elementos do citoesqueleto, grânulos cor-
ticais e membrana plasmática (AMAN; PARKS, 1994). O rompimento 
nos grânulos corticais e membrana plasmática provavelmente con-
duzem a baixa taxa de fecundação e morte celular, respectivamente 
(VINCENT; JOHNSON, 1992). Muitos problemas foram encontrados 
e associados com o resfriamento e criopreservação de oócitos imatu-
ros, maturados in vitro ou ovulados. Como exemplo é possível citar 
as anormalidades no fuso meiótico anormal, com desorganização 
dos microtúbulos e cromossomos (ROJAS et al., 2004; SUCCU et al., 
2007), alteração na distribuição dos grânulos corticais e aumento da 
poliespermia (MAVRIDES; MORROL, 2005; MORATO et al., 2008). 
A criopreservação de oócitos em fase de vesícula germinativa ou em 
metáfase II, utilizando métodos de resfriamento lento, tem resultado 
em baixa sobrevivência.



663

Capítulo 20 – Biotecnologia aplicada a pecuária bovina

O processo de vitrificação de oócitos vem sendo intensamente 
estudado e tem se tornado o método de eleição para conservação de 
oócitos bovinos, mesmo com os resultados ainda incipientes. Várias 
técnicas de vitrificação vêm sendo desenvolvidas com o objetivo de 
evitar as crioinjúrias, aumentando as taxas de resfriamento e aqueci-
mento. Além disso, a aplicação de crioprotetores menos tóxicos, bem 
como a combinação de dois ou três crioprotetores têm sido utilizadas 
(MORATO et al., 2008).

Vários estudos vêm apostando nas abordagens de vitrificação com 
rápidas velocidades de resfriamento. A aceleração da velocidade de 
diminuição das temperaturas pode reduzir as crioinjúrias, permitindo 
o uso de uma menor concentração de crioprotetores e diminuindo o 
tempo de exposição da célula ao crioprotetor. A utilização de peque-
nos volumes de solução de vitrificação permite um resfriamento mais 
rápido e a redução de fraturas celulares (ARAV et al., 2002).

Criopreservação de células somáticas

A criopreservação de células somáticas parece ser uma metodolo-
gia viável para vários tipos celulares. O procedimento prático de crio-
preservação de fibroblastos tem sido realizado pela adição de 5% a 
10% de crioprotetor, tais como glicerol ou dimetilsulfóxido (DMSO) 
nas células em suspensão em meio de cultura, alocadas em pequenos 
tubos com poucos mL e em seguida depositado a -80 °C em freezer. 
Apesar de empírico, este simples procedimento ainda é efetivo. Com 
esse procedimento, a taxa de resfriamento não pode ser controlada, 
porém para fibroblastos bovinos essa metodologia tem sido suficiente.

Inseminação artificial
A técnica de Inseminação Artificial (IA) é, por definição, a depo-

sição mecânica do sêmen no aparelho genital feminino por meio 
de instrumentos especialmente desenvolvidos para este propósito. 
Atualmente, a IA é considerada a biotecnologia de reprodução assis-
tida que causa o maior impacto em programas de melhoramento ani-
mal, como resultado da sua eficiente forma de dispersão de genes de 
animais de superior mérito genético.
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Existem relatos de uso da inseminação artificial em equinos pelo 
povo Árabe ainda no século XIV. No entanto, o primeiro relato 
científico de uso da IA ocorreu em 1784, quando o italiano Lazaro 
Spallanzani obteve sucesso após inseminar artificialmente cadelas. 
Em bovinos, o primeiro nascimento de animais frutos de IA foi repor-
tado em 1938 (PELI, 1938). A técnica de IA iniciou sua difusão para 
uso comercial a partir dos avanços em procedimentos de manipula-
ção do sêmen e, principalmente, após a demonstração de que esper-
matozóides poderiam ser conservados a baixas temperaturas por lon-
gos períodos pelos pesquisadores Polge, Smith e Parker, em 1949.

No Brasil, o uso comercial da IA teve início na década de 1970 do 
século passado, e atualmente comercializam-se mais de 8,2 milhões 
de doses de sêmen no País, com uma evolução de 210,66%, quando 
comparados dados dos anos de 1989 e 2008 (ASBIA, 2008). Estatísticas 
mundiais indicaram que mais de 232 milhões de doses de sêmen 
congelado foram produzidas por ano em todo o mundo no início da 
atual década (THIBIER; WAGNER, 2000). Contudo, uma baixa por-
centagem de matrizes do rebanho brasileiro é inseminada artificial-
mente (cerca de 5% a 6%), o que coloca em evidência a necessidade de 
melhor divulgação e difusão da técnica de IA para ser usada na grande 
parte do rebanho ainda sob regimes de monta natural.

O sucesso de um programa de IA resulta de cinco fatores bási-
cos: eficiência de detecção de cios; habilidade do inseminador (mão 
de obra treinada); correta aplicação da técnica; fertilidade do sêmen; 
e fertilidade da fêmea. Nesse sentido, é importante a observância de 
todos os detalhes inerentes à correta aplicação da técnica, visto que a 
baixa eficiência em um destes cinco fatores básicos poderá implicar 
em resultados insatisfatórios.

Vantagens da inseminação artificial

As principais vantagens da técnica de Inseminação Artificial são de 
caráter zootécnico, econômico e científico. Vantagens de ordem zoo-
técnica referem-se ao melhoramento genético que pode ser alcançado 
por meio da disseminação de sêmen de animais superiores para pro-
dução de leite ou de carne; a eficiência do ganho genético pelo uso de 
touros provados com base na sua progênie; a preservação de mate-
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rial genético raro que poderá ser utilizado no futuro; a diminuição da 
movimentação de animais entre fazendas, diminuindo assim a disse-
minação de doenças; e também ao pacote de melhorias na escritura-
ção zootécnica de uma propriedade quando a inseminação artificial é 
implantada (anotações de cios, acasalamentos, partos ocorridos, etc...).

Já vantagens de ordem econômica são resultantes da rapidez no 
melhoramento genético do rebanho, o que resulta em ganhos de pro-
dutividade em um reduzido período de tempo; do melhor custo-bene-
fício da compra de sêmen e manutenção do botijão em relação à com-
pra e manutenção de touros; do uso de reprodutores de alto padrão 
genético, que se tornaria economicamente inviável em muitas fazen-
das devido ao preço do reprodutor, ao passo que, a compra de doses 
de sêmen deste mesmo animal pode ser economicamente viável.

A terceira classe de vantagens, a científica, se justifica se conside-
rarmos que a inseminação artificial é a base para a aplicação de outras 
biotécnicas de reprodução assistida, dentre as quais se destacam a 
transferência de embriões e a fecundação in vitro. A inseminação arti-
ficial foi a primeira biotecnologia a ser aplicada em larga escala, e por 
isso serve de base para o desenvolvimento tecnológico futuro.

Observação de cios e horário de inseminação

Considerando que a Inseminação Artificial irá substituir o uso de 
touros em monta natural no rebanho, deve-se estar atento à eficiên-
cia de detecção de estro (cio). Estudos que correlacionaram número, 
horário e duração de observações de estro com a eficiência de detecção 
indicaram que maiores taxas de detecção de estro são obtidas quando 
são realizadas cinco observações diárias, com trinta minutos de dura-
ção cada (VAN VLIET; VAN EERDENBURG, 1996). No entanto, por 
questões operacionais, atualmente recomenda-se no mínimo duas 
observações diárias de 30 a 40 minutos cada.

O sinal principal ou primário de estro é o aceite a monta. A fêmea 
bovina em cio permanece imóvel quando recebe monta do macho 
ou de suas companheiras de rebanho. Para facilitar a identificação 
da proximidade desse momento (o aceite a monta), existem alguns 
sinais secundários que devem ser observados. Entre esses se desta-
cam: montar em outras fêmeas, inquietação, nervosismo, mugido fre-
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quente, movimentar-se acima do normal, afastamento do rebanho, 
vulva edemaciada (inchada), presença de muco saindo pela vulva, 
cauda erguida, posição de lordose, urinar com frequência, descan-
sar o queixo sobre a região lombar das companheiras, posição de luta 
(cabeça-a-cabeça com outras fêmeas). Todos esses fatores irão ajudar 
o observador a identificar que animais estão próximos ao cio, ou seja, 
próximos do aceite a monta.

Além da correta observação e identificação dos sinais apresentados 
pela fêmea em estro, técnicas auxiliares de detecção de cio podem ser 
empregadas pelo profissional inseminador. Rufiões, que são machos 
não castrados, com libido normal, submetidos a cirurgias de desvio 
lateral/aderência peniana ou fêmeas androgenizadas, podem ser usa-
dos como uma ferramenta importante para o aumento da eficiência 
de detecção de estro. Uma ferramenta adicional ao uso de rufiões é 
o uso de buçal marcador, que é um dispositivo colocado na região da 
mandíbula do rufião que irá marcar com tinta as fêmeas que even-
tualmente sofrerem montas pelo macho rufião. O uso de buçal mar-
cador representa grande importância principalmente na diminuição 
de perdas de cios curtos e (ou) noturnos. Com o avanço das tecnolo-
gias, dispositivos eletrônicos também têm sido aplicados no auxílio 
à detecção de cios. Esses dispositivos identificam principalmente a 
inquietação de animais que se movimentam acima do normal. Uma 
terceira técnica auxiliar para identificação de cios seria a sincroniza-
ção do estro em um grupo de animais. Embora os esforços de obser-
vação e identificação de cios ainda sejam necessários quando há a 
sincronização, a presença de um maior número de fêmeas em estro 
facilita a observação e a manifestação do estro devido à maior intera-
ção entre os animais em cio.

Após a correta detecção de cio, faz-se necessária a inseminação arti-
ficial em momento apropriado. O horário de inseminação é definido 
levando-se em conta os seguintes aspectos: (1) o momento da ovula-
ção após o início do cio (24 a 30 horas): (2) o tempo de sobrevivência 
do oócito antes que comece a sofrer degeneração (6 a 8 horas); (3) a 
necessidade de um período de tempo para que haja a capacitação de 
espermatozóides, afim de que se tornem aptos à fecundação após a IA 
(6 a 12 horas); e (4) o tempo de sobrevivência dos espermatozóides no 
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interior do trato genital feminino (cerca de 24 horas) (HAFEZ, 1995). 
Considerados todos esses fatores, a IA deve ser realizada próximo ao 
final do estro (cerca de 12 horas após aceitar a monta pela primeira 
vez; Figura 1). De modo geral, recomenda-se a utilização da regra 
“am-pm”, na qual, animais observados em cio na parte da manhã são 
inseminados no final da tarde do mesmo dia, e animais observados 
em cio na parte da tarde são inseminados no início da manhã do dia 
seguinte (TRIMBERGER, 1948). Esse método tem sido utilizado com 
sucesso por várias décadas, o que não impede adaptações do método 
ao manejo da fazenda em casos específicos.

Muito cedo Bom Ótimo Bom Muito TardeHorário da Inseminação

Estro (Cio) - Aceita monta
Duração: 16h (3-30)

Metaestro - Saindo do Cio
Duração:8h (2-24)

0 12 18 24 Horas

Proestro - Entrando no cio
Duração: 8h (0-24)

6

Figura 1. Ilustração dos sinais que auxiliam a detecção de cio durante três 
fases do ciclo estral bovino (proestro, estro e metaestro); duração média (mín. 
e máx.) de cada fase; e indicadores do melhor horário para se realizar a 
Inseminação Artificial.

Fonte: Adaptado de Wattiaux, 2009.
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A técnica de IA propriamente dita

A técnica de inseminação artificial em bovinos é relativamente 
simples de ser executada, o que não diminui a importância de trei-
namento adequado do profissional responsável. O inseminador é o 
maior responsável pelo resultado da IA (gestações), visto que está 
envolvido na maioria das etapas do processo. Um inseminador efi-
ciente é um profissional muito bem treinado e submetido a constan-
tes cursos de reciclagem e capacitação, dedicado, comprometido com 
os resultados, e necessariamente interessado e motivado pelo serviço 
que está desempenhando.

A inseminação artificial propriamente dita inicia-se após a detec-
ção de uma fêmea em estro e da definição do momento adequado a 
inseminá-la. Inicialmente, deve-se avaliar o histórico reprodutivo da 
fêmea e atentar para o número de dias pós-parto (não inseminar antes 
de 45 dias pós-parto); número de inseminações anteriores (avaliar 
se houve excesso de repetições de cio); e verificar se não há gestação 
confirmada para a matriz (possibilidade de cio falso/cio do encabela-
mento). O passo seguinte é fazer a retirada de fezes do reto e higie-
nização da região perineal do animal (ao redor do reto e vulva). No 
momento da retirada de fezes, deve-se observar a característica do 
muco saindo pela vulva, que deve ter aparência transparente, crista-
lina. A higienização consiste em lavagem com água abundante para a 
limpeza de toda a área externa à vulva, seguida de secagem com papel 
toalha ou um pano limpo.

Terminada a limpeza, o inseminador deve proceder à preparação do 
material e descongelação do sêmen. Para isso, deve-se aquecer água 
limpa até que atinja a temperatura de 35 ºC a 37 ºC. A temperatura 
da água para descongelação do sêmen é de extrema importância para 
minimizar a morte e lesões de espermatozóides durante o processo 
de descongelação (Figura 2). Para descongelação, abre-se o botijão de 
nitrogênio líquido e retira-se uma palheta de sêmen com o auxílio de 
uma pinça de dissecção. A palheta deve ser imersa em água morna 
(35 ºC a 37 ºC) por um tempo mínimo de 30 a 50 segundos. A palheta 
de sêmen deve ser retirada da água e seca com o auxílio de papel toa-
lha, antes que se prossiga a montagem do aplicador de IA. Com o apli-
cador montado, o inseminador irá introduzir o aplicador na vulva da 
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fêmea a ser inseminada. Neste momento, é importante a ajuda de uma 
segunda pessoa, que irá auxiliar na abertura da vulva para que o aplica-
dor não toque o seu exterior. O momento entre a retirada da palheta de 
sêmen da água morna e a introdução do aplicador pela vulva da fêmea 
é de extrema importância e deve ser realizado o mais rápido possível. 
É importante que o sêmen não passe por grandes variações de tempe-
ratura, portanto quanto antes o aplicador for colocado no interior da 
vulva, a uma temperatura constante, melhor. O inseminador então irá 
segurar o aplicador de IA com uma das mãos e introduzir a outra mão 
no reto da vaca, manipulando cuidadosamente a cérvix até atingir o iní-
cio do corpo uterino. O local de deposição do sêmen se localiza 1 cm 
a 3 cm após o último anel cervical, ou seja, no terço inicial do corpo 
do útero. O sêmen deve ser lentamente depositado nesse local, o que 
irá permitir a disponibilidade de espermatozóides para a fecundação 
em ambos os cornos/tubas uterinas. Encerra-se a técnica de IA com 
a retirada do aplicador e uma leve massagem no clitóris do animal.
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Figura 2. Efeito do método de descongelação na integridade do acrossoma de 
sêmen bovino criopreservado em palhetas francesas de 0,5 mL. Colunas acom-
panhadas de letras diferentes (a, b, c), diferiram estatisticamente (P < 0,05).

Fonte: Adaptado de De Jarnette et al., 2000.
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Inseminação artificial em tempo fixo (IATF )

Considerando que as maiores limitações à difusão da Inseminação 
Artificial em fazendas são a baixa eficiência de detecção de estros 
(cio) e a realização da IA no momento correto (LARSON; BALL, 
1992), protocolos hormonais que permitem a inseminação artificial 
em um momento pré-programado (tempo fixo) foram introduzidos 
como uma alternativa viável e eficiente para contornar esses entraves. 
Estudos com inseminação artificial em tempo fixo (IATF) foram rea-
lizados inicialmente por pesquisadores americanos (PURSLEY et al., 
1995) e se difundiram rapidamente, chegando ao Brasil poucos anos 
depois (BARROS et al., 2000).

Os protocolos hormonais de IATF levam em consideração a fisio-
logia hormonal e dinâmica ovariana da fêmea bovina, e objetiva sin-
cronizar os principais eventos reprodutivos que ocorrem durante o 
ciclo estral bovino: (1) início do desenvolvimento folicular; (2) luteó-
lise; e (3) ovulação. O estudo das inter-relações entre os principais hor-
mônios da reprodução (GnRH, FSH, LH, estradiol e progesterona) 
permitiu a aplicação direta dos conhecimentos adquiridos, e um dos 
exemplos de aplicações práticas é a IATF/sincronização de ovulação. 
Os efeitos do GnRH e do estradiol na emergência de uma nova onda 
folicular e na indução de ovulação; do FSH, no crescimento folicular; 
do LH, na ovulação; e da prostaglandina F

2
α, na regressão do corpo 

lúteo (luteólise) foram, e ainda são, levados em consideração no desen-
volvimento de protocolos eficientes para IATF.

Os princípios básicos da IATF são: (1) induzir/sincronizar a emer-
gência de uma nova onda de crescimento folicular pela aplicação exó-
gena de estradiol ou GnRH (ou seus análogos); (2) induzir luteólise, 
interrompendo a fase luteal, por meio da aplicação de prostaglandina 
F

2
α; e (3) induzir a ovulação pela aplicação de GnRH, LH ou estradiol 

(PURSLEY et al., 1995; BARROS, 2000). A exposição à progesterona 
durante a fase de desenvolvimento folicular resulta em melhores taxas 
de gestação após o protocolo e, por essa razão, fontes de progesterona 
exógena (dispositivos intravaginais ou auriculares) foram incorpora-
das aos protocolos (MAPLETOFT et al., 2003). Uma representação 
esquemática dos princípios para definição de um protocolo de IATF 
é apresentada na Figura 3.



671

Capítulo 20 – Biotecnologia aplicada a pecuária bovina

Dia 0 Dias 7 ou 8 Dias 9 ou 10 Dias 10 ou 11

Exposição a progesterona exógena:
Implantes intravaginais ou auriculares

Indução de ovulação e/ou
emergência de uma nova onda 
de crescimento folicular

Indução de luteólise e
remoção da exposição
a progesterona exógena

Indução de do pico
pre-ovulatório de LH para
sincronizar a ovulação

Principias hormônios utilizados:
GnRH, Benzoato de estradiol

Principais hormônios utilizados:
PGF2α e seus análogos

Principais hormônios utilizados:
GnRH, Benzoato de estradiol,
Cipionato de estradiol ou LH

IATF

Figura 3. Representação esquemática dos princípios básicos de protocolos 
de sincronização de cios/ovulação para permitir Inseminação Artificial em 
Tempo Fixo (IATF ).

Estudos têm sido conduzidos no intuito de investigar os efeitos de 
alguns hormônios adicionais ao protocolo básico de IATF na indução 
de ciclicidade em vacas em anestro pós-parto. Os principais hormô-
nios que têm sido adicionados ao protocolo são à base de FSH (FSH-V 
ou FSHp) ou hormônios que mimetizam seus efeitos (gonadotrofina 
coriônica equina, eCG; ERENO et al., 2007). Os objetivos são induzir 
o crescimento folicular com o auxílio de gonadotrofinas exógenas, a 
fim de que o folículo ovulatório alcance um tamanho tal que induza 
a onda pré-ovulatória de LH, vencendo os bloqueios a hormônios da 
reprodução (p.ex., o LH) típicos da fase pós-parto, resultantes, por 
exemplo, da amamentação de bezerros. Adequada condição corporal 
no pós-parto, contudo, ainda é um pré-requisito importante para que 
se obtenham resultados satisfatórios em termos de taxa de gestação 
(BÓ et al., 2003). É importante salientar que protocolos hormonais 
não substituem cuidados com a alimentação e um correto manejo 
nutricional das matrizes a serem inseminadas. Dessa forma, o uso 
de protocolos de IATF em animais subnutridos e (ou) com baixa con-
dição corporal provavelmente incorrerá em resultados insatisfatórios.

Trasferência de embriões
A finalidade básica da Transferência de embriões (TE) em bovinos 

é a multiplicação, de forma acelerada, do material genético de uma 
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doadora superior. Especificamente, procura-se aumentar o número 
de descendentes de uma determinada fêmea, aproveitando o seu 
potencial genético para produção. Resumidamente, assim como a 
Inseminação Artificial potencializa o uso de material genético de tou-
ros superiores, a TE difunde material genético de fêmeas superiores. 
A transferência de embriões, assim como a IA, também se tornou um 
grande nicho de mercado e opera em níveis comerciais atualmente 
no Brasil. Além do viés comercial, a TE fornece conhecimentos bási-
cos de desenvolvimento embrionário inicial que podem ser aplicados 
em outras biotecnologias da reprodução.

Datam do final do século XIX os primeiros relatos de sucesso em 
transferência de embriões, em coelhos (HEAPE, 1891; citado por 
BETTERIDGE, 2003; HASLER, 2003). Em bovinos, contudo, somente 
em meados do século XX (1950) foi registrado o nascimento do pri-
meiro bezerro fruto de transferência de embriões (WILLETT et al., 
1951). O uso da técnica de TE em escala comercial começou modes-
tamente no início da década de 1970, limitada por questões práticas 
(coleta e transferência cirúrgicas, com a doadora sob anestesia geral). 
Com a introdução dos métodos de coleta e transferência não cirúrgi-
cas e a disponibilidade de prostaglandina F

2
α para sincronizar doado-

ras e receptoras, a TE se tornou mais prática e pôde ser realizada na 
própria fazenda, o que aumentou bastante o potencial de difusão da 
técnica (HASLER, 2003).

Dados atuais registram cerca de 823.160 embriões transferidos no 
mercado mundial de TE em bovinos (THIBIER, 2008). No cenário 
nacional, o Brasil é o segundo maior produtor de embriões in vivo fora 
da América do Norte e Europa e se consolidou como o maior produtor 
mundial de embriões in vitro, respondendo por quase 80% das trans-
ferências desses embriões em 2007 (THIBIER, 2008).

Entre as principais aplicações da TE, destacam-se: (1) planejamento 
de acasalamentos e multiplicação de animais de genótipo superior; 
(2) otimização de programas de seleção e melhoramento genético; 
(3) conservação de recursos genéticos (animais raros ou em risco de 
extinção); (4) controle de doenças no comércio de material genético; 
(5) importação e exportação de material genético a menor custo e com 
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menor risco sanitário; e (6) fornece a base para adoção de outras bio-
tecnologias.

A TE em bovinos se caracteriza por três etapas principais: (1) indu-
ção da superovulação; (2) coleta, identificação e classificação dos 
embriões; e (3) transferência ou congelação dos embriões.

Superovulação de doadoras

A primeira etapa da TE diz respeito à seleção de doadoras. Nesse 
sentido, avalia-se o genótipo, o fenótipo, a progênie (quando disponí-
vel), aspectos sanitários do animal, o histórico reprodutivo e ainda é 
realizado um exame ginecológico completo visando a identificação de 
eventuais patologias ou qualquer outra condição de restrição. A supe-
rovulação de doadoras de embriões tem a finalidade de induzir o cres-
cimento e a consequente ovulação de vários folículos em uma espé-
cie monovulatória (bovinos). Os protocolos de superovulação (SOV) 
são baseados em conhecimentos da fisiologia reprodutiva dos bovi-
nos, especificamente dinâmica do crescimento de folículos ovarianos 
e endocrinologia do ciclo estral. É importante que se tenha em mente 
alguns aspectos básicos de fisiologia da reprodução, como por exem-
plo, a ocorrência de, na grande maioria dos animais, duas ou três 
ondas de crescimento folicular durante um ciclo estral. A emergên-
cia de cada onda é precedida por uma elevação nas concentrações de 
FSH, o que causa o desenvolvimento de um pool de folículos peque-
nos (3 mm a 4 mm em diâmetro), que irão crescer simultaneamente 
até que se estabeleça o processo de divergência e dominância folicu-
lar. O folículo dominante passará a crescer a taxas maiores do que os 
chamados subordinados e exercerá um efeito negativo sobre eles, cau-
sando sua atresia. O folículo dominante se torna ovulatório, pois pro-
duz estradiol a concentrações suficientes para induzir a ovulação, caso 
não haja o bloqueio da progesterona produzida pelo corpo lúteo (após 
a ocorrência de luteólise; proestro). Havendo alta progesterona (dies-
tro), o folículo dominante irá iniciar sua regressão (atresia), haverá 
uma elevação no FSH circulante e uma nova onda de crescimento foli-
cular irá emergir (Figura 4) (GINTHER et al., 1996).
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Figura 4. Representação esquemática da dinâmica folicular na vaca, em um 
ciclo caracterizado por duas ondas de crescimento folicular. O folículo domi-
nante da primeira onda (FD1) cresce em ambiente com alta progesterona, 
o que impede a ovulação. Já o folículo dominante da segunda onda (FD2) se 
torna ovulatório (Fov) após a redução na concentração de progesterona cau-
sada pela lise do corpo lúteo (CL) que, em geral, se inicia após o 16º-18º dia 
do ciclo estral. As curvas representam concentrações plasmáticas usuais de 
hormônio folículo-estimulante (FSH), progesterona (P4) e hormônio lutei-
nizante (LH).

O tratamento superovulatório deve ser iniciado no momento em 
que há um maior número de folículos aptos a responder ao trata-
mento, ou seja, um maior número de folículos pequenos (3 mm a 
4 mm) em crescimento (MAPLETOFT et al., 2002). Considerando-se 
o ciclo estral da vaca, de maneira geral, é recomendado o início do 
tratamento por volta do 9º-10º dia do ciclo, que coincide com o dia de 
emergência da segunda onda de crescimento folicular (GINTHER 
et al., 1989). Neste momento, o folículo dominante da primeira onda 
já está afuncional e em regressão, e há um pool de folículos crescendo, 
aptos a responder ao tratamento. A ausência de um folículo domi-
nante funcional durante a SOV resulta em maior número de folícu-
los ovulatórios e maior número de embriões coletados (BUNGARTZ; 
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NIEMANN, 1993). Inicialmente, a superovulação era induzida por 
meio de tratamentos a base de gonadotrofina coriônica equina (eCG), 
um hormônio que possui ação folículo estimulante (MONNIAUX 
et al., 1983). No entanto, quando preparações a base de FSH se torna-
ram disponíveis comercialmente (principalmente de origem suína), 
esse tipo de produto passou a ser utilizado em grande número de tra-
tamentos superovulatórios (MONNIAUX et al., 1983).

Atualmente, o protocolo básico para indução da superovulação em 
bovinos consiste de seis a oito aplicações de produtos a base de FSH 
a intervalos de 12 horas, durante três a quatro dias, em esquema de 
doses decrescentes, ou seja, 40% da dose total no primeiro dia; 30% 
no segundo dia; 20% no terceiro; e os 10% restantes no último dia 
de tratamento (Figura 5) (MONNIAUX et al., 1983). Dentro do proto-
colo, há ainda tratamentos (uma ou duas injeções) com prostaglan-
dina F

2
α, para que se cause a lise do corpo lúteo presente e permita-se 

à doadora manifestar cio e ovulação. Em geral, um ou dois dias após 
o término da SOV, a doadora de embriões irá apresentar cio e deverá 
ser inseminada artificialmente (12 e 24 horas após o início do estro). 
Obviamente, este protocolo pode ser adaptado e (ou) modificado, mas 
deve-se sempre respeitar os eventos que ocorrem em níveis ovarianos 
e endócrinos durante o ciclo estral da vaca.

Estro

Dia 0 10 11

Indução da superovulação

FSH FSH FSH FSH

Coleta
e

TE

Cio base PGF2�

Cio
e
IA

IA

Dia 2112 13 14 15

Figura 5. Ilustração do protocolo básico de indução da superovulação em 
bovinos, com base em observação de cio (Dia 0); estimulação com FSH exó-
geno a partir da emergência da segunda onda de crescimento folicular (Dia 
10); indução de luteólise com prostaglandina F

2
α (PGF

2
α); e coleta de embri-

ões sete dias após o estro e IA.
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Sincronização de doadoras e receptoras

O resultado positivo da transferência de embriões (gestação) 
depende, entre outros fatores, do grau de sincronia entre doadora e 
receptora. O embrião recém transplantado ao útero de uma receptora 
precisa encontrar um ambiente fisiologicamente compatível, em ter-
mos endócrinos e de secreção, com a sua idade (sete dias) para que 
continue o seu desenvolvimento normal. Melhores taxas de gestação 
são encontradas quando há uma sincronia de ±24 horas entre o cio da 
doadora e da receptora (HASLER et al., 1987), sendo por isso recomen-
dada a utilização de receptoras no D7± 1 do ciclo estral (D0 = estro), 
levando-se em conta que a doadora se encontra no D7.

Os métodos de sincronização de cios são bastante conhecidos e 
variados, podendo ser utilizados progestágenos para prolongamento 
da fase luteal, prostaglandina F

2
α e seus análogos para indução de 

luteólise e redução da fase luteal, ou sincronização da onda de cresci-
mento folicular pela aplicação de estradiol ou GnRH.

Há diferentes formas comerciais de progestágenos, sendo as princi-
pais os implantes auriculares e os dispositivos intravaginais. Seu uso 
na sincronização apresenta as vantagens de não ser dependente da 
fase do ciclo estral e possibilitar maior flexibilidade na programação. 
Desvantagens desse método incluem custo elevado e traumas (irri-
tação vaginal ou implante auricular). Já o uso de prostaglandina F

2
α

 

tem baixo custo, maior praticidade e apresenta ainda a vantagem de 
os produtos comerciais estarem amplamente disponíveis em lojas. 
No entanto, a eficiência de sincronização após a aplicação de PGF

2
α 

é limitada, pois a luteólise induzida só irá ocorrer durante a fase de 
diestro (dias 6 a 15 do ciclo estral), quando o CL tem sensibilidade ao 
produto. Uma segunda limitação diz respeito ao grau de sincroniza-
ção dos animais, visto que há diferenças de tempo entre a aplicação 
de PGF

2
α e a manifestação de estro, que pode ocorrer tão cedo quanto 

48 horas e tão tarde quanto 96 horas após o tratamento. Esses distin-
tos intervalos PGF

2
α-Estro existem em razão do estádio de desenvol-

vimento do folículo dominante no momento do tratamento, o qual 
ainda necessita de crescimento e maturação até que ocorra a ovula-
ção (KASTELIC et al., 1990).
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Atualmente, assim como na inseminação artificial, é possível na 
TE a sincronização da emergência da onda de crescimento folicular 
e subsequente indução da ovulação, permitindo assim a indução de 
superovulação e coleta de embriões em momento pré-determinado 
(tempo fixo; SOVTF) e também a transferência de embriões em tempo 
fixo (TETF) para receptoras com ovulação sincronizada (BÓ et al., 
2002). Os princípios de SOVTF e TETF são semelhantes aos da IATF, 
dizendo respeito basicamente: (1) sincronização da onda folicular por 
indução da ovulação ou atresia do folículo dominante pela aplicação de 
preparações a base de estradiol ou GnRH, associados à progesterona 
exógena; (2) superovulação com tratamento a base de FSH (SOVTF); 
(3) indução da ovulação dos vários folículos ovarianos (SOVTF) ou do 
folículo dominante (TETF) pela aplicação de preparações a base de 
estradiol, GnRH ou LH; e (4) IA em tempo fixo (SOVTF) ou transfe-
rência de embriões sete dias após o estro induzido (TETF). Os proto-
colos de SOVTF e TETF são ferramentas bastante úteis quando há a 
necessidade de programação das coletas e transferências. Ainda, pro-
tocolos de TETF podem ser essenciais em locais onde há carência de 
mão de obra treinada para observação de cio em receptoras.

Procedimentos de coleta e transferência de embriões

Após a indução da superovulação e inseminação artificial da doa-
dora, faz-se necessário a coleta de embriões. Devido ao desenvolvi-
mento embrionário inicial em bovinos, em geral, coleta-se os embri-
ões entre seis e oito dias após o estro (Dias 6, 7 e 8 do ciclo estral) 
quando os embriões já se deslocaram das tubas uterinas em direção 
ao lúmen uterino e se encontram na fase de mórula ou blastocisto 
(SENGER, 2005). A programação da coleta inicia-se com a escolha 
e organização do material de coleta. Nesse momento é importante a 
existência de uma listagem de todo o material necessário (check list), 
principalmente se a coleta for feita na fazenda. Com o material orga-
nizado e separado, inicia-se a preparação da doadora (o que inclui a 
retirada de fezes do reto, limpeza e higienização da região perineal 
e anestesia epidural – em animais bravios, pode ser necessária uma 
leve sedação para tranquilizar o animal), que, depois de higienizada 
e anestesiada, segue para a coleta em si.
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O processo de coleta é iniciado com a passagem de um cateter de 
Foley pela cérvix e posicionamento no corpo do útero ou na entrada 
de um dos cornos. Em seguida, um pequeno balão é inflado na extre-
midade do cateter para que não haja retorno de líquido e inicia-se a 
lavagem dos cornos uterinos (flushing) com meio apropriado (solução 
salino-fosfato tamponada, PBS), utilizando-se um circuito de coleta 
em forma de Y para que haja entrada e o retorno da solução. O conte-
údo do lavado uterino é direcionado diretamente para um filtro cole-
tor de embriões, que irá filtrar o excesso de líquido e não permitir a 
passagem de possíveis embriões. Ao final da coleta, o filtro, contendo 
pequena quantidade de líquido e as prováveis estruturas embrionárias 
coletadas, é levado ao laboratório, lavado com solução PBS, e o seu 
conteúdo colocado em placas de Petri para rastreamento, identificação 
e manipulação dos embriões recuperados. Os embriões são então clas-
sificados por grau de qualidade (STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998), 
transferidos para meio de manutenção (“holding”). Nesse momento 
decide-se quanto à transferência ou criopreservação dos embriões 
coletados. No caso de criopreservação, os embriões são transferidos 
para placas de Petri contendo uma solução crioprotetora (por exem-
plo, etilenoglicol ou glicerol), envasados em palhetas de 0,25 mL, e 
é então iniciado o processo de congelação. No caso de transferência 
a fresco, os embriões em meio de manutenção são envasados dire-
tamente para palhetas de 0,25 mL para que possam ser transferidos 
para receptoras.

A próxima etapa inclui a seleção de receptoras e a transferência 
de embriões propriamente dita. A seleção de receptoras é uma etapa 
extremamente importante no processo de TE, pois influencia dire-
tamente os resultados em termos de taxa de gestação (STROUD; 
HASLER, 2006). Receptoras de embrião devem estar sob excelente 
manejo nutricional (bom escore de condição corporal), sanitário (livre 
de doenças) e reprodutivo (ausência de patologias), ou seja, devem ser 
manejadas com a mesma atenção oferecida às doadoras (STROUD; 
HASLER, 2006). A condição sine qua non para uma receptora ser con-
siderada apta a receber um embrião é estar em sincronia com o ciclo 
estral da doadora (Dia 7±1) e apresentar um corpo lúteo (CL) funcio-
nal no momento da transferência (JONES; LAMB, 2008). Nesse con-
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texto, além da avaliação visual da aparência externa do animal, se faz 
necessário um exame do aparelho reprodutivo (útero e ovários) com 
o intuito de identificar a existência de qualquer anormalidade uterina 
(p. ex. infecção) e também identificar e localizar o corpo lúteo (ovário 
direito ou esquerdo). O uso de ultra-sonografia na seleção de recep-
toras pode ser encarado como uma ferramenta adicional para auxi-
liar a tomada de decisão, mas não é condição essencial. Alguns estu-
dos indicaram que, desde que a receptora tenha apresentado estro 
em sincronia com a doadora e apresente um corpo lúteo palpável no 
Dia 7, ela está apta a receber um embrião, independente da qualidade 
ultrassonográfica do CL e de concentrações plasmáticas de progeste-
rona (SPELL et al., 2001).

A transferência dos embriões para receptoras aptas pode ser feita 
pelo método cirúrgico ou não cirúrgico, o mais utilizado. O método 
não cirúrgico é realizado sob leve anestesia epidural, por via transcer-
vical, com o auxílio de um aplicador de TE (inovulador). O embrião 
deve ser transferido no terço final do corno uterino ipsilateral ao ová-
rio contendo o corpo lúteo. O diagnóstico de gestação pode ser feito 
precocemente (aos 28-30 dias de gestação; i.e., 21-23 dias após a TE) 
por meio de ultrassonografia ou por palpação retal após os 45 dias de 
gestação.

Realidades e limitações da TE

Dados mundiais de coletas de embriões indicam um número médio 
de embriões viáveis por coleta de 6,22; considerando dados de 122 mil 
coletas. Analisando-se os dados dos diferentes continentes, a variação 
é de 5,1 a 7,6 embriões viáveis/coleta (THIBIER, 2008). Esses dados 
representam uma das grandes limitações da TE, pois a média não 
reflete a realidade, em que são observadas respostas excelentes (25-30 
embriões viáveis) e respostas sofríveis (nenhum embrião coletado). 
Essa grande variação na resposta pode ser explicada por alguns fato-
res: (1) diferenças no tratamento superovulatório (preparação hormo-
nal, duração e momento do tratamento); (2) fatores inerentes ao ani-
mal doador (variação individual na reserva de folículos ovarianos e, 
consequentemente, na população de folículos disponíveis para recru-
tamento; o status ovariano no início do tratamento; e resposta ao FSH 
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exógeno); (3) fatores inerentes ao ambiente e história do animal (con-
dição nutricional, histórico reprodutivo, repetidas superovulações, 
idade e raça); e (4) erros no procedimento de coleta e preparação das 
doadoras (MAPLETOFT et al., 2002).

Apesar dos grandes avanços em tecnologia, a média de embriões 
viáveis/coleta pouco variou nas últimas décadas, como demonstrado 
por um estudo com 1.733 doadoras, que foram coletadas nos anos 
de 1979 ou 1999 (HASLER, 2003). Em um programa de TE, aproxi-
madamente 1/3 (25% a 35%) das doadoras não responderão ao tra-
tamento (sem produção de embriões); 50% a 60% terão respostas 
ruins ou intermediárias; e apenas um número reduzido de doadoras 
terá respostas acima da média, ou seja, boas ou excelentes. Ainda, 
cerca de 30% das doadoras produzirão a maioria (~70%) dos embri-
ões (DONALDSON, 1984; MAPLETOFT et al., 2002).

Quando se inicia um programa de transferência de embriões, seja 
ele de caráter comercial ou não, deve-se ter em mente que para o 
sucesso da manipulação hormonal do crescimento de folículos ova-
rianos é necessário um bom conhecimento da fisiologia reprodutiva e 
endocrinologia da fêmea bovina. Além disso, é importante saber que 
a técnica de TE apresenta limitações inerentes à fisiologia das doa-
doras (variação individual) e que a técnica é caracterizada por grande 
variância nos resultados. Embora um grande progresso tenha sido 
feito em fisiologia da reprodução dos bovinos, fatores inerentes à doa-
dora que afetam a resposta superovulatória são apenas parcialmente 
entendidos.

Produção in vitro de embriões
A inseminação artificial (IA) em bovinos foi o primeiro passo para 

acelerar a transferência de características desejáveis, permitindo a dis-
seminação de genes de machos considerados superiores e a melhoria 
do nível zootécnico dos rebanhos. Um reprodutor bovino pode produ-
zir milhares de bezerros durante sua vida produtiva pela IA, enquanto 
que no mesmo período, uma fêmea não é capaz de produzir mais do 
que 8 a 10 bezerros. Portanto, o possível ganho genético obtido pela 
linhagem materna era extremamente limitado. Com o desenvolvi-
mento de técnicas de reprodução assistida em animais, ocorreu um 
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grande avanço na otimização e multiplicação de fêmeas de interesse 
não só para a produção animal, mas também para a conservação e 
regeneração de espécies animais em perigo de extinção.

A transferência de embriões (TE) proporciona um melhor aprovei-
tamento de matrizes de elevado mérito genético, podendo aumentar, 
em média, 10 vezes o número de crias/ano. Com o advento da produ-
ção in vitro de embriões (PIV) esse potencial de multiplicação se torna 
ainda maior, pois aumenta consideravelmente, o número de produ-
tos/vaca/ano. Além disso, essa técnica também abre a possibilidade 
de utilizar bezerras pré-púberes, vacas em início de gestação, vacas 
com subfertilidade adquirida e vacas senis.

Embriões produzidos in vitro são aqueles produzidos pela mani-
pulação de gametas, fora de organismo materno. Essa técnica, ini-
cialmente, se resumia a fecundação in vitro (FIV), entretanto, após o 
nascimento do primeiro bezerro em 1981 (BRACKETT et al., 1982), 
avanços consideráveis foram obtidos. Atualmente, essa tecnologia se 
refere à combinação de vários processos interdependentes, que vão 
desde a obtenção dos oócitos imaturos à transferência dos embriões 
para as fêmeas receptoras que levarão a gestação a termo.

Obtenção de oócitos imaturos para PIV

Oócitos bovinos imaturos juntamente com as células do cumulus 
que o rodeiam, complexo cumulus-oócito (COC), podem ser recupe-
rados dos ovários in vitro – quando se utiliza ovários provenientes de 
abatedouros ou de animais mortos – e in vivo, que pode ser realizada 
cirurgicamente ou por ultrassonografia transvaginal (OPU).

A recuperação in vitro de COC pode ser realizada por dissecação ou 
fatiamento dos ovários ou aspiração dos folículos ovarianos. A disse-
cação permite o isolamento mecânico de folículos individualmente, 
sendo um processo trabalhoso e demorado. O fatiamento dos ová-
rios proporciona um maior número de estruturas recuperadas e, é 
importante quando se trabalha com ovários isolados de vacas de ele-
vado mérito genético. Nesse caso, além da punção dos folículos visí-
veis na superfície do ovário, é feita a dissecação desses ovários maxi-
mizando o seu aproveitamento. A aspiração é método mais eficiente 



biotecnologia – estado da arte e aplicações na agropecuária

682

e mais utilizado, e pode ser realizada com uma seringa ou com uma 
agulha acoplada a uma bomba a vácuo, com a qual se aspiram todos 
os folículos presentes na superfície dos ovários cujas medidas variem 
entre 2 mm e 8 mm de diâmetro (GORDON, 2003). A quantidade e 
qualidade dos COCs recuperados são influenciadas por vários fato-
res, tais como: época do ano; estado fisiológico do animal; tamanho 
do folículo aspirado (DODE et al., 2001); raça e idade das doadoras.

A recuperação de COCs in vivo pode ser realizada cirurgicamente, 
quando animais muito jovens são utilizados, ou por OPU, em que a 
obtenção de oócitos é feita pela punção folicular com uma agulha aco-
plada a uma sonda transvaginal, de forma que, os folículos a serem 
puncionados são visualizados na tela do ultrassom. A aspiração dos 
folículos é realizada com auxílio de uma bomba a vácuo, sendo os 
COCs, juntamente com o líquido folicular, transportados por um sis-
tema de cânulas ao tubo coletor. A média de oócitos obtidos também 
varia com a raça, a idade, o estágio fisiológica da doadora e a estraté-
gia de punção adotada. É possível puncionar os folículos de uma doa-
dora duas vezes por semana, uma vez por semana ou uma vez a cada 
duas semanas, sendo as duas últimas alternativas possíveis de dobrar 
os resultados mediante a estimulação hormonal (GOODHAND et al., 
1999). Independente da estratégia, o resultado final esperado é de pelo 
menos uma gestação por semana por doadora (PEIXER et al., 1996; 
BOUSQUET et al., 2000).

Independente do procedimento utilizado, aspiração in vivo ou in 
vitro, os COCs coletados juntamente com o líquido folicular são depo-
sitados em um tubo estéril, que se deixa decantar por em torno de 10 
minutos. Após esse período, o decantado é transferido para uma placa 
de Petri, em que será realizada a busca e seleção dos oócitos.

Seleção de oócitos

Após a recuperação, COCs devem ser classificados, utilizando como 
critério a homogeneidade e coloração do citoplasma e aparência, com-
pactação e número de camadas de células do cumulus. Essa morfolo-
gia dos CCOs tem sido utilizada como método de seleção visual por 
ter sido correlacionada com as taxas de blastocistos. Existem vários 
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sistemas para avaliação da morfologia de oócitos, tais como o sistema 
de Stojkovic et al. (2001) descrito abaixo:

 − Qualidade 1: Complexo cumulus oócito com citoplasma homo-
gêneo e com granulações finas e múltiplas camadas compactas 
de células do cumulus.

 − Qualidade 2: Oócito com citoplasma homogêneo com peque-
nas áreas mostrando pigmentações irregulares, Cumulus com-
pacto menor do que na categoria 1 com pelo menos 5 camadas 
completas.

 − Qualidade 3: Oócito com citoplasma heterogêneo/vacuolizado, 
a zona pelucida coberta com pelo menos 3 camadas de células 
do cumulus e (ou) com pequenas áreas desnudas.

 − Qualidade 4: Citoplasma heterogeneamente pigmentado e o 
cumulus completamente/parcialmente ausente ou expandido.

Maturação in vitro de oócitos
Durante a ovogênese, os oócitos de mamíferos permanecem reti-

dos no estágio de diplóteno da prófase da primeira divisão meiótica, 
desde a vida fetal até pouco antes da ovulação. A retomada da meiose 
pode ser mediada por um estímulo hormonal in vivo, ou pela reti-
rada do oócito de dentro do folículo (WASSARMAN; ALBERTINI, 
1994). Portanto, quando os oócitos são aspirados dos folículos ova-
rianos (normalmente entre 2 mm a 6 mm de diâmetro) para serem 
utilizados na PIV, eles ainda são imaturos e necessitam sofrer o pro-
cesso de maturação in vitro (MIV), que é realizada cultivando os oóci-
tos, logo após a aspiração do folículo e seleção dos COCs, em meio de 
maturação, com temperatura e atmosfera apropriada, por um perí-
odo de 22 a 24 horas.

A maturação envolve mudanças nucleares e citoplasmáticas que 
devem ocorrer simultaneamente e que conferem aos oócitos a capa-
cidade de serem fecundados, descondensarem a cabeça do esperma-
tozóide, formarem os pró-núcleos e terem desenvolvimento embrio-
nário normal (DODE et al., 2000a).

Os eventos nucleares envolvem reorganização da rede de microtú-
bulos, rompimento do envoltório nuclear, condensação dos cromos-
somos e progressão para metáfase I, anáfase I, telófase I, expulsão do 
primeiro corpúsculo polar e retenção no estágio de metáfase II (CHA; 
CHIAN, 1998).
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No que se refere ao citoplasma, ocorre reprogramação na síntese 
protéica, mudança na atividade da proteína quinase ativada por mitó-
genos (MAPK) e do fator promotor da maturação (MPF), desenvol-
vimento dos mecanismos de liberação de Ca++, e aquisição da capa-
cidade de descondensar a cabeça do espermatozóide (SALAMONE 
et al., 2001). Ainda durante esse período, ocorrem mudanças na orga-
nização citoplasmática, tais como: um contínuo desenvolvimento dos 
estoques de lipídios;, redução do aparelho de Golgi; redistribuição de 
ribossomos; rearranjo das mitocôndrias; e alinhamento dos grânulos 
corticais próximos à membrana plasmática (DIELEMAN et al., 2002). 
O aumento no estoque de lipídios pode estar associado com a forma-
ção de um pool de energia essencial para o oócito suportar o desen-
volvimento após a fecundação.

Outro evento que ocorre na maturação é a expansão das células do 
cumulus, que circundam os oócitos. Essas são células da granulosa 
especializadas que estão metabolicamente associadas entre si e com 
o oócito. No oócito imaturo, elas estão muito compactadas e durante 
a maturação iniciam a secreção de ácido hialurônico que se deposita 
entre elas, separando-as e causando a expansão dessas células.

Fecundação in vitro

Para a fecundação in vitro, espermatozóides e oócitos maturos são 
co-incubados, em um meio especifico, por um período em torno de 
18 horas, sendo possível co-incubar por períodos menores sem afetar 
as taxas de produção de embriões (DODE et al., 2002a).

Para que a FIV ocorra com sucesso, é necessário que os oócitos 
tenham sofrido uma maturação completa e que os espermatozóides 
tenham sido adequadamente preparados.

Para a preparação do sêmen a ser utilizado na FIV, vários méto-
dos para remover o plasma seminal e (ou) crioprotetor e melhorar as 
características seminais tem 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.
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No Swim-up o sêmen é depositado no fundo de um tubo contendo 
meio de preparação de sêmen e deixado em repouso por aproxima-
damente 60 minutos. Os espermatozóides vivos migram por motili-
dade ascendente para a porção superior do meio, os espermatozóides 
mortos, diluidor e demais constituintes do sêmen permanecem no 
fundo do tubo. A porção superior é recuperada e utilizada para a FIV.

No gradiente de percoll, os espermatozóides também são selecio-
nados pela motilidade através da passagem por diferentes gradien-
tes. Para separação espermática se utiliza duas concentrações, que 
em geral são de 45% e 90%, depositadas em um tubo sendo o sêmen 
colocado na superfície do gradiente. Após centrifugação, o sobrena-
dante é retirado e o pellet é lavado e utilizado para a FIV.

Além da qualidade dos oócitos, do método utilizado para prepara-
ção do sêmen e do tempo de co-incubação, outros fatores podem afe-
tar a taxa de fecundação, tais como: a dose inseminante; a interação 
touro-vaca; e a diferença entre touros na capacidade de fecundar e pro-
duzir embriões, sendo a variação individual de touros um dos prin-
cipais fatores que interferem produção comercial de embriões PIV.

Cultivo de embriões produzidos in vitro

Após a fecundação in vitro, os embriões são transferidos para o cul-
tivo embrionário onde permanecem por um período de sete dias, até 
atingirem o estágio de blastocisto, quando então podem ser transfe-
rido para o útero de fêmeas receptoras que levarão a gestação a termo.

O cultivo in vitro de embriões requer um sistema que suporte o 
desenvolvimento embrionário. Vários sistemas de cultivo foram 
desenvolvidos e utilizados. Esses sistemas incluem o cultivo em ovi-
duto de hospedeiro intermediário, co-cultivo com vários tipos de célu-
las somáticas e cultivo livre de células somáticas.

Cultivo in vivo em oviduto de coelhas ou ovelhas até o estágio de 
blastocisto foi inicialmente muito utilizado, mas caiu em desuso após 
o desenvolvimento dos sistemas de co-cultivo. Apesar de esse método 
requerer procedimento cirúrgico e ser oneroso, ainda é utilizado por 
alguns grupos de pesquisa (LONERGAN et al., 2006; GALLI et al., 
2003).
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O co-cultivo com células somáticas tornou possível o cultivo total-
mente in vitro de embriões PIV. Sendo que vários tipos de células 
somáticas tais como da granulosa, epiteliais de oviduto, uterinas e 
células de linhagem estabelecidas para cultivo como células VERO e 
células BRL (Buffalo rat Liver Cells) podem ser utilizadas.

Entretanto, com o desenvolvimento do meio SOF, que foi criado 
baseado na constituição do fluido do oviduto de bovinos, foi elimi-
nada a necessidade de co-cultivo (WATSON, 2000). Esse meio, con-
tudo, requer uma atmosfera de 5% de 0

2
, a qual difere da utilizada 

para a MIV e FIV. Estudos têm demonstrado que o meio SOF tam-
bém pode ser utilizado com alta tensão de O2 sem afetar o desenvolvi-
mento embrionário, desde que as células do cumulus remanescentes 
no zigoto após a FIV sejam mantidas (CORRÊA et al., 2008).

Diferença entre os embriões in vivo e in vitro
Embriões produzidos in vitro e os produzidos in vivo diferem em 

várias características, tais como: aspectos morfológicos e metabóli-
cos; alterações cromossômicas; número de células; e expressão de 
RNAm específicos, assim como, uma maior sensibilidade a criopre-
servação (VAN SOOM et al. 1996; VIUFF et al., 1999; BERTOLINI 
et al., 2002). Essas diferenças, possivelmente determinam o começo 
de uma série de problemas que levam uma redução na eficiência da 
técnica (FARIN et al., 2001).

Os embriões PIV apresentam maior vacuolização, menor número 
de células, menor densidade de mitocôndrias, maior densidade de 
lipídios (CROSIER et al., 2001) e junções incompletas entre as célu-
las do botão embrionário e trofoblasto (FARIN et al., 2001). Em estu-
dos utilizando a técnica de FISH para avaliar poliploidias, foi deter-
minado que 72% dos embriões produzidos in vitro eram mixoplóides 
e que – apesar de a mixopolidia ocorrer também em embriões in vivo 
– nos in vitro, ocorre com maior frequência e em estágios mais pre-
coces de desenvolvimento (VIUFF et al., 1999).

Na PIV cerca de 30% a 50% dos oócitos inseminados chegam ao 
estágio de blastocisto e os índices de gestação estão em torno de 40% 
(VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006). As maiores perdas no 
desenvolvimento embrionário ocorrem nos estágios de 8 para 16 célu-
las (ativação do genoma do embrião) e pós-transferência, em torno 
dos dias 14 e 15 da gestação.
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Aplicações da PIV

A utilização comercial dessa técnica ainda está limitada ao custo, e 
vai depender do balanço entre o mérito genético do produto (bezerro) 
e o custo de sua produção. Entretanto, apesar do custo ainda ser alto, 
a PIV está sendo gradualmente integrada a programas de melhora-
mento genético, como uma ferramenta complementar para multipli-
cação animal.

Em termos práticos, o potencial da PIV fica mais evidente quando 
se discute suas diferentes aplicações. À medida que o sistema PIV 
melhora, novas alternativas surgem como a criopreservação do oócito 
e do embrião para formação de bancos de germoplasma comercial ou 
para preservação de espécies. No entanto, os maiores impactos da PIV 
para a produção animal são: expansão genética rápida pelo aumento 
do número de produtos provenientes de fêmeas geneticamente supe-
riores; produção de embriões de vacas com subfertilidade adquirida, 
vacas em início de gestação e vacas senis, bem como, bezerras pré-
-púberes; possibilidade de se estabelecer “fábricas” de embriões com 
grau de sangue definido segundo o ecossistema e sistema de produ-
ção; e sua aplicação associada à sexagem de espermatozóides produ-
zindo várias gestações com apenas uma dose inseminante sexada.

Considerações sobre a produção in vitro de embriões bovinos
Apesar dos avanços observados nessa área nos últimos anos, vários 

aspectos precisam ser ainda esclarecidos. As questões estão associa-
das à avaliação da competência biológica dos gametas e ao próprio sis-
tema de cultivo. Estudos básicos sobre os diversos mecanismos envol-
vidos estão sendo conduzidos a nível mundial. Os resultados desses 
estudos esclarecerão os aspectos relativos à maior susceptibilidade 
dos embriões PIV à criopreservação, a menor viabilidade dos oócitos 
de bezerras quando comparados aos de vacas e as baixas taxas de pre-
nhez devido à menor qualidade desses embriões.

É importante salientar que, por se tratar de uma técnica relati-
vamente nova, o monitoramento rigoroso das doadoras de oócitos, 
dos oócitos, dos embriões e dos produtos nascidos é de fundamen-
tal importância para que essa técnica possa ser utilizada com segu-
rança, de forma adequada e nas situações mais indicadas.
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Transferência nuclear (clonagem animal )
A transferência nuclear ou clonagem com célula somática é uma 

técnica em que o núcleo (DNA) da célula é transferido para dentro de 
um oócito em fase de metáfase II, com o objetivo de gerar um novo 
indivíduo, geneticamente idêntico ao animal doador da célula somá-
tica (TIAN et al., 2003)(Figura 6).

b) Cultura de células
doadoras

g) Desenvolvimento de
embrião clonado

f) Fusão celulare) Transferência
nuclear

d) Enucleaçãoc) Oócitos
maturados

a) Animal doador
i) Nascimento

dos clones

h) Transferência
para receptoras

Figura 6. Representação esquemática do processo de transferência nuclear. 
As células são coletadas do animal doador (a) e cultivadas in vitro (b). Um 
oócito maturado em metáfase II (c) é então tem seu núcleo retirado (enucle-
ado) (d) e a célula somática do animal doador é transferida para o interior 
do oócito enucleado (e). A célula somática e o oócito são fusionados (f) e os 
embriões se desenvolvem in vitro até a fase de blastocisto (g). Os blastocistos 
podem então ser transferidos para uma fêmea receptora e os animais clona-
dos nascem após completarem o período de gestação (i).

Fonte: Adaptado de Tian et al. (2003).

O procedimento de transferência nuclear tem demonstrado que 
genes inativados durante a diferenciação tecidual podem ser com-
pletamente reativados pelo processo de reprogramação nuclear. Esse 
evento se resume na reversão da diferenciação celular, fazendo que 
a célula adquira novamente a condição de totipotência. A transferên-
cia nuclear com célula somática pode ser utilizada para gerar múl-
tiplas cópias de animais geneticamente superiores; para produzir 
animais transgênicos; para produzirem proteínas de utilidade farma-
cêuticas ou para genotransplantes (STICE et al., 1998; POLEJAEVA; 
CAMPBELL, 2000); ou para preservar espécies em extinção.
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Em geral, o primeiro passo do processo de clonagem envolve a 
coleta das células somáticas do animal a ser clonado. A escolha da 
célula somática para o uso na transferência nuclear varia grandemente 
(EDWARDS et al., 2003). Tem sido utilizadas células somáticas doa-
doras provenientes de vários tecidos e de animais de várias idades 
(fetos, recém nascidos, jovens, adultos e até de animais mortos a um 
relativo curto período após a morte). Animais clonados vivos têm sido 
obtidos de aproximadamente 12 dos 200 tipos de tecidos adultos dife-
renciados que existem nos mamíferos. As razões para isso permane-
cem desconhecidas. Uma leve suposição existente é que os tecidos 
de animais mais jovens e tecidos com menos diferenciações seriam 
a melhor fonte de células doadoras, mas nenhuma evidência conclu-
siva suporta essa hipótese (VAJTA; GJERRIS, 2006). Após a coleta, as 
células somáticas podem ser utilizadas imediatamente ou após longo 
tempo de cultivo (KUBOTA et al., 2000). Bovinos adultos tem sido clo-
nados utilizando células do cumulus (TANI et al., 2001); fibroblastos 
(HEYMAN et al., 2002); células da granulosa (PIEDRAHITA et al., 
2002); células da glândula mamária (KISHI et al., 2000); células mus-
culares (SHIGA et al., 1999); células do oviduto (GOTO et al., 1999); 
e células uterinas (KATO et al., 2000).

O Segundo passo, talvez o mais trabalhoso da transferência nuclear, 
requer a remoção do DNA materno (enucleação) de um oócito em 
metafase II (MII). Esse processo exige o uso de micropipetas e se ini-
cia aproximadamente 18 horas após os oócitos terem sido depositados 
no meio de maturação in vitro. A enucleação é realizada usualmente 
mecanicamente pela fixação do oócito em posição apropriada com 
a ponta polida de uma pipeta de fixação com um vácuo suave e pela 
aspiração da cromatina contida em parte do oócito por meio de uma 
pipeta de enucleação afiada, que ultrapassa a zona pelúcida (VADJA; 
GJERRIS, 2006).

Para se evitar lises, os oócitos podem ser incubados em presença de 
um inibidor de microfilamentos (cytochalasin B). Essa substância relaxa 
o citoplasma permitindo a remoção mecânica de 5% a 15% do cito-
plasma do oócito contendo o DNA materno. Há várias estratégias para 
encontrar a cromatina no citoplasma do oócito, que devem ser realiza-
das com cautela para evitar danos e aumentar a eficiência do procedi-
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mento (VADJA; GJERRIS, 2006). Na maioria das metodologias, o DNA 
pode ser visualizado pelo corante Hoechst e iluminação ultravioleta.

Para a clonagem de bovinos, os oócitos são geralmente obtidos de 
fêmeas abatidas em frigoríficos ou de animais vivos, os quais têm seus 
folículos aspirados com o auxílio do ultrassom (BRUGGERHOFF 
et al., 2002).

O próximo passo da transferência nuclear é inserção do núcleo da 
célula somática no interior do citoplasma do oócito, construindo uma 
estrutura equivalente a um embrião de uma célula. Para isso, inicial-
mente, uma célula somática é inserida mecanicamente no espaço 
perivitelino (EPV) do oócito por meio de micropipetas e, em seguida, 
a célula somática é integrada ao citoplasma do oócito pela aplicação de 
pulsos elétricos (GIBBONS et al., 2002). A célula somática no interior 
do EPV é alinhada entre dois eletrodos, e pulsos com uma corrente 
elétrica (por exemplo: 2.2 kV/cm por 40 µs) poderá produzir mais de 
70% de estruturas fusionadas (EDWARDS et al., 1999). A eletrofu-
são é dependente do contato da célula somática com o citoplasma do 
oócito, em que as membranas de cada citoplasma poderão interagir 
após a formação de poros (FIRST; PRATHER, 1991). Dentro de pou-
cos minutos, após a introdução da célula somática no citoplasma, 
ocorre a quebra da membrana nuclear e a condensação da cromatina 
(CAMPBELL et al., 1996).

Em muitos casos, o pulso elétrico utilizado para fusão é suficiente 
para ativar o embrião clonado a se desenvolver. No entanto, o método 
de escolha de ativação nuclear do oócito reconstruído é por combi-
nações químicas (GIBBONS et al., 2002) que mimetizam as ações 
dos espermatozóides após a fecundação. Após a ativação química, 
os embriões reconstruídos são cultivados e começam a clivar. Nos 
bovinos, uma transferência não cirúrgica do embrião para o útero da 
fêmea receptora pode ser realizada sete dias após a ativação e o perí-
odo cultivo.

Com a transferência nuclear convencional tem sido relatado o nas-
cimento de animais vivos de 11 espécies, incluindo bovinos, suínos, 
ovinos e caprinos (EDWARDS et al., 2003).
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Aplicações da transferência nuclear

A clonagem animal apresenta teoricamente ilimitadas aplicações na 
pesquisa, indústria e agricultura, apesar do baixo nível de eficiência. 
No entanto, esforços estão sendo empregados para aumentar a efici-
ência ou identificar situações em que o presente nível de eficiência 
possa resultar em avanços na competência (GABOR; GJERRIS, 2006).

Tem sido sugerido que as aplicações da clonagem de animais de 
fazenda sejam divididas em duas áreas: (a) biomédica; e (b) agrope-
cuária (LEWIS et al., 2004).

Aplicações biomédicas

O maior potencial da clonagem de animais de fazenda parece ser 
para as aplicações biomédicas. Desde a década de 1980, tem sido 
possível modificar mamíferos geneticamente por meio da injeção de 
cópias de genes desejáveis no interior dos pró-núcleos no zigoto. No 
entanto, esse método é extremamente ineficiente, pois a maioria dos 
embriões injetados não se desenvolve, e menos de 1% dos animais 
nascidos apresenta a mudança genética desejada (GABOR; GJERRIS, 
2006). Além disso, o método pode introduzir somente novos genes 
no genoma e estes podem causar problemas, porque o local de inte-
gração é aleatório (PATERSON et al., 2003).

Após várias tentativas, a transferência nuclear de célula somática 
tem se configurado na forma mais eficiente de produzir animais gene-
ticamente modificados. Pela introdução de modificações genéticas nas 
células doadoras e escolha daquelas com a mudança desejada para o 
procedimento de clonagem, modificações genéticas mais precisas no 
genoma animal podem ser garantidas. Ademais, pela perspectiva eco-
nômica e aplicações biomédicas, a ineficiência da tecnologia de clona-
gem é um problema menor, uma vez que os animais que serão cria-
dos terão um valor comercial relativamente alto. Adicionalmente, a 
transferência nuclear com célula somática pode ser utilizada para uma 
rápida multiplicação dos animais transgênicos, os quais irão carregar 
as mudanças desejadas (PATERSON et al., 2003).

As duas aplicações da transferência nuclear animal que parecem 
ser mais realistas para os próximos anos são a criação de animais 
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modelos para doenças humanas e os animais biorreatores (GABOR; 
GJERRIS, 2006).

Modelos para doenças

Os modelos para doenças são animais preparados para expressar, 
genotipicamente e fenotipicamente certa doença humana. Eles podem 
ser utilizados tanto para o entendimento da doença, como para iniciar 
testes para possíveis tratamentos. No entanto, esses modelos apresen-
tam limitações devido às diferenças fisiológicas com o humano, e tam-
bém devido ao limitado tempo de vida dos animais, especialmente o 
camundongo (GABOR; GJERRIS, 2006). Os animais geneticamente 
modificados podem oferecer uma solução para esse problema. Um 
exemplo disso é mencionado por Paterson et al. (2003), em que a 
criação de uma ovelha que expressa fibrose cística é prevista. Os ovi-
nos e especialmente os suínos são animais ideais para esse objetivo, 
devido às similaridades na fisiologia e no tamanho dos órgãos com 
os humanos. Além disso, esses animais são relativamente baratos, 
a reprodução e manutenção são bem estabelecidas, e o longo tempo 
de vida permite que as doenças se manifestem como nos humanos. 
Um grande número de genes candidatos está disponível para o possí-
vel estabelecimento de doenças humanas, incluindo doenças neuro-
degenativas (Parkinson, Alzheimer), alterações de pele (psoriase) ou 
outras doenças com suspeita ou com genética conhecida, tais como: 
diabetes mellitus, arteriosclerose e câncer de mama.

Biorreatores

Os Biorreatores são animais transgênicos que apresentam genes 
que produzem proteínas humanas inseridas no genoma animal. Essas 
proteínas podem ser recuperadas do animal e utilizadas no setor bio-
médico para fins medicinais. A maioria das pesquisas nesse campo 
tem sido desenvolvida para obter animais transgênicos para expres-
sarem proteínas desejadas no leite. Potencialmente, proteínas para o 
tratamento de várias doenças humanas podem ser produzidas dessa 
forma no futuro. Proteínas tais como o fator de coagulação IX, anti-
trombina humana e alfa 1-antitripsina têm sido recuperadas expe-
rimentalmente de animais transgênicos e clonados. Entretanto, a 
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ineficiência das tecnologias e a rigorosa regulação da medicina são 
obstáculos para o desenvolvimento da tecnologia dos biorreatores. O 
risco da introdução de novas doenças nos humanos (zoonoses) pelo 
uso de animais tem criado a necessidade de amplos testes para esses 
compostos biológicos recuperados antes da comercialização. Ainda, 
o custo de produção total – incluindo a construção do gene, a produ-
ção do animal transgênico, a extração e purificação do produto –, deve 
ser comparado com as oportunidades de renda para ampliar a viabi-
lidade comercial (LEWIS et al., 2004).

Aplicações agropecuárias

Embora os problemas técnicos e científicos sejam similares a área 
biomédica, as aplicações da clonagem na agropecuária têm sido alta-
mente produtivas, por tornar eventualmente o procedimento viável 
com custo eficiente.

A clonagem tem sido utilizada para criar cópias de animais com 
alto valor genético, tais como vacas com alta produção de leite ou 
touros com qualidade de carne superior (PATERSON et al., 2003). 
Alternativamente, a clonagem pode ser utilizada para produzir cópias 
de animais cuja linhagem são especialmente demandadas nos progra-
mas de cruzamento, e dessa forma, evitando a necessidade de repetir 
vários ciclos de cruzamento. Como exemplo, clonar um touro que tem 
uma linhagem desejada e utilizá-lo para o cruzamento e aumentar o 
número de filhos; ou clonar um grande número de animais para melho-
rar a qualidade genética geral do rebanho (PATERSON et al., 2003).

A clonagem combinada com a modificação genética animal tem 
sido considerada uma melhor opção para competir com os esquemas 
de cruzamentos tradicionais, uma vez que características que não 
podem ser introduzidas de outra maneira nos animais podem, com 
essa associação, ser disseminadas para uma população. Nesse caso, 
as principais estratégias de associação entre a clonagem e modifica-
ção genética incluem o aumento da resistência de uma animal a doen-
ças, tais como a mastite (WALL et al., 2005), touros transgênicos que 
produzem somente filhas fêmeas ou somente filhos machos (FABER 
et al., 2003), e vacas leiteiras que produzem caseína modifica e alte-
ração na sua proporção, melhorando desta forma a qualidade no leite 
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(BROPHY et al., 2003). Uma outra possibilidade é gerar animais que 
podem produzir menos efeitos negativos ao meio ambiente. O exem-
plo mais conhecido desse caso é o enviropigTM, ou seja, um suíno que 
tem a capacidade de digerir o fitato das plantas e, dessa forma, libe-
rar menos fosfato nas fezes e consequente menos poluição ambien-
tal (KUES; NIEMANN, 2004).

Uma das preocupações na produção de animais clonados está rela-
cionada ao possível risco a saúde humana devido ao consumo dos pro-
dutos desses animais. Porém, Takahashi e Yoshihio (2004) não encon-
traram diferenças biológicas entre a carne de bovinos clonados com o 
uso de células embrionárias e somáticas em comparação com animais 
não clonados. Da mesma forma, Tomé et al. (2004) não encontraram 
diferenças no valor nutricional do leite e da carne de produtos bovi-
nos clonados em comparação aos não clonados. Embora, os produtos 
de animais clonados pareçam não apresentar riscos a saúde humana, 
é preciso levar em conta as limitações na metodologia e quantidade 
das pesquisas para confirmar a inocuidade dos produtos clonados.

Finalmente, uma das barreiras para implementação da clonagem 
na agropecuária é o fato de os clones não serem cópias exatas de um 
animal já existente, pois o DNA mitocondrial proveniente do oócito 
sempre representará uma pequena parte diferente no novo indivíduo. 
A importância desse fato ainda não está clara. Além disso, os efeitos 
epigenéticos influenciam também a similaridade no nível do fenótipo 
entre o animal original e o animal clone (VADJA; GJERRIS, 2006).

Problemas ligados ao procedimento de transferência nuclear

A maior limitação da clonagem de bovinos adultos utilizando a 
transferência nuclear de célula somática é a extrema ineficiência na 
produção de descendentes vivos. A morte de embriões e fetos clona-
dos ocorre durante toda a prenhez. Além disso, uma alta proporção 
dos animais geralmente são maiores que o normal e morrem logo 
após o nascimento (EDWARDS et al., 2003).

Em geral, tem havido, no mínimo, cinco períodos de perdas obser-
vadas nos clones derivados de animais adultos. O primeiro, talvez o 
mais drástico, ocorre durante o desenvolvimento pré-implantacio-
nal. Em bovinos (WELLS et al., 1998; HILL et al., 2000; EDWARDS 
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et al., 2001), assim como em outras espécies, incluindo caprinos, ovi-
nos e coelhos, mais de 65% dos embriões de uma célula falham em 
se desenvolver em mórula compacta ou blastocisto.

Aproximadamente 50% dos embriões clonados de bovinos estabe-
lecem prenhez após a transferência de um único embrião em fêmeas 
receptoras. Entretanto, próximo dos 30 dias e continuando até 60 dias 
de prenhez, a morte embrionária pode ocorrer em 50 a 100% das pre-
nhezes de clone (ausência de batimento cardíaco e destacamento das 
membranas fetais), caracterizando o segundo período de perdas de 
prenhezes (EDWARDS et al., 2003).

As perdas nas prenhezes de fetos clonados são significativamente 
mais altas que o esperado para animais provenientes de forma natu-
ral (HASLER, 1998). A avaliação da placenta de embriões clonados na 
idade entre 40 e 50 dias de gestação, revela que as placentas são hipo-
plásicas, parcialmente desenvolvidas, com cotilédones rudimentares, 
ou eventualmente normais quando comparadas com placentas deri-
vadas de embriões de fecundação in vitro (HILL et al., 2000).

O terceiro período de perdas tem sido notado associado com o 
aumento de abortos espontâneos durante o segundo trimestre de pre-
nhez (EDWARDS et al., 2001). Exames macroscópicos e histopatoló-
gicos dos fetos abortados tem demonstrado poucas anormalidades, 
porém, a placenta frequentemente se apresenta de forma anormal, 
com uma marcada redução dos cotilédones (menos de 20 cotilédones, 
quando se espera para este período 70 a 120 estruturas). As membra-
nas fetais também se apresentam delgadas e edematosas (SCHLAFER 
et al., 2000).

O quarto período de perdas observadas para prenhezes de bovi-
nos clonados ocorre durante o terceiro trimestre, entre os dias 200 a 
265 de gestação. As perdas durante esse período são caracterizadas 
pela grande incidência de hidroalantóide e morte fetal (CHAVATTE-
PALMER et al., 2002). Além disso, o hidroalantóide é acompanhado 
pela redução do número de placentomas, hipertrofia de cotilédones 
e edema de membrana intercoltiledornária (EDWARDS et al., 2003). 
Anasarca fetal com edema generalizado do umbigo são usualmente 
presentes. Dessa forma, a morte de fetos clonados ocorre primaria-
mente devido a inadequada placentação (EDWARDS et al., 2003). 
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Líquido aminiótico e mecônio estão geralmente presentes no pul-
mão de todos os fetos a termo, indicando algum grau de estresse no 
útero antes da morte. A maioria dos bezerros derivados de uma pla-
centa anormal necessita de monitoramento intensivo e terapia após 
o nascimento para tratar toda uma infinidade de complicações. Os 
principais problemas encontrados são imaturidade pulmonar, hiper-
tensão pulmonar, dificuldade respiratória, hipóxia, hipotermia, hipo-
glicemia, acidose metabólica, aumento de veias e artérias umbilicais 
(HILL et al., 2000). No entanto, a severidade das complicações pode 
não ser evidente por vários meses após o nascimento.

De acordo com Vadja e Gjerris (2006), as anormalidades relaciona-
das com a técnica de transferência nuclear podem ser causadas pelos 
seguintes fatores: inapropriada célula doadora ou oócito receptor; ina-
propriada sincronia entre a fase do ciclo celular do núcleo doador e o 
citoplasma receptor; inadequada reprogramação do genoma doador; 
inapropriada manipulação dos oócitos, células somáticas e dos embri-
ões durante o cultivo; várias manipulações mecânicas, osmóticas, elé-
tricas, térmicas e outros tipos de danos.

Apesar da extrema ineficiência da clonagem com células somáti-
cas, há clones nascidos normais e saudáveis, requerendo poucos cui-
dados após o nascimento (LANZA et al., 2001). Pace et al. (2002) têm 
observado similares taxas de crescimento, desempenho reprodutivo 
e características lactacionais dos animais clonados em comparação 
com bovinos leiteiros não clonados.

O sucesso da transferência nuclear parece ser devido a uma sufi-
ciente atividade de reprogramação presente no citoplasma do oócito 
para mudar completamente a célula adulta, mas a natureza dos fatores 
envolvidos não tem sido precisamente caracterizada (ALLEGRUCCI 
et al., 2005).

Considerações finais
As biotécnicas de reprodução animal se encontram em várias fases 

de desenvolvimento. A inseminação artificial e a transferência de 
embrião são as tecnologias mais consolidadas, porém a fecundação 
in vitro já assume lugar de destaque no cenário nacional, especial-
mente para o criador da raça Nelore, pois a raça possui característica 
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privilegiada na produção de oócitos e consequentemente embriões in 
vitro. A produção in vitro de embriões é a abordagem mais nova e fle-
xível entre todas, entretanto requer mais cuidados técnicos, uma vez 
que exige equipamentos e conhecimentos laboratoriais específicos, 
para garantir a qualidade do embrião in vitro. A clonagem animal por 
transferência nuclear de células somáticas se constitui em uma área 
de rápido desenvolvimento e uma técnica muito valiosa para produzir 
animais com genética superior, bem como cópias de animais transgê-
nicos. No entanto, para melhorar a eficiência dessa técnica são neces-
sários mais estudos sobre a reprogramação dos genes e sobre as alte-
rações epigenéticas no embrião e ao longo da vida do animal clonado.
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