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Introdução

O Brasil tem aumentado gradativamente a sua produção de leite. Parte dessa expansão se deve 
ao uso de tecnologias que contribuem para melhorar a nutrição e a saúde dos animais, associadas 
ao melhoramento genético do rebanho. Apesar disso, o país ainda possui baixa média de produção 
de leite, salvo em algumas regiões onde a produção se iguala à de países grandes exportadores de 
produtos lácteos como Nova Zelândia, Estados Unidos e Argentina. A reprodução tem papel im-
portante na elevação da produtividade e está associada aos aspectos nutricionais e sanitários do 
rebanho. Fêmeas inadequadamente alimentadas ou doentes demoram em ficar gestantes ou estão 
sujeitas a perdas embrionárias e abortos e, com isso, produzirão menos leite na sua vida produtiva. 
Além disso, o manejo reprodutivo inadequado, como má observação de cio e inseminação artifi-
cial em momento errado, leva não só à perda do sêmen pela falha na gestação, mas também ao 
aumento dos dias que o animal ficará no rebanho sem dar cria e, consequentemente, sem produzir 
leite. Várias regiões do Brasil ainda apresentam outro fator agravante para a reprodução: o estresse 
causado pela elevada temperatura e umidade do ambiente em grande parte do ano, principalmente 
nas regiões tropicais e subtropicais. Esse estresse térmico aumenta a dificuldade da identificação do 
cio e reduz a qualidade de oócitos e embriões, levando à falha em se estabelecer a gestação.

As biotecnologias reprodutivas objetivam melhorar a reprodução, facilitar o manejo e disseminar 
o material genético de animais produtivos. A inseminação artificial (IA) com sêmen criopreservado 
foi uma das primeiras biotecnologias; surgiu na década de 1940. Apesar de seu uso ser estimado em 
apenas 11,9% dos animais aptos à reprodução no Brasil (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE INSEMINAÇÃO 
ARTIFICIAL, 2014), a IA permite que o produtor tenha acesso ao sêmen de touros que possuam com-
provadamente alto valor genético em diferentes aspectos produtivos. Com isso o produtor pode 
aumentar a produtividade do seu rebanho usando sêmen de touros selecionados. Contudo, a IA exi-
ge um manejo diferenciado, como a observação de cios – rotina que por vezes o produtor não con-
segue manter. Para contornar esse tipo de problema, foi desenvolvido um procedimento chamado 
Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF), que faz uso de hormônios para se preestabelecer o mo-
mento ideal de inseminação, mesmo que o cio não seja observado. A transferência de embriões con-
vencional, ou produção in vivo, foi a segunda biotecnologia a surgir, porém orientada para aplicação 
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em fêmeas, possibilitando que uma doadora possa gerar vários embriões depois do procedimento 
de superovulação e inseminação artificial. Nesse procedimento, a vaca doadora recebe hormônios 
para induzir a superovulação e depois da inseminação artificial, os embriões são coletados direta-
mente do útero por meio de lavagens. Apesar de possibilitar maior disseminação do material gené-
tico da fêmea, a técnica esbarra em algumas limitações, como baixa resposta superovulatória. 

Mais recentemente, a fecundação in vitro, ou produção in vitro, de embriões (Pive) surgiu como 
uma opção à produção in vivo para produzir muitos embriões a partir de uma mesma fêmea. Oócitos 
coletados diretamente da fêmea são maturados e fecundados in vitro e os embriões são cultivados 
em incubadora em laboratório por 7 dias, quando, então, são transferidos para as receptoras apro-
priadas. Com essa metodologia, é possível produzir um maior número de embriões comparado ao 
uso da biotécnica de produção in vivo. Por conta dessa capacidade de produzir mais descendentes, 
a Pive se expandiu no mercado de embriões, principalmente no Brasil. Em 2014, o país respondeu 
por pouco mais de 59% da produção mundial de embriões Pive, gerando mais de 348.000 embriões 
(INTERNATIONAL EMBRYO TRANSFER SOCIETY, 2015). 

A tecnologia de sexagem do sêmen surgiu no final da década de 80, mas somente na década de 
2000 se tornou disponível comercialmente no Brasil. Com essa biotecnologia é possível separar o 
espermatozoide que carrega o cromossomo X (para fêmea) daquele que carrega o Y (para macho) 
e, assim, produzir mais bezerros fêmeas ou machos. O seu uso é direcionado para a IA, mas acabou 
sendo de grande valor na Pive, permitindo a produção de embriões fêmea para atender, princi-
palmente, ao mercado de produtores de leite. A associação da produção de embriões in vitro com 
sêmen sexado para fêmea foi uma das principais responsáveis pela expansão da Pive nos últimos 
anos no Brasil. Em virtude de algumas restrições do sêmen sexado, como menor concentração de 
espermatozoides por dose do que o sêmen convencional, o seu uso na IA ainda é limitado e exige 
bom manejo reprodutivo para reduzir eventuais falhas de concepção que podem ocorrer em razão 
dos procedimentos de sexagem.

O estabelecimento de laboratórios para a Pive contribuiu para que outra biotecnologia fosse 
aplicada comercialmente. A transferência nuclear com células somáticas (TNCS), ou simplesmente 
clonagem, utiliza de várias etapas da Pive para produzir os embriões, com exceção da fertilização 
in vitro. Nessa técnica, os oócitos têm seu núcleo (material genético) removido e o núcleo de outra 
célula, coletada de outro animal, é transferido para esse oócito sem núcleo (enucleado). O exemplo 
mais conhecido de clone é a ovelha Dolly, nascida em 1996, mas o touro Bandido, personagem 
conhecido de uma novela no Brasil, também já foi clonado. Antes do touro bandido, o Brasil havia 
produzido a vaca Vitoria da Embrapa em 2001, porem utilizando a técnica de clonagem de em-
briões, um pouco diferente daquela usada para produzir a ovelha Dolly e o touro Bandido.  A clona-
gem permite obter um animal geneticamente idêntico àquele que doou a célula (com exceção de 
genes mitocondriais). Apesar de ainda possuir inúmeras dificuldades que reduzem a sua eficiência 
em obter animais vivos, a clonagem é adotada comercialmente em países como Brasil, Argentina e 
Estados Unidos. Em algumas centrais, é possível encontrar sêmen de touros clones de raças de corte 
e de leite para inseminação artificial.
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Finalmente, uma biotecnologia que não está disponível comercialmente, mas tem capacidade 
de trazer grandes mudanças na produtividade, é a engenharia genética associada às biotecnologias 
reprodutivas. A engenharia genética tem sido utilizada na produção de grãos como soja e milho 
em diversos países, incluindo o Brasil, trazendo um impacto positivo na produtividade e retorno 
econômico. Porém, em animais de produção, há dificuldade em se estabelecer métodos eficientes 
para produção em escala. Novos métodos de engenharia genética ainda em estudo permitem que 
o genoma de um embrião possa ser editado com precisão, isto é, permite que erros no genoma pos-
sam ser corrigidos ou que polimorfismos responsáveis por características desejáveis, que levariam 
décadas para serem disseminadas na população por meio de cruzamentos, possam ser inseridos no 
genoma, acelerando o ganho genético.

Portanto, o objetivo deste capítulo é relatar os avanços e as novidades das principais biotecno-
logias reprodutivas, como IATF, Pive, sêmen sexado, clonagem e engenharia genética em embriões 
bovinos.

Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF)

Todos os países produtores de leite que investem intensivamente no melhoramento genético do 
rebanho têm observado que as taxas de concepção do rebanho leiteiro têm diminuído nas últimas 
três décadas (WILTBANK et al., 2006). Essa tendência pode ser visualizada de forma mais acentuada 
em países que possuem rebanhos leiteiros altamente produtivos. A baixa fertilidade de vacas de 
alta produção (produção diária > 35 L de leite) tem origem multifatorial, onde a baixa concentração 
sanguínea de progesterona durante o período embrionário inicial e o estresse térmico têm sido 
relacionados como uma das principais causas (LONERGAN, 2011). Esses fatores podem levar ao au-
mento do intervalo parto-concepção (IPC), que é um dos índices que auxiliam o produtor a avaliar 
a eficiência reprodutiva do rebanho. Se o IPC médio de um rebanho excede 80 dias, o produtor 
pode se beneficiar de programas reprodutivos que, por meio do controle exógeno do ciclo estral, 
permitem que os animais possam ser submetidos à inseminação artificial em tempo-fixo (IATF), ou 
seja, sem a observação de cio. 

Após o fim do período voluntário de espera (PVE), a taxa de prenhez é determinada pela taxa 
de submissão à inseminação (calculada pelo número de vacas inseminadas/número total de vacas 
elegíveis à IA) e pela prenhez por inseminação (P/IA). Uma das limitações que afeta diretamente 
a eficiência reprodutiva é a baixa taxa de detecção de cios que, consequentemente, leva à baixa 
taxa de submissão à IA, isto é, baixo número de animais inseminados. Quando o único sistema de 
acasalamento utilizado na fazenda leiteira é a detecção de cios seguida de IA, o número de animais 
submetidos à inseminação é muito inferior àquele de fazendas que utilizam programas de IATF. 
Além disso, rebanhos que possuem vacas de alta produção são os que mais apresentam redução da 
taxa de submissão à IA em razão da redução da atividade estral (cios mais curtos) causada pelo alto 
metabolismo desses animais (WILTBANK et al., 2006).
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O manejo reprodutivo da fazenda de leite evoluiu muito nos últimos 20 anos, especialmente 
em virtude do desenvolvimento das técnicas de manipulação do ciclo estral que permitiram que 
os programas de IATF fossem inseridos nas rotinas das fazendas. Os programas de sincronização 
de ovulação que viabilizam a IATF envolvem o controle do desenvolvimento folicular ovariano e da 
duração do corpo lúteo (CL), com o objetivo de induzir o folículo dominante a ovular de forma que 
a IA possa ser realizada em momento predeterminado.

A maioria dos trabalhos científicos sobre os métodos de IATF em rebanhos leiteiros é oriunda dos 
Estados Unidos, onde mais de 90% do sêmen comercializado é destinado ao rebanho leiteiro. Em 
contraste, no Brasil, cerca de 40% do sêmen comercializado é oriundo de reprodutores leiteiros. Para 
melhorar esse índice, o país tem conduzido pesquisas para aprimorar e adaptar as técnicas de IATF 
para as suas condições, o que tem contribuído para aumentar o uso da inseminação artificial. De 
fato, a venda de sêmen para gado de leite cresceu 34% entre 2009 e 2014 (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA 
DE INSEMINAÇÃO ARTIFICIAL, 2014), em parte pelo aumento do uso de protocolos de IATF.

Protocolos e resultados

Atualmente, vários métodos de IATF para gado leiteiro estão disponíveis no mercado; no entan-
to, restrições legais quanto ao uso de alguns hormônios tem limitado as opções de manipular o ciclo 
estral em alguns países, especialmente nos Estados Unidos (LANE et al., 2008). Apesar do uso de 
alguns hormônios, como os ésteres de estradiol, ser permitido no Brasil, atenção especial deve ser 
dada aos períodos de carência desses fármacos, pois não há consenso quanto ao tempo de descarte 
do leite e da carne de um mesmo princípio ativo entre diferentes fabricantes. Em uma simples busca 
nos compêndios veterinários e nas próprias bulas dos fármacos disponíveis no mercado brasileiro, 
foi possível detectar que os períodos de carência são altamente heterogêneos. O período de descar-
te para animais tratados com benzoato de estradiol (BE) é geralmente de 30 dias para o leite. Já para 
o cipionato de estradiol (ECP), há laboratórios que indicam período de carência 0 (zero), enquanto 
outros não indicam seu uso para animais de produção leiteira. Isso é ainda um assunto de pesquisa. 
Independentemente do protocolo, a prenhez por inseminação (P/IA) dos métodos hormonais mais 
utilizados dentro e fora do Brasil é de cerca de 25% a 45% (BISINOTTO et al., 2010; KASIMANICKAM 
et al., 2005; SAMPAIO et al., 2015; SOUZA et al., 2009). 

Ovsynch e suas associações 

Desde a primeira publicação do protocolo Ovsynch (PURSLEY et al., 1995), os programas de IATF 
que utilizam hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e prostaglandina F2α (PGF) têm sido 
refinados para melhorar o controle do crescimento folicular ovariano, o tempo de vida do CL e a 
sincronia da ovulação que deve ocorrer momentos antes da IA. Esse protocolo consiste basicamente 
na aplicação de uma injeção de GnRH no dia 0, uma de PGF no dia 7 e outra de GnRH no dia 9.

Apesar dos protocolos Ovsynch terem sido bastante utilizados em rebanhos leiteiros, especial-
mente nos Estados Unidos no final da década de 1990 e início dos anos 2000, dois fatores foram 
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detectados como limitantes: capacidade de ovulação à aplicação da primeira dose de GnRH e efe-
tividade da PGF em causar lise do CL. Alguns programas de pré-sincronização têm sido estudados 
com o intuito de aumentar a fertilidade dos protocolos Ovsynch. O método mais comum para pré-
sincronizar o ciclo estral de vacas antes da IA é através da injeção sequencial de duas doses de PGF 
em um intervalo de 14 dias, seguido pelo protocolo Ovsynch 11 a 14 dias depois (EL-ZARKOUNY 
et al., 2004; MOREIRA et al., 2001). Esse método (PGF-Ovsynch), além de melhorar consideravelmen-
te a P/IA, permite ao produtor optar por inseminar as fêmeas que forem observadas em cio antes 
do protocolo Ovsynch (após as injeções de PGF). Apesar da pré-sincronização apresentar resultados 
adequados, a maior limitação desse programa de IATF é que as fêmeas só respondem se estiverem 
com atividade estral regular, pois necessitam ter CL para responder à pré-sincronização. Como a 
proporção de vacas em anestro após o PVE pode ser bastante expressiva em sistemas intensivos de 
produção de leite, a adoção de um método para pré-sincronizar o ciclo estral e também induzir a 
ovulação em vacas em anestro pode ser mais eficiente, como é o caso do uso do duplo Ovsynch (dois 
programas Ovsynch seguidos), que pode aumentar a P/IA quando comparado com PGF-Ovsynch 
(HERLIHY et al., 2012). Assim, se o objetivo for inseminar em tempo fixo todas as vacas ou ainda se a 
ocorrência de vacas em anestro for muito alta, o produtor pode optar por utilizar o programa duplo 
Ovsynch. Entretanto, se houver disponibilidade de detecção de cio e a taxa de anestro for baixa, ele 
pode optar por utilizar o protocolo PGF-Ovsynch. 

Outra variação do protocolo Ovsynch pode ser obtida pela substituição da última injeção de 
GnRH pela injeção de 1 mg de ECP, 24h depois da injeção de PGF. Esses protocolos são conhecidos 
como Heatsynch, pois com a utilização do ECP ocorre maior incidência de cio do que com os pro-
tocolos que utilizam GnRH como indutor de ovulação. No Brasil, esse protocolo associado com a 
inserção de um implante de progesterona, nos dias entre a injeção de GnRH e PGF, tem sido muito 
utilizado nos rebanhos leiteiros. Uma prática comum é utilizar a detecção de cio para inseminação 
depois da injeção de PGF. Vacas que não demonstram cio até 48h depois da aplicação do ECP são 
inseminadas em tempo fixo depois desse período. Protocolos Heatsynch têm resultado, em média, 
40% de P/IA (Tabela 1). O custo desse protocolo é mais baixo do que o do protocolo Ovsynch con-
vencional em razão do custo do ECP ser cerca de 10x mais barato do que a dose de GnRH. Entretanto, 
o uso de ECP pode levar à indução de cio sem que este seja, necessariamente, seguido de ovulação.

Ovsynch curtos (5 dias)

A redução da duração dos protocolos Ovsynch de 7 para 5 dias tem sido amplamente estudada 
e aplicada nos rebanhos norte-americanos (BISINOTTO et al., 2010) como alternativa, principalmen-
te, para vacas de alta produção que possuem elevada depuração de hormônio esteroides graças ao 
alto metabolismo hepático. Vacas de alta produção possuem maior período de dominância folicular, 
pois os níveis de estradiol levam mais tempo para atingirem concentrações suficientes para estimular 
o pico pré-ovulatório de hormônio luteinizante (LH) e a consequente ovulação. Esse maior período 
de dominância tem sido relacionado a menores P/IA em vacas submetidas à IATF com protocolos 
Ovsynch tradicionais. A redução do intervalo entre a primeira injeção de GnRH e a injeção de PGF 
de 7 para 5 dias diminui o período de desenvolvimento do folículo em 2 dias, resultando aumento 
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de P/IA (SANTOS et al., 2010). Além disso, como o intervalo entre a primeira injeção de GnRH e a PGF 
é reduzido, para a completa regressão do CL há a necessidade de aplicação de outra injeção de 
PGF 24h depois da primeira. Em protocolos curtos de IATF em vacas de leite, a IA tem sido realizada 
36 h (GARCIA-ISPIERTO; LOPEZ-GATIUS, 2014) ou 48 h depois da segunda injeção de PGF (BISINOTTO 
et al., 2010), em ambos casos juntamente com a aplicação de GnRH. Esses protocolos têm resultado em 
torno de 30% a 45% de P/IA. A Tabela 1 mostra a P/IA dos principais protocolos descritos anteriormente.

Protocolos à base de estradiol e progesterona

Os protocolos mais utilizados no Brasil apresentam algumas diferenças dos protocolos usados na 
América do Norte em razão da livre comercialização dos ésteres de estradiol e por serem eficientes 
e economicamente viáveis. Esses protocolos associam o uso dos ésteres de estradiol com implantes 
de progesterona para induzir a regressão do folículo dominante presente no ovário no início do 
procedimento. Além disso, no momento da remoção do implante de progesterona, é necessário a 
injeção de uma dose luteolítica de PGF e de um indutor de ovulação. Os dois principais ésteres utili-
zados nos sistemas de produção de leite no Brasil são o BE e o ECP, sendo cada qual utilizado em um 
momento diferente dentro do protocolo. O ECP é comumente utilizado no momento da retirada do 
implante intravaginal de progesterona e possui menor potencial de indução do pico pré-ovulatório 
de LH (SOUZA et al., 2009) e ovulação quando comparado ao BE ou ao GnRH. Apesar disso, seu uso 
tem registrado resultados adequados de P/IA (~ 40%) e elimina o manejo adicional para injeção de 
BE ou GnRH, tornando mais simples a execução dos protocolos. 

Assim como ocorre em protocolos Ovsynch, programas de IATF à base de estradiol-progesterona 
podem ser melhorados para vacas de alta produção. Estudo recente demonstrou que os protocolos 
podem ser reduzidos para 6 dias de permanência do implante de progesterona. Nesse estudo, a PGF 
foi injetada 24 horas antes da retirada do dispositivo (Tabela 1). Esse programa de IATF atingiu P/IA 
de 30% a 35% de prenhez (SAMPAIO et al., 2015). Uma opção para vacas leiteiras de baixa condição 
corporal é o uso de gonadotrofina coriônica equina (eCG) nos protocolos à base de estradiol-proges-
terona. Souza et al. (2009) verificaram que o efeito do eCG foi benéfico somente em vacas com baixo 
escore da condição corporal (<2,75).

Uso de sêmen sexado na IA e na 
IATF em rebanhos leiteiros

Atualmente, os produtores podem optar pela utilização de sêmen sexado para fêmeas na inse-
minação artificial, ou mesmo em programas de IATF de vacas leiteiras, e com isso ter mais bezerras e 
novilhas para reposição e venda. Contudo, o seu uso tem sido restrito nos sistemas de produção do 
Brasil por conta, principalmente, do custo mais elevado e da redução na fertilidade das suas doses 
em relação ao sêmen convencional, seja pela baixa concentração espermática, seja pela menor via-
bilidade dos espermatozoides (SEIDEL, 2014). Estima-se que a fertilidade do sêmen sexado seja de 
aproximadamente de 70% a 80% da daquela observada com sêmen convencional em vacas de leite 
lactantes inseminadas com observação de cio (ANDERSSON et al., 2006; DEJARNETTE et al., 2009). 



Capítulo 2	 Avanços e inovações em biotécnicas da reprodução em bovinos de leite 331

Em razão dessa redução da fertilidade, o sêmen sexado tem sido mais indicado para novilhas, que 
geralmente apresentam melhor condição corporal e menor risco de infecção uterina. Em um amplo 
estudo com mais de 30.000 novilhas inseminadas com sêmen sexado em cio natural, Dejarnette 
et al. (2009) detectaram uma taxa de concepção de 47% e 53% para fêmeas das raças Holandesa 
e Jersey, respectivamente. Em outro estudo que comparou vacas lactantes inseminadas em cio ou 
em IATF com sêmen sexado, foi observado taxas de prenhez de 31,7% e 19,4%, respectivamente (SÁ 
FILHO et al., 2013). 

O uso de sêmen sexado na IATF ainda é restrito e poucos estudos foram realizados. Entretanto, 
já se sabe que protocolos de IATF para sêmen convencional podem não funcionar adequadamente 
para sêmen sexado, exigindo modificações. Baruselli et al. (2007) observaram que a taxa de concep-
ção depois da IATF em vacas de leite de alta produção inseminadas com sêmen sexado tendeu a ser 
menor do que aquela para fêmeas inseminadas com sêmen convencional (9,8% vs 21,3%). 

Uma alternativa para melhorar os índices de P/IA é selecionar vacas de acordo com a resposta 
ovariana para utilização de sêmen sexado na IATF. Recentemente, Karakaya et al. (2014) induziram 
vacas de leite lactantes à IATF com protocolo Ovsynch e selecionaram somente vacas com folículos 
entre 12 mm e 18 mm de diâmetro e que apresentavam claros sinais de muco vaginal no momento 
da IATF. O índice de P/IA de vacas inseminadas com sêmen sexado (31,8%) tendeu a ser menor do 

Tabela 1. Taxa de prenhez de vacas de leite submetidas a diferentes protocolos de IATF.

Protocolo de IATF(1) Prenhez/IA Referência

Ovsynch (GnRH D0/PG D7/GnRH D9) 37,8 % Pursley et al. (1997)

Ovsynch (GnRH D0/PG D7/GnRH D9) 41,0% Fricke et al. (1998)

Ovsynch + Progesterona 45,7% McDougall (2010)

Heatsynch (GnRH D0/PG D7/ECP D8) 27,8% Kasimanickam et al. (2005)

Duplo Ovsynch (Ovsynch - 7 d - Ovsynch) 46,3% Herlihy et al. (2012)

Presynch (PG - 14 d - PG - 12 d -) + Ovsynch 41,7% Souza et al. (2008)

Presynch (PG - 14 d - PG - 12 d -) + Ovsynch 5d 46,4% Bisinotto et al. (2010)

Presynch (PG - 14 d - PG - 12 d -) + Cosynch 5d 45,5% Bisinotto et al. (2010)

BE+CIDR D0/PG-CIDR D8/GnRH D10 28,9% Souza et al. (2009)

BE+CIDR D0/PG+eCG-CIDR D8/GnRH D10 33,8% Souza et al. (2009)

BE+CIDR D0/PG-CIDR D8/ECP D9 30,9% Souza et al. (2009)

BE+CIDR D0/PG+eCG-CIDR D8/ECP D9 29,1% Souza et al. (2009)

BE+CIDR D0/PG D5/ECP-CIDRD6 35,7% Sampaio et al. (2015)

BE+CIDR D0/PG D5/ECP+eCG-CIDR D6 30,9% Sampaio et al. (2015)
(1) A descrição detalhada dos protocolos e a metodologia utilizada podem ser acessadas através das respectivas referências.
BE, benzoato de estradiol; CIDR, do inglês controlled internal drug release; D, dia do protocolo; d, dias entre as injeções; ECP, 
cipionato de estradiol; GnRH, do inglês Gonadrotrophin releasing hormone; PG, prostaglandina F2 alfa.
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que o da IATF com sêmen convencional (40,9%), mas apesar disso é aceitável quando comparado à 
média geral de rebanhos de alta produção. 

Algumas empresas que comercializam sêmen no Brasil já estão indicando protocolos de IATF 
específicos quando o sêmen sexado é utilizado. Uma delas sugere protocolo à base de progesterona 
e estradiol, que deve ser aplicado da seguinte forma: dia 0, BE + implante de progesterona; Dia 8, 
retirada do implante de progesterona + PGF + eCG; dia 9, BE; e dia 10, IATF (36 horas depois do 
BE). Apesar dessa sugestão, a empresa esclarece que o resultado dependerá do efeito individual 
do touro e que, para otimizar os resultados, as fêmeas observadas em cio depois da remoção do 
implante de progesterona devem ser inseminadas, ou ainda que as vacas podem ser avaliadas por 
ultrassonografia, onde apenas aquelas que apresentarem folículo dominante acima de 11 mm de 
diâmetro devem ser inseminadas. 

Produção In Vitro de Embriões (Pive)	

A Pive compreende todo o processo de produção de embriões em laboratório, a partir de oócitos 
e espermatozoides (Figura 1). Os oócitos (Figura 2) são coletados de fêmeas de interesse zootécni-
co e transportados ao laboratório para serem preparados para fertilização – etapa de maturação 
in vitro. Depois disso, ocorre a fertilização desses oócitos pela coincubação com espermatozóides 
– etapa de fertilização in vitro, e os prováveis zigotos são cultivados por 7 dias, até alcançarem o 
estádio de blastocisto, fase mais utilizada para transferência de embriões em bovinos – etapa de 
cultivo in vitro. Os blastocistos obtidos são transferidos para receptoras de embriões, que são fêmeas 
selecionadas que tiveram seu estro previamente sincronizado. 

A Pive foi desenvolvida em mamíferos a partir de experimentos com coelhos em 1959 (CHANG, 
1959), mas sua projeção em bovinos foi especialmente importante depois de otimizações da aspi-
ração folicular guiada por ultrassonografia (OPU, Ovum Pick-up) para a espécie nos anos 1990 (BOLS 
et al., 1995). Antes da OPU, as aspirações eram realizadas por laparotomia, um procedimento cirúrgi-
co invasivo que permite o acesso aos ovários e a aspiração dos folículos contendo oócitos. O sistema 
OPU possibilita que os oócitos sejam coletados da doadora sem cirurgia, em um procedimento de 
poucos minutos por animal. Para tanto, uma sonda de ultrassom intravaginal é acoplada ao sistema 
de punção, composto por agulha conectada a circuito de pressão negativa (vácuo), e através da 
imagem produzida pelo ultrassom , o médico veterinário acessa e aspira os folículos ovarianos.

Esse método revolucionou a Pive em bovinos, pois o custo, o tempo de realização do procedi-
mento e o tempo de recuperação do animal foram reduzidos drasticamente. No Brasil, em 2000, já 
havia animais nascidos a partir de embriões produzidos com oócitos obtidos por OPU e fertilizados 
in vitro (VIANA et  al., 2001). A partir de então, a Pive teve seu uso intensificado comercialmente 
no país, que se tornou o maior produtor de embriões Pive do mundo (INTERNATIONAL EMBRYO 
TRANSFER SOCIETY, 2015). Ao contrário do ocorrido no Brasil, a Pive não apresentou o mesmo 
crescimento em outros países que também possuem a pecuária como componente de destaque 
no produto interno bruto. Essa peculiaridade observada no cenário brasileiro se deve, em parte, a 
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Figura 1. Esquema do processo de produção in vitro de embriões bovinos. Oócitos são coletados de 
doadoras e, no laboratório, ocorre a fertilização com espermatozoides e o desenvolvimento embrionário 
subsequente. No final do processo, são produzidos blastocistos que serão transferidos para receptoras 
de embriões.

características ovarianas de animais zebuínos e mestiços, que representam a maioria das doadoras 
de oócito no Brasil. Por exemplo, doadoras Gir e Girolando permitem a recuperação de grande nú-
mero de oócitos por punção, resultando maior produção de embriões do que doadoras Holandesas 
(PONTES et al., 2010). Essas características tornam possível a produção de número elevado de em-
briões e prenhezes por bateria de PIVE. Outro fator importante para o avanço da Pive no Brasil foi o 
desenvolvimento científico dessa biotécnica, através de pesquisas em universidades e instituições 
científicas brasileiras, além dos laboratórios privados, que não somente aprimoraram a biotecnolo-
gia, mas também contribuíram para a formação de profissionais com alto nível de qualificação.

A Pive oferece grandes vantagens aos sistemas leiteiros. Primeiramente, confere grande dina-
mismo ao manejo reprodutivo de bovinos leiteiros. Por dispensar hormônios para o preparo das 
doadoras, permite o uso de animais pré-púberes, animais com patologias adquiridas sem origem 
genética, e animais gestantes. Assim, o preparo das doadoras é simples, sem que haja a necessidade 
de formar um lote estático de doadoras, pois elas podem ser identificadas de forma dinâmica em 
todo o sistema. Além disso, as doadoras podem ser utilizadas em intervalos curtos, já que não há ne-
cessidade de protocolo hormonal no preparo das fêmeas. Ainda, um grande número de descenden-
tes pode ser produzido a partir de um animal utilizando-se essa técnica, assim, a Pive é uma ótima 
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Figura 2. Imagens de oócitos bovinos. Os oócitos são células grandes, circundadas pela zona pelúcida e 
revestidos por camadas de células do cumulus. O conjunto forma os complexos cumulus-oócito (CCOs). 
De acordo com a qualidade do citoplasma do oócito e o número de camadas de células que o circundam, 
os CCOs são classificados qualitativamente. Oócito de boa qualidade circundado por uma a três camadas 
de células do cumulus (A). Oócito parcialmente desnudo, com parte da zona pelúcida exposta, sem 
células do cumulus (B). Oócito com mais de 3 camadas de células do cumulus (C). Exemplo de CCOs 
selecionados para a Pive (D). Barras em cada imagem representam aproximadamente 150 µm.

A

C

B

D

ferramenta para disseminar a genética de fêmeas superiores. Por outro lado, por a OPU se tratar de 
uma biotécnica invasiva, é importante que os animais sejam cuidadosamente acompanhados por 
médicos veterinários capacitados a fim de evitar patologias como aderências e fibroses nos ovários. 
Estas lesões podem ser ocasionadas pelo uso excessivo ou não adequado das doadoras de oócitos. 
Em algumas situações, são utilizados hormônios para o preparo de doadoras. Porém, o uso repetido 
e constante de hormônios pode causar disfunções no trato reprodutivo, portanto essa prática deve 
ser acompanhada por médico veterinário especializado.

Avanços nos sistemas de PIVE

Os sistemas de Pive estão em constante evolução. Entre as principais podemos apontar o apri-
moramento dos meios de cultivo embrionário e de sistemas direcionados à produção de embriões 
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fêmea. Desde a década de 1990, no Brasil, programas de Pive foram delineados para zebuínos 
(OLIVEIRA et  al., 1994) e, a partir de então, expressivo crescimento do uso da técnica no país foi 
alcançado, envolvendo o desenvolvimento de aparatos direcionados à aspiração folicular OPU em 
bovinos por empresas inovadoras brasileiras.

Com relação aos meios de cultivo, o primeiro avanço digno de nota diz respeito à redução ou à 
substituição do soro fetal bovino como suplemento. Na década de 1990, foi descrita uma síndrome 
relacionada à Pive que ocasionava crescimento excessivo dos fetos e, consequentemente, proble-
mas de parto. O quadro foi denominado large offspring sindrome, ou síndrome do bezerro grande 
(YOUNG et al., 1998), caracterizada como síndrome de origem epigenética (CHEN et al., 2013) asso-
ciada a componentes do meio de cultivo embrionário, entre eles o soro fetal bovino (SFB) (LAZZARI 
et  al., 2002). Atualmente, os meios foram aprimorados e reduzidos níveis de SFB ou ausência de 
SFB são utilizados e, na prática, a maioria dos laboratórios produz embriões que se desenvolvem 
em bezerros com peso semelhante ao de bezerros produzidos por inseminação artificial ou monta 
natural. A remoção do SFB também foi um fator muito importante para o aumento da resistência 
dos embriões à criopreservação (RIZOS et al., 2003), uma excelente estratégia para otimização de 
doadoras e receptoras, cujo uso está em plena expansão.

Outras inovações apresentaram notável aplicação e continuam em processo de evolução. 
Suplementos que controlam níveis de radicais livres foram padronizados para adição nos meios 
de cultivo e indicados para o desenvolvimento in vitro de embriões em condições estressantes 
(MOSHKDANIAN et  al., 2011). A adição de fatores de crescimento, que promovem aumento do 
número de células embrionárias (AHUMADA et al., 2013), também foi padronizada e incluída nos 
meios de cultivo embrionário. Ainda, a adição de agentes que reduzem teores lipídicos foi padroni-
zada para aumento da tolerância dos embriões à criopreservação (DIEZ et al., 2001). Outro avanço 
foi o aprimoramento da produção de embriões fêmea in vitro. Inicialmente, os sistemas de cultivo 
embrionário incluíam glicose na sua formulação, como fonte de energia para os embriões. Nesses 
primeiros sistemas, foi detectado que embriões fêmea atrasavam seu desenvolvimento e formavam 
blastocistos com menor frequência (AVERY et al., 1992; XU et al., 1992). Depois disso, foi evidenciado 
que esse atraso era influenciado pela glicose e se devia ao sistema enzimático metabólico (pentose-
fosfato), cujas enzimas são codificadas por genes presentes no cromossomo X (PEIPPO et al., 2001). 
Em embriões fêmea, por terem dois cromossomos X ativos no início do desenvolvimento embrioná-
rio, esses genes se apresentavam duas vezes mais expressos em comparação aos embriões macho 
(BERMEJO-ALVAREZ et al., 2010). Assim, a glicose foi substituída por piruvato nos meios e essa con-
dição ocasionou melhoria nos sistemas. Atualmente, a velocidade do desenvolvimento in vitro dos 
embriões fêmea e macho que formarão blastocistos é parecida (OLIVEIRA et al., 2016a).

Porém, existem outras diferenças no desenvolvimento inicial de embriões macho e fêmea. A par-
tir da fase de transição de mórula para blastocistos, embriões fêmea apresentam índices elevados de 
morte celular (OLIVEIRA et al., 2016b), o que contribui para a formação de blastocistos com menor 
número de células e índices elevados de apoptose (OLIVEIRA et al., 2010; XU et al., 1992), sugerindo 
que o sistema de cultivo in vitro é ainda desafiador nesse sexo. Entretanto, os sistemas atuais permi-
tem taxas altas de gestação, em torno de 40%, para embriões fêmea. 
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Uso de sêmen sexado na PIVE

A disponibilidade de sêmen sexado para fêmea revolucionou novamente o mercado da PIVE. O 
sêmen sexado apresenta bons resultados na fertilização in vitro, pois, diferentemente da IA, antes da 
utilização do sêmen na fertilização in vitro, existe preparo do sêmen por centrifugação e remoção 
de fatores decapacitantes. Além disso, o contato do espermatozoide com o oócito é mecanicamente 
facilitado, pois os gametas são incubados juntos, em pequenas gotas de meio de fertilização. Dessa 
forma, com a possibilidade de uso rotineiro do sêmen sexado, a produção de machos é reduzida 
a 10% (BERMEJO-ALVAREZ et al., 2008; HAMANO, 2007). Em propriedades leiteiras, essa condição 
melhora muito a eficiência de produção de bezerras. Atualmente, a grande maioria dos clientes de 
laboratórios de Pive em bovinos adota a abordagem do uso de sêmen sexado, principalmente para 
as raças de aptidão leiteira.

Existe um fenômeno ainda não elucidado que envolve o desempenho de touros na Pive e de-
termina que alguns touros tenham melhor produção de embriões do que outros. Esse fenômeno é 
conhecido como efeito touro (WARD, 2001; CAMARGO et al., 2002) e afeta também a velocidade de 
desenvolvimento dos embriões (OLIVEIRA et al., 2016b). Estudos recentes em animais de laboratório 
identificaram padrões de expressão gênica embrionária que sugerem influência genética paterna 
durante o desenvolvimento embrionário, que poderia afetar o desempenho desses touros (XUE 
et al., 2013). 

Clonagem animal

A clonagem animal ficou conhecida a partir do nascimento da ovelha Dolly (WILMUT et al., 1997) 
e abriu uma oportunidade de gerar-se embriões sem a necessidade da fertilização e que fossem 
cópias de um animal adulto. De fato, os embriões clones podem ser gerados a partir da transferência 
de uma célula de um animal já nascido para um oócito sem núcleo e por isso possuem o mesmo 
genoma desse animal, com exceção de genes mitocondriais que são originados dos oócitos.

Com a clonagem, vislumbraram-se diversas aplicações como uso de células geneticamente mo-
dificadas para produzir o embrião clone; conservação do material genético de um animal vivo de 
alto valor por meio de cópias desse animal, ou formação de rebanhos clones idênticos originados 
de um ou poucos animais de alta produção. No último caso, a intenção seria obter animais de alta 
produção, mas que, por serem copias de um mesmo animal, teriam requerimentos nutricionais e 
sanitários semelhantes. As fêmeas clones dos rebanhos receberiam também embriões clones, com 
preferência para àqueles obtidos de animais superiores. Esse esquema facilitaria o manejo na fazen-
da, que normalmente enfrenta dificuldade em atender às diferentes exigências de cada animal de 
seu rebanho, principalmente para aqueles formados a partir de cruzamentos. 

Apesar dos inúmeros estudos com clonagem animal desde a década de 1990, a eficiência da 
técnica em produzir animais vivos saudáveis continua baixa: na maioria dos casos não alcança 10% 
de nascimentos (PANARACE et al., 2007; POWELL et al., 2004). Na tentativa de melhorar a eficiência, 
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foram testados agentes que pudessem aumentar a viabilidade do embrião clone, entre esses ve-
rificou-se que a tricostatina, um inibidor de histonas deacetilases, pode melhorar a qualidade do 
embrião. A taxa de gestão observada foi de 64,2% contra 45,4% dos embriões não tratados com a 
tricostatina, com o nascimento de um (7,1%) bezerro Gir, mas seguido de morte depois de alguns 
dias (CAMARGO et al., 2011). Essa baixa taxa de nascimento seguida de alta incidência de morte pós-
nascimento limita a produção em escala e encarece o processo de clonagem. Com isso, o uso dessa 
biotecnologia ainda não é viável para a produção de rebanhos clones objetivando a produção com 
manejo homogêneo. Contudo, a clonagem tem sido demandada pelo mercado de animais de ele-
vado mérito genético, no qual os indivíduos a serem clonados têm maior valor econômico e não exi-
gem produção em quantidade, de modo que empresas de produção in vitro de embriões no Brasil, 
China e Estados Unidos têm oferecido esse serviço. Assim, animais de várias raças já foram clonados 
e é possível encontrar sêmen de touros clones de Angus e Gir, por exemplo, sendo comercializados 
por centrais de inseminação artificial. Animais clones devem ser registrados nas associações das 
respectivas raças. Para as raças zebuínas, exige-se que tanto o doador da célula como a doadora do 
oócito sejam animais registrados e que ao nome do animal clone seja acrescido a expressão “TN” 
(transferência nuclear), além da marcação a fogo da sigla “TN” na perna esquerda até a desmama.  

Uma questão recorrente é se animais clones teriam alguma diferença na qualidade da carne 
ou do leite produzido. Em 2008, foi definido pelo Departamento de Alimentos e Medicamentos 
Norte-Americano (U. S. Food and Drug Administration – FDA), depois de intensivas avaliações de 
segurança do alimento e ensaios de riscos à saúde, que a carne e o leite de bovinos, cabras e por-
cos clones e de seus filhos são tão seguros quanto o alimento que se come no dia-dia (FOOD AND 
DRUG ADMINISTRATION, 2008). Apesar disso e devido ao alto valor de um animal clone, ainda não se 
encontram no mercado leite e carne de animais clones, sendo usados somente como animais por-
tadores e disseminadores de genética. Por outro lado, em setembro de 2015, o Parlamento Europeu 
votou por banir animais clones, seus descendentes e a comercialização de produtos de clones e 
descendentes nos países da comunidade europeia (EP WANTS..., 2015). A principal justificativa foi 
o bem-estar animal, relatando a baixa eficiência da clonagem em produzir animais vivos saudáveis. 
No entanto, o banimento não proíbe pesquisas com clonagem ou seu uso em animais em risco de 
extinção. Ao prevalecer o banimento para comercialização, poderá haver algum impacto em expor-
tações de leite e carne bovina e suína para a Comunidade Europeia a partir de países que possuem 
animais clones como doadores de genética. Além disso, está em estudo na Comissão Europeia a 
necessidade de rotular os animais e produtos de clones e descendentes, o que poderia exigir que 
todos os animais e produtos, mesmo não clones, fossem rastreados individualmente, aumentando 
os custos de produção.

Engenharia genética em embriões

A engenharia genética é uma ferramenta usada na agricultura desde a década de 1990. Sementes 
geneticamente modificadas de soja e milho são comercializadas em diferentes países e têm contri-
buído para aumentar a produtividade e o retorno financeiro para os produtores (BROOKES; BARFOOT, 
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2015). Apesar disso, ainda há algum embate ideológico entre defensores de produtos convencionais 
e os de produtos geneticamente modificados. Na pecuária, o uso da engenharia genética tem se li-
mitado à pesquisa, pois além da modificação gênica em si, é também necessário manipular gametas 
e zigotos para gerar embriões que darão origem aos animais geneticamente modificados. Soma-se a 
isso o longo intervalo entre gerações, que inclui o tempo de gestação, crescimento e início da produ-
ção, para que haja certeza do sucesso da modificação desejada. A exceção é a produção de animais 
geneticamente modificados capazes de secretar medicamentos recombinantes de utilidade para a 
saúde humana (biofábricas), onde poucos indivíduos são capazes de produzir grande quantidade 
de medicamentos. Um bom exemplo são cabras geneticamente modificadas que secretam no leite 
antitrombina recombinante que, depois de extraída e purificada, é comercializada com o nome de 
ATryn® (KLING, 2009) e recomendada para prevenção de tromboembolia em pacientes com defi-
ciência dessa proteína.

Apesar das restrições atuais, a engenharia genética possui grande potencial para revolucionar a 
produção de alimentos de origem animal. Recentes processos biotecnológicos permitem a manipu-
lação do embrião e de seu genoma, abrindo novas perspectivas para aplicação na produção em es-
cala de animais mais saudáveis e produtivos. Em nossos estudos, confirmamos que é possível gerar 
embriões e animais nascidos geneticamente modificados através da simples injeção perivitelínica 
de vetores lentivirais contendo o gene de interesse em oócitos bovinos. Com esse procedimento, 
obtivemos um bovino recém-nascido com a inserção do gene de uma proteína verde fluorescente 
(CAMARGO et al., 2016), mas que veio a óbito no mesmo dia.

Mais recentemente, surgiram novos métodos de manipulação gênica que permitem editar 
o genoma com maior precisão e segurança e, por isso, são chamados de ‘edição do genoma’. Tais 
métodos fazem uso de enzimas intracelulares (nucleases) que cortam o DNA e que orientadas por 
guias genômicos, sejam proteínas ou pequenos RNA, são capazes de quebrar o DNA em local espe-
cifico e remover ou inserir uma sequencia gênica (GAJ et al., 2013). Um dos métodos mais recentes 
é denominado sistema Clustered Regularly-interspaced Short Palindromic Repeats associated to Cas9 
Endonuclease (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014), ou Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas e 
Regularmente Interespaçadas associadas à Endonuclease Cas9. A eficiência desse sistema tem 
sido mostrada em diferentes tipos de células de animais e plantas (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; 
SAMANTA et al., 2016). Em bovinos, os estudos são ainda incipientes, mas devem também permitir a 
edição do genoma de um embrião com mais segurança e precisão.

A expectativa é que essas biotecnologias possam aumentar a frequência de alelos favoráveis a 
características produtivas. Em uma simulação, foi mostrado que a edição de 20 nucleotídeos asso-
ciados a características quantitativas (QTN) poderia dobrar o ganho genético em bovinos ao longo 
de gerações quando vinculado à seleção genômica (JENKO et al., 2015). Como características quan-
titativas podem ser influenciadas por um grande numero de QTNs, somente procedimentos que 
permitam múltiplas edições do genoma embrionário, como o sistema CRISPR/Cas9, teriam sucesso. 
Espera-se que no futuro, com a descoberta de QTNs associados a diferentes características quan-
titativas, possa-se editar o genoma de acordo com o fenótipo desejado. Exemplo hipotético seria 
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promover características de tolerância ao estresse térmico ou resistência a carrapatos, presentes em 
zebuínos, para bovinos de origem europeia.

Sistemas de edição gênica poderão também ser usados para impedir que genes letais ou não 
desejados sejam expressos pelo animal. Nesse caso, uma mutação é induzida com precisão no ge-
noma embrionário e impede o gene em questão de ser expresso. Esse modelo geralmente depende 
de apenas um gene e por isso é mais fácil de ser alcançado, de modo que existem diferentes grupos 
de pesquisa usando sistemas de edição gênica para a inibição da expressão de genes. Um exemplo 
do uso na pecuária leiteira é a inibição da expressão do gene da beta-lactoglobulina. Essa proteína 
é responsável por boa parte da alergia ao leite de vaca na população (FIOCCHI et al., 2010) e com a 
inibição de seu gene nos embriões será possível gerar vacas que produzam leite hipoalergênico para 
atender a um nicho no mercado de lácteos.

Considerações finais

As biotecnologias reprodutivas têm tido papel de destaque no desenvolvimento da pecuária de 
leite e devem continuar sendo importantes à medida que novas tecnologias surgem. Um exemplo 
é a seleção genômica, onde por meio da PIVE, poderá ser usada para selecionar embriões ao invés 
de animais, reduzindo o custo com receptoras e aumentando o nascimento de animais de alto valor 
genético.

A IATF tem sido uma ferramenta fundamental para manter os índices de fertilidade do gado lei-
teiro. Entretanto, um maior entendimento das razões das falhas na concepção pode melhorar esses 
índices, pois, dadas suas causas multifatoriais, o estudo aprofundado do complexo fertilidade ainda 
é necessário. O uso de sêmen sexado em programas de IATF tem crescido nos últimos anos, apesar 
de ainda estar restrito a poucos rebanhos no Brasil. Para que ocorra uma maior disseminação de seu 
uso na IATF entre os produtores de leite, é necessário melhorar a fertilidade espermática e adequar 
os protocolos para uso na rotina das fazendas e obter-se ganho genético considerável no rebanho 
brasileiro.

A Pive vem sendo amplamente utilizada em sistemas leiteiros como ferramenta para programas 
de melhoramento genético. O crescimento do uso dessa biotécnica é esperado em razão do grande 
dinamismo que ela confere às diferentes categorias animais, que podem ser novilhas, vacas lactantes 
ou prenhes e ainda permanecerem como doadoras de oócitos. O uso do sêmen sexado, com maior 
taxa de nascimento de fêmeas, é uma grande vantagem para os produtores de leite, ainda que não 
esteja disponível no momento para todas as raças. Em algumas propriedades, embriões Pive fertili-
zados com sêmen sexado já têm sido usados para gestar vacas em lactação, o que resulta aumento 
no número de bezerras nascidas com maior mérito genético. Essa estratégia permite aumentar a 
intensidade de seleção através da disponibilidade de maior número de novilhas de reposição com 
genética elevada, com reflexo direto no ganho genético do rebanho. A expectativa é que, com a 
eficiência da Pive e de processos relacionados como a criopreservação de embriões, mais proprieda-
des leiteiras possam adotar essa estratégia focando o melhoramento genético. Porém, é importante 
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ressaltar a necessidade de um programa eficiente de seleção genética dos animais superiores, para 
que bons resultados sejam alcançados e para que haja efetivo melhoramento do rebanho.

A clonagem animal deverá continuar a ser utilizada para gerar clones cópias de animais de alto 
valor genético, mas poderá futuramente ser associada a programas de seleção genômica onde em-
briões ou fetos selecionados genomicamente poderão ser clonados, gerando rebanhos homogê-
neos. Contudo, isso dependerá também do aumento da eficiência da clonagem. Por outro lado, 
o avanço da engenharia genética poderá, em médio a longo prazo, contribuir para o aumento da 
produtividade na pecuária de leite. Aspectos genéticos relacionados à melhoria da saúde do animal, 
como resistência a doenças e tolerância ao estresse térmico, poderão ser manipulados pela edição 
gênica e refletirem positivamente na produção e na qualidade do leite. Outras possibilidades envol-
vem a produção de leite enriquecido com nutrientes benéficos à saúde humana, como o ômega 3, 
ou a geração de vacas leiteiras que possuam maior capacidade de aproveitamento de dietas de bai-
xa digestibilidade, seja pela modificação de genes do animal ou dos microrganismos de seu rúmen, 
aumentado a capacidade de digestão ruminal. Esse aspecto pode ter maior importância em regiões 
tropicais, onde pastagens de alta digestibilidade são menos comuns.
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