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EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO COM FONTES DE ÁCIDOS GRAXOS EM 
DOADORAS DAS RAÇAS HOLANDESA  E NELORE DURANTE O PRÉ E PÓS-

PARTO SOBRE O RETORNO À CICLICIDADE E PRODUÇÃO in vitro DE 
EMBRIÕES 

 
 
RESUMO – As suplementações de bovinos com fontes de ácidos graxos 
poliisaturados (AGPs) são formas de aumentar o nível energético das dietas, além 
de possuir efeito na reprodução dos ruminantes. Tendo em vista o exposto idealizou-
se o presente trabalho com o objetivo de avaliar as condições reprodutivas do pós-
parto, número de folículos, quantidade de oócitos totais, de viáveis e a PIVE de 
doadoras primíparas da raça Nelore (Experimento 1) e multíparas da raça 
Holandesa (Experimento 2) suplementadas com dieta rica em AGPs protegido 
(Megalac-E®, principalmente de n-6) e não protegido (Linhaça, principalmente de n-
3) durante o pré e pós-parto. No experimeto 1 as doadoras Nelore foram divididas 
aleatoriamente em 3 grupos, sendo que o grupo controle apresentou 7 fêmeas, o 
segundo grupo, com 8 animais que foram suplementados com uma fonte de gordura 
protegida contendo 100g/doadora/dia de Megalac-E® e o terceiro grupo com 7 
fêmeas suplementadas com uma fonte de gordura não protegida contendo 
1kg/doadora/dia de torta de linhaça. As dietas foram fornecidas por 30 dias pré-parto 
e 75 dias pós-parto. Estes animais foram submetidos à OPU nos dias 30, 45, 60 e 
75 pós-parto. No experimento 2 as doadoras Holandesa foram divididas 
aleatoriamente em 3 grupos, sendo que o grupo controle apresentava 6 fêmeas, o 
segundo grupo, com 5 animais que foram suplementados com uma fonte de gordura 
protegida contendo 100g/doadora/dia de Megalac-E® no pré-parto e 
300g/doadora/dia no pós-parto e o terceiro grupo com 5 fêmeas suplementadas com 
uma fonte de gordura não protegida contendo 1kg/doadora/dia de torta de linhaça no 
pré-parto e 1,5kg/doadora/dia no pós-parto. As dietas foram fornecidas por 30 dias 
pré-parto e 60 dias pós-parto. Estes animais foram submetidos à OPU nos dias 30, 
45 e 60 pós-parto. Os oócitos recuperados dos dois experimento foram selecionados 
e os viáveis submetidos aos procedimentos da PIVE. Os dados foram analisados 
pelo método dos quadrados mínimos utilizando Análise de Variância pelo proc GLM. 
As diferenças entre médias foram comparadas pelo teste de Tukey com significância 
de 5%. Experimento 1) Não foi detectado efeito de tratamento de suplementação, de 
dias de aspirações pós-parto e das interações sobre as variáveis: número de 
folículos, quantidade de oócitos totais, de oócitos viáveis, taxa de oócitos viáveis, 
número clivagem, PIVE, taxa de embriões produzidos, presença de CL, 
concentração de P4 e taxa de doadoras gestantes. Experimento 2) Não foi detectado 
efeito de tratamento de suplementação, de dias de aspirações pós-parto e das 
interações sobre as variáveis: quantidade de oócitos viáveis, taxa de oócitos viáveis, 
número de clivagem, de PIVE, taxa de doadoras com CL, concentração de P4 e taxa 
de doadoras gestantes. No entanto, foi observado maior número de folículos e de 
oócitos totais no grupo suplementado com linhaça em relação ao grupo Megalac-E®. 
Este resultado pode ser explicado pelo efeito individual nos animais. A taxa de 
produção de embriões no dia 45 pós-parto do grupo controle foi maior em relação ao 
dia 30 do controle e ao dia 45 do grupo alimentado com Megalac-E®. Uma razão 
para esse resultado é as diferentes fases do ciclo estral que estes animais se 
encontravam nesses dias pós-parto. Assim, é necessário mais estudos com maior 
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número de doadoras e diferentes fontes de gordura para testar a real influência dos 
AGPs na reprodução de fêmeas. 

  

Palavra chave:  Ácidos graxos poliinsaturados, embriões, Holandesa, Nelore, 
oócitos e pós-parto.  
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EFFECTS OF FATTY ACID SUPPLEMENTATION IN HOLSTEIN AND NELORE 
COWS DURING THE PRE AND POSTPARTUM PERIOD, ON CYCLICALITY 

RETURN AND in vitro PRODUCTION OF EMBRYOS 
 
 

ABSTRACT – The supplementation of cattle with sources of polyunsaturated fatty 
acids (PUFA) are ways to increase the energy level of the diet, in addition to having 
effect on reproduction. The aim of this study were to evaluate the reproductive 
conditions of the postpartum, number of follicles, aspirates oocytes, amount of viable 
oocytes and the IVPE of the Nelore primiparous donors (Experiment 1) and Holstein 
multiparous donors (Experiment 2) supplemented with rich diet in protected PUFA 
(Megalac-E®) and non-protected (Linseed) during pre and postpartum. In experiment 
1 Nelore donors were divided into three groups, the control group with 7 animals, the 
second group, with 8 animals were supplemented with a source of protected fat 
contains 100g/donor/day of Megalac-E® and the third group with 7 animals 
supplemented with a source of unprotected fat contains 1kg/donor/day linseed. The 
diets were fed for antepartum thirty days and postpartum seventy-five days. These 
animals were submitted to OPU on days 30, 45, 60 and 75 postpartum. In 
Experiment 2 Holstein donors were divided into three groups, the control group with 6 
animals the second group, with 5 animals were supplemented with a source of 
protected fat contains 100g/donor/day of Megalac-E® in pre-partum and 
300g/donor/day in postpartum and the third group with 5 animals supplemented with 
a source of fat unprotected contains 1kg/donor/day linseed pre-partum and 1.5 
kg/donor/day in postpartum. The diets were fed for antepartum thirty days and 
postpartum sixty days. These animals were submitted to OPU on days 30, 45 and 60 
postpartum. The recovered oocytes from both experiments were selected and the 
viable oocytes were submitted to procedures of the IVPE. The data from both 
experiments were analyzed by the method of least squares using variance analysis 
of proc GLM. The differences between means were compared by Tukey test with 5% 
significance. Experiment 1) There was no detectable effect of treatment, aspirations 
of postpartum days and interactions on variables: for number of follicles and Corpus 
Luteum presence and amount of total and viable oocytes and IVPE (P>0.05). 
Experimento 2) There was no detectable effect of treatment, aspirations of 
postpartum days and interactions on variables: CL presence, amount of viable 
oocytes and IVPE (P>0.05). However, The group supplemented with linseed was 
observed more follicles and total oocytes than group Megalac-E® (P<0.05). This 
result can be explained by the effect of animals individual. The production of embryos 
rate at day 45 postpartum in the control group was higher to the day 30 of the control 
and to day 45 of the group fed Megalac-E®. The results of this study demonstrate that 
aspiration performed in postpartum the donors suplemented with Megalac-E and 
linseed didn’t increase the number of follicles and CL presence and amount of total 
and viable oocytes and IVPE. Thus, more studies are needed with higher numbers of 
donors and different fat sources to test the real influence of PUFA in females’ 
reproduction. 
 
 
Keyword: Polyunsaturated fatty acids, embryo, Holstein, Nelore, oocytes and 
postpartum.
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 

 

EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO COM FONTES DE ÁCIDOS GRAXOS EM 

DOADORAS DAS RAÇAS HOLANDESA  E NELORE DURANTE O PRÉ E PÓS-

PARTO, SOBRE O RETORNO A CICLICIDADE E PRODUÇÃO in vitro DE 

EMBRIÕES 

 

1. Introdução 

 

 A bovinocultura brasileira é um dos principais destaques do agronegócio 

mundial. O Brasil possui o segundo maior rebanho de bovinos do mundo, com mais 

de 185 milhões de cabeças em 2012, um acréscimo de 2,9% em relação a 2011, 

estando atrás apenas da Índia que possui 327 milhões. Porém, é o primeiro país em 

rebanho comercial. Além disso, é o segundo maior produtor de carne bovina, 

estando atrás dos Estados Unidos, e o maior exportador mundial deste produto. Na 

produção de leite, o Brasil ocupa a 6ª colocação, com produção de cerca de 30 

bilhões de litros, atrás da União Européia, Índia, EUA, China e Rússia (ANUALPEC, 

2012). 

 Para acelerar o crescimento da pecuária brasileira, é necessário o 

desenvolvimento e aprimoramento das biotécnicas ligadas à reprodução animal, 

com o intuito de incrementar a exploração dos animais geneticamente superiores, 

destinados tanto para a produção de carne quanto para a produção de leite. O 

incremento desta produção visa refletir na geração de maior número de 

descendentes em menor tempo (LEEMPUT et al., 1999). 

 Assim, a biotécnica de produção in vitro de embriões (PIVE) associada à 

recuperação de oócitos por aspiração folicular transvaginal guiada por ultra-som 

(OPU) (LEEMPUT et al., 1999) surgiu como uma excelente alternativa para 

maximizar a produção de embriões com alto mérito genético (GARCIA et al, 2003; 

CAMARGO et al., 2006). A PIVE é considerada a terceira geração das biotécnicas 

aplicadas ao melhoramento genético, após a inseminação artificial (IA) ou 

inseminação artificial em tempo fixo (IATF) e a transferência de embriões (TE). 

Comparando as três biotécnicas, tem-se para a IA o resultado de apenas um 
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bezerro por vaca/ano; no caso da TE, pode-se obter de 20 a 25 bezerros por 

vaca/ano; entretanto com a PIVE, este número aumenta para 80 a 100 bezerros por 

vaca/ano (LEEUW, 2006). Portanto, conclui-se que a PIVE apresenta grande 

vantagem para a pecuária em relação ao número de bezerros nascidos por 

vaca/ano. 

Além disso, a PIVE pode ser aplicada em fêmeas portadoras de patologias 

reprodutivas adquiridas, além de fêmeas a partir dos seis meses de idade, gestantes 

(até o 3º mês), no período pós-parto (2 a 3 semanas) (GARCIA et al., 2003) e em 

fêmeas abatidas. No entanto, mesmo com os progressos obtidos nos processos de 

maturação in vitro (MIV), fecundação in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) para o 

desenvolvimento embrionário, esta técnica ainda apresenta alguns obstáculos que 

precisam ser melhorados. Como exemplo, podemos citar resultados ainda não 

satisfatórios de produção de estruturas viáveis para transferência, dificuldade na 

criopreservação dos embriões, aumento na incidência de abortos, gestação 

prolongada, anormalidades congênitas e maior mortalidade perinatal (GARCIA et al., 

2003).  

As taxas de sucesso na produção de blastocistos são de aproximadamente 

30 a 45% a partir de oócitos maturados in vitro, e as taxas de gestação, ao redor de 

40 a 60% após a inovulação (KANE, 2003). Neste contexto, o manejo nutricional das 

doadoras representa importante ferramenta para adiantar a ciclicidade no período 

pós-parto, melhorar a qualidade dos oócitos e a quantidade de embriões produzidos 

in vitro. Rizos et al. (2002) observaram que a taxa de blastocistos produzidos in vitro 

está diretamente relacionada com a qualidade dos oócitos utilizados. 

Incrementos nutricionais nas dietas das fêmeas bovinas podem afetar 

positivamente o desenvolvimento e a função dos órgãos reprodutivos, além de 

promoverem alterações no funcionamento do sistema endócrino envolvido com a 

reprodução (MAGGIONI et al., 2008). Os ácidos graxos poliinsaturados (AGPs), 

principalmente o ácido linolênico (n-3) e linoleico (n-6) têm importante efeito sobre os 

processos reprodutivos, como crescimento folicular ovariano, função do corpo lúteo 

(CL), produção de progesterona, ovulação, e manutenção da gravidez e do parto 

(ABAYASEKARA; WATHES, 1999). 
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A suplementação da dieta com gorduras (n-3 e n-6) ajuda a repor os ácidos 

graxos essenciais perdidos, importantes no desempenho reprodutivo por terem 

diversas ações, tais como serem precursores das prostaglandinas (PGs) (PETIT et 

al., 2002) e atuarem no CL, oócitos, embriões e na secreção de LH e dos hormônios 

esteróides (WATHES et al., 2007). A estratégia de suplementação com AGPs para 

vacas de leite e corte no período pré-parto é uma dieta rica em n-6, que aumenta a 

síntese de PGF2α e atua no crescimento folicular, além de melhorar a involução 

uterina e restabelecer a ciclicidade precocemente. E no pós-parto, com n-3, que 

reduz a síntese de PGF2α uterina, aumentando a fertilidade e diminuindo as perdas 

embrionárias precoces (SARTORI; MOLLO, 2007; SANTOS et al., 2008). 

Vacas de alta produção de leite e primíparas de corte são as categorias 

animais com maior dificuldade reprodutiva no período pós-parto. Assim, a proposta 

desse estudo foi avaliar o adiantamento do retorno da ciclicidade, a quantidade de 

oócitos obtidos e a taxa de produção in vitro de embriões no período pós-parto de 

doadoras da raça Holandesa e primíparas Nelore suplementadas com dieta rica em 

gordura protegida n-6 e n-3, feito a partir de óleo de soja saponificado (sais de 

cálcio) para proteção dos AGPs de cadeia longa (NRC, 2007), e da alimentadas com 

dieta rica em gordura não protegida (torta de linhaça rica principalmente em n-3) no 

pré e pós-parto. 

 

2. Revisão de Literatura 

 

2.1. Técnica da aspiração folicular transvaginal (OPU) 

 

A técnica de aspiração folicular transvaginal de oócitos bovinos (OPU - ovum 

pick-up) guiada por ultra-som (PIETERSE et al., 1988)  é uma ferramenta para 

aumentar o número de descendentes de uma doadora (LEEMPUT et al., 1999). A 

OPU-PIVE possibilita a obtenção de até 18 gestações em três meses, enquanto com 

a SOV-TE no mesmo período, apenas 5 gestações. Desta forma, pela OPU-PIV é 

possível produzir 2 a 3 vezes mais embriões por unidade de tempo quando 

comparado à TE convencional (NIBART et al., 1995).  
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Outras vantagens da aspiração folicular são a obtenção de oócitos em 

qualquer fase do ciclo estral sem tratamento gonadotrófico (MERTON et al., 2003), 

possibilitando realizar repetidas recuperações de oócitos de animais vivos sem 

trauma aparente do trato reprodutivo permitindo, desta forma, a produção de 

embriões oriundos de vacas recém paridas (GARCIA et al., 2003), de vacas senis, 

com patologias reprodutivas adquiridas (GARCIA et al., 1999), prenhes com até 3 

meses de gestação (BUNGARTZ et al., 1995) e em novilhas pré-púberes 

(BROGLIATTI, 1996). Outra vantagem particular da OPU-FIV em relação às outras 

biotecnologias é a utilização de oócitos de animais recém abatidos (HOSHI, 2003) e 

a maximização do uso do sêmen, permitindo maior produção de embriões com 

doses de alto valor genético e inclusive sêmen sexado (DELL’AQUA et al., 2006; 

HAYAKAWA et al., 2009). 

O sucesso da OPU é avaliado parcialmente pela taxa de recuperação de 

oócitos. Esta, por sua vez, é influenciada pela visualização dos folículos pelo ultra-

som, pelo diâmetro, bisel e corte da agulha, vácuo exercido pela bomba de 

aspiração (BOLS et al.,2005) e experiência do operador (LANSBERGEN et al., 

1995). Além dos fatores técnicos, existem os fatores biológicos como a frequência e 

momento da aspiração folicular, fisiologia, condição corporal, raça e idade da 

doadora (BOLS et al., 2005). De fato, estes fatores são reflexos do estágio do ciclo 

estral, da qualidade reprodutiva, do estado nutricional e dos efeitos do ambiente.  

Buscando obter maior número de embriões em curto espaço de tempo, os 

protocolos têm geralmente consistido de uma ou duas aspirações semanais usando 

animais superovulados ou não (ROOVER et al., 2005; SENEDA et al., 2005). 

Embora a aspiração realizada 2 vezes por semana aumente o número de folículos, 

oócitos recuperados e embriões produzidos (GIBBONS, et al., 1994), a alta 

freqüência e o curto intervalo entre as aspirações afeta negativamente o número de 

oócitos a longo prazo (BOUSQUET et al., 1999). 

Os oócitos aspirados são selecionados através do número de camadas do 

cumulus que são células da granulosa que circundam os oócitos no interior dos 

folículos. A proximidade entre as células do cumulus com o oócito aumenta o 

potencial de maturação, fecundação e da capacidade de desenvolvimento 

embrionário (GONÇALVES et al., 2008). Estes são classificados com escala de I a 
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V, segundo De Loss et al. (1991), sendo os de graus I, II e III utilizados para o 

processo de PIVE. 

Entretanto, os índices de produção in vitro de embriões bovinos são baixos. 

Isto se deve pela qualidade ruim dos oócitos aspirados, pela baixa qualidade 

biológica dos embriões, dificuldades na criopreservação dos embriões e dos oócitos 

e custo elevado em relação ao embrião produzido pela TE convencional (PEIXER et 

al., 1995). 

 

2.2. Produção in vitro de embriões (PIVE) 

 

Atualmente, o processo de PIVE na espécie bovina é o que apresenta maior 

sucesso dentre todas as espécies, sendo que em média 40% dos oócitos maturados 

e fecundados in vitro podem se desenvolvem até o estágio de blastocisto (HASLER, 

1998; BAVISTER, 2002). 

A PIVE é um instrumento auxiliar no melhoramento animal e uma ferramenta 

com potencial para a formação de bancos de germoplasma na preservação de 

animais ameaçados de extinção (FOOTE, 1996). Entretanto, existem limitações 

relacionadas à baixa eficiência na produção de blastocistos a partir dos oócitos que 

são submetidos à maturação in vitro e à variabilidade do processo (CAROLAN et al., 

1995; LIU; FOOTE, 1995). Além disso, os embriões PIV possuem menor viabilidade 

e menor resistência à vitrificação em relação a TE convencional (GALLI; LAZZARI, 

1996; HASLER, 1996). 

A maturação oocitária é definida como a retomada da meiose, formação do 

primeiro corpúsculo polar e de várias outras alterações nucleares e citoplasmáticas. 

O desenvolvimento oocitário é bloqueado em metáfase II. O tempo da maturação é 

de 24 horas na maioria dos processos (GORDON, 1994; CHA; CHIAN, 1998). 

As células da granulosa e do cúmulos têm papel importante durante a 

aquisição da competência oocitária na maturação in vitro (MIV; STAIGMILLER; 

MOOR, 1984). Oócitos com múltiplas células do cumulus claras e transparentes 

apresentam maiores taxas de clivagem após a fecundação in vitro comparada 

àqueles desnudos ou com menor quantidade de camadas do cumulus (SIRARD; 

LAMBERT, 1985; HYTTEL et al., 1986). 
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Somente após a conclusão dos processos de MIV é que os oócitos se tornam 

competentes para permitir o sucesso da fecundação e do desenvolvimento 

embrionário inicial. A maturação inadequada inviabiliza a fecundação e aumenta a 

ocorrência de polispermia, de partenogênese e de bloqueio do desenvolvimento 

embrionário (MINGOTI, 2005). 

 A fecundação in vitro (FIV) é ilustrada pela capacidade dos espermatozóides 

de ligarem a zona pelúcida dos oócitos e de fecundá-los. A capacitação espermática 

ocorre pela remoção de proteínas e outras substâncias decapacitantes presentes no 

plasma seminal. Assim, os espermatozoides ficam hiperativados e se unem as 

proteínas específicas da zona pelúcida dos oócitos de maneira a induzir a reação 

acrossômica (FLORMAM; FIRST, 1988).  

Na maioria dos procedimentos de FIV em bovinos usa-se sêmen congelado. 

No entanto, após o descongelamento, requer a seleção e recuperação de 

espermatozóides móveis, de formas normais e livres de contaminantes do plasma 

seminal. Existem diversos métodos de eliminação do plasma seminal e separação 

da fração móvel do sêmen diluído, sendo as mais usadas o gradiente de Percoll 

(GALLI; LAZZARI, 1996) e a técnica do sedimento - “swim up” (PARRISH et al., 

1984).  

O cultivo in vitro (CIV) de embriões é o desenvolvimento do estágio inicial 

embrionário até a fase de blastocisto (SREENAN; SCANLON, 1968). O CIV leva em 

média 7 dias após a FIV, depois é realizada a seleção e a avaliação dos embriões 

para a transferência ou criopreservação (GONÇALVES et al., 2008; MINGOTI, 

2005). 

Após a MIV, aproximadamente 90% dos oócitos submetidos à maturação 

atingem o estágio de metáfase II com expulsão do primeiro corpúsculo polar. 

Entretanto, 80% são fecundados e começam a se dividir, pelo menos até o estádio 

de duas a quatro células. Desses, apenas 25 a 40% alcançam o estádio de 

blastocisto ou blastocisto expandido (LONERGAN et al., 2001).  
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2.3. Fisiologia entre fêmeas zebuínas e taurinas 

 

A dinâmica folicular ovariana de vacas e novilhas é caracterizada por ondas de 

crescimento e regressão folicular durante o ciclo estral. Nas fêmeas Bos indicus 

(Zebuínas) foi caracterizada a presença de duas ou três ondas de crescimento 

folicular na maioria dos ciclos estrais, de forma bastante semelhante da dinâmica 

folicular apresentada pelas fêmeas Bos taurus (Taurinas; FIGUEIREDO et al., 1997).    

No entanto, algumas diferenças foram observadas entre raças zebuínas e 

taurinas. Em Bos indicus, averiguou-se que os diâmetros dos folículos dominantes e 

dos corpos lúteos (CLs) são menores em relação ao Bos taurus (FIGUEIREDO et 

al., 1997 e PINHEIRO et al., 1998). Em relação às populações foliculares, 

demonstrou-se que os ovários de novilhas Bos indicus apresentam maior número de 

folículos < 5 mm e menor número de folículos ≥ 5 mm do que novilhas Bos taurus 

(BURATINI, 1999). Segundo D’Occhio et al. (1990) as raças zebuínas apresentam 

menor capacidade de secreção de LH em relação às raças européias. Quanto aos 

hormônios esteróides, os níveis circulantes destes em fêmeas zebuínas mostram-se 

inferiores aos observados nas raças européias (SEGERSON et al., 1984). 

 

2.4. Fisiologia do puerpério 

 

Após o parto os animais entram em anestro principalmente por apresentarem 

balanço energético negativo (BEN), além de exibirem menores concentrações 

plasmáticas de glicose, insulina, IGF-1 (ROBERTS et al., 1997), progesterona, baixa 

pulsatilidade de LH e alterações no ciclo estral (PALHANO, 2008). O anestro pós-

parto é o período que vai do parto até o estro ou ovulação (YAVAS; WALTON, 

2000), tendo a sua duração influenciada por diversos fatores como o estado 

nutricional pré e pós-parto (HOLNESS et al., 1978), a involução uterina (YAVAS; 

WALTON, 2000), presença do bezerro (LAMB et al., 1997), a produção de leite 

(BARTLETT et al., 1987), o número de parições e a exposição a touros após o parto 

(YAVAS; WALTON, 2000).  

No pós-parto, as concentrações de FSH aumentam rapidamente após 5 dias 

(RHODES et al., 2003), levando ao surgimento da primeira onda folicular. Um 
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folículo dominante começa a crescer em torno de 10 a 14 dias pós-parto (MURPHY 

et al., 1990). A ovulação de um folículo dominante ocorre somente quando a 

produção de estradiol pelo folículo é suficiente para promover o pico pré-ovulatório 

de LH, na presença de baixas concentrações circulantes de progesterona. Porém, 

isto apenas irá ocorrer quando o estoque de LH estiver completamente recuperado, 

dentro de 15 a 30 dias após o parto (YAVAS; WALTON, 2000).  

As vacas leiteiras frequentemente ovulam dentro de 21 dias após o parto. Já 

o período puerperal de vacas de corte é mais prolongado, em torno de 60 dias. Além 

disso, pode ser mais longo em vacas primíparas (TANAKA et al., 2008), pois as 

vacas de primeira cria apresentam-se em fase de desenvolvimento após o parto. 

Esse período pode se prolongar devido a algumas doenças metabólicas (cetose, 

hipocalcemia e outras) e reprodutivas (ovários cístico, distocias, metrite e retenção 

de placenta) (EL et al., 1995; DUKES, 2006). A nutrição influencia significativamente 

a duração desta fase, e os animais com nutrição inapropriada no pré-parto exibem 

intervalo de retorno a ciclicidade mais prolongado (DUKES, 2006). 

 A suplementação energética no pós-parto induz a ciclicidade mais precoce 

(STAGG et al., 1995; ROBERTS et al., 1997). No entanto, segundo Stagg et al. 

(1995) não há diferença no tempo para emergência da primeira onda folicular após o 

parto entre vacas com altos e baixos níveis de energia na dieta. Ainda de acordo 

com os mesmos autores, vacas recebendo baixos níveis de energia possuem maior 

número de ondas foliculares antes da primeira ovulação. Isto se deve provavelmente 

pelas concentrações insuficientes de LH para estimular a maturação final do folículo 

pré-ovulatório. 

 Deve-se, portanto, levar em consideração que o processo de dinâmica 

folicular e ciclicidade pós-parto pode ser afetado pela raça (FIGUEIREDO et al., 

1997), fase reprodutiva (ROCHE; BOLAND, 1991), estresse térmico (WILSON et al., 

1998) e níveis nutricionais, onde a deficiência energética impactam negativamente 

na ciclicidade (BURKE et al,. 1998). 
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2.5. Interação entre reprodução e nutrição  

 

O estado nutricional das fêmeas mamíferas é um importante fator que 

determina o sucesso da reprodução e tem influencia no eixo hipotálamo-hipófise-

gonadal sobre o controle da função ovariana e do desenvolvimento folicular 

(ARMSTRONG et al., 2003, GARNSWORTHY et al., 2008). Segundo Gong et al. 

(2002), a nutrição tem importante efeito sobre a retomada dos ciclos estrais pós-

parto e na taxa de concepção. Assim, ela influencia as concentrações circulantes de 

metabólitos e hormônios (WEBB et al., 2007). 

As principais causas de queda na fertilidade pós-parto estão relacionadas 

BEN, evidenciado pela queda no escore de condição corporal (ECC; MOREIRA et 

al., 2000; LOPEZ-GATIUS et al., 2002). O BEN acontece porque a energia adquirida 

pela alimentação é insuficiente para a manutenção do animal, saúde, produção de 

leite e a função reprodutiva (MONTIEL; AHUJA, 2005). 

A ingestão insuficiente de energia no período pré e pós-parto pode determinar 

um baixo desempenho reprodutivo, atraso do retorno da ciclicidade e redução nas 

taxas de concepção e de gestação em vacas de corte e de leite (SANTOS et al., 

2004). Segundo Adamiak et al. (2005), o fornecimento de altos níveis alimentares 

associado a um alto ECC foi prejudicial à qualidade oocitária e a produção de 

embriões. Entretanto, alta ingestão alimentar em animais com ECC baixo teve efeito 

positivo no desenvolvimento embrionário até o estágio de blastocisto. Isto se deve 

ao fato do animal estar ganhando peso e se recuperando do parto. 

O desempenho reprodutivo em vacas de corte está associado ao ECC 

(BOSSIS et al., 2000), o qual é um dos fatores que pode afetar o crescimento e 

persistência do folículo dominante no período pós-parto (RHODES et al., 1995). 

Fêmeas de corte, na maioria das vezes têm anestro pós-parto mais prolongado do 

que as de leite, devido, principalmente a interação entre baixo ECC, BEN, nutrição 

inadequada e presença do bezerro. As vacas primíparas são as mais afetadas por 

esses fatores por se encontrarem em fase de crescimento. Esse atraso da ovulação 

pós-parto está associado a uma baixa pulsatilidade de LH (WILLIAMS, 1990; 

WILTBANK et al., 2002). 
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Para reduzir o anestro pós-parto, várias estratégias de manejo são indicadas 

como realizar suplementação alimentar energética nos períodos pré e pós-parto, 

promover remoções temporárias estratégicas dos bezerros, esquemas de 

amamentação interrompida e também a utilização de tratamentos hormonais para 

indução de estro ou de ovulação (IATF) (WILLIAMS, 1990; BARUSELLI et al., 2004; 

SÁ FILHO et al., 2009).  

 

2.6. Influência da suplementação com ácidos graxos na reprodução dos 

ruminantes  

 

A suplementação com ácidos graxos (AGs) é uma forma de aumentar o nível 

energético das dietas, além de possuir efeito na reprodução dos ruminantes 

(FUNSTON, 2004; RAES et al., 2004). Os AGs são divididos em saturados, que são 

encontrados na maioria das vezes em gordura animal, e os insaturados, que são 

mais comumente encontrados em gordura vegetal (GÓMEZ, 2003). Na nutrição dos 

ruminantes, os mais utilizados são os ácidos graxos poliinsaturados (AGPs) que são 

AGs insaturados com mais de uma ligação dupla na sua molécula. Sendo os mais 

estudados com efeitos na reprodução o ácido linolênico (n-3) e ácido linoleico (n-6). 

O n-3 é encontrado em peixes de água fria, frutos do mar, óleo de canola e de 

linhaça. Já o n-6 é mais comumente encontrado em óleo de soja, de girassol e 

outras sementes oleaginosas. Esse tipo de gordura ajuda a aumentar as taxas de 

lipoproteína de alta densidade (HDL “colesterol bom”) e manter baixas as taxas de 

lipoproteína de baixa densidade (LDL “colesterol ruim”; MAHAN; ESCOTT-STUMP, 

2002). 

Estas dietas ricas em AGPs afetam a composição de AG das células do 

cumulus, da granulosa e dos oócitos (KIM et al., 2001). Segundo Martins (2007) os 

AGs são os maiores precursores de energia disponível para função celular em 

ruminantes. Estes são usados como fonte de energia durante o processo de 

maturação (SORBERA et al., 2001), competência oocitária (KIM et al., 2001) e no 

período de desenvolvimento embrionário até implantação (WATHES et al., 2007; 

THANGAVELU et al., 2007), quando há intensa dessaturação dos AGs (YAO et al., 

1980). Embriões acima de quatro células possuem concentrações maiores de AGPs, 
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em relação aos saturados, pois os AGPs são componentes da membrana lipídica e 

aumentam rapidamente com a divisão celular embrionária (HAGGARTY et al., 2006).  

Deste modo, a suplementação lipídica para vacas de corte e leite durante o 

período pós-parto pode influenciar o número e qualidade dos embriões (THOMAS; 

WILLIAMS, 1996). As gorduras protegidas a bio-hidrogenação do rúmen melhoram a 

absorção dos AGPs pelas vacas leiteiras de alta produtividade, com isso aumenta o 

potencial de desenvolvimento dos oócitos e a produção de blastocistos in vitro 

(FOULADI-NASHTA et al. , 2007).  

Estas gorduras protegidas são obtidas a partir de AGPs de cadeia longa que 

ficam livres no processo de cisão dos triglicerídeos de óleos vegetais. Estes reagem 

com sais de cálcio, unidos na forma de um sal (R-COO-Ca), popularmente 

conhecidos como sabões de cálcio (NRC, 2007). Este tipo de gordura, por ser um 

produto altamente estável em água e alta temperatura, somente é digerido no 

organismo do animal, em meio ácido. Como no rúmen o pH = 6,2 elas permanecem 

inalteradas. Chegando ao abomaso, cujo meio é extremamente ácido (pH = 2 e 3), 

ocorre à liberação dos AGs e íons de cálcio para o intestino, que serão absorvidos e 

levados pela corrente sangüínea (JENKINS; PALMQUIST, 1984; SARTORI; MOLLO, 

2007). 

A alimentação com AGPs influenciam a foliculogênese aumentando o número 

de folículos e o tamanho do folículo dominante ou pré-ovulatório. Estas diferenças 

no número de folículos foram observadas por Wathes et al. (2007) após 3 a 4 

semanas de suplementação, sendo a máxima diferença após 6 e 7 semanas. Zeron 

et al. (2002) relataram maiores números e melhor qualidade de oócitos em ovelhas 

suplementadas com óleo de peixe (rico em n-3) protegido por 13 semanas em 

relação ao grupo controle. 

Em estudos com suplementação de gordura para vacas no pós-parto foi 

observado retorno à atividade cíclica mais rápido (STAPLES et al., 1998), aumento 

na concentração de progesterona, no tamanho dos folículos (ZACHUT et al., 2008), 

na taxa de concepção e diminuição da mortalidade embrionária (RAES et al., 2004; 

PETIT; TWAGIRAMUNGU, 2006). Assim, uma das finalidades seria melhorar a 

condição corporal no pré-parto das doadoras com uma dieta rica em n-3 e n-6 para 

adiantar a ciclicidade dessas fêmeas no pós-parto.  



12 

 

Segundo Wathes et al. (2007) os ácidos linoleicos (n-6) e linolênicos (n-3) são 

os principais ácidos que influenciam na reprodução. O n-6 é convertido em ácido 

aracdônico, precursor das prostaglandinas dienoicas, como a PGF2α. E o n-3 é 

convertido a ácido eicosapentaenoico precursor das prostaglandinas trienoicas, 

como PGF3α. Deste modo, a produção das prostaglandinas pode ser manipulada de 

acordo com a proporção de AGs presentes na dieta.  

De acordo com Sartori e Mollo (2007) e Santos et al. (2008) a estratégia de 

suplementação com AGPs para vacas de leite e corte no período pré-parto é uma 

dieta rica em n-6, que aumenta a síntese de PGF2α e atua no crescimento folicular, 

além de melhorar a involução uterina e restabelecer a ciclicidade precocemente. E 

no pós-parto, com n-3, que reduz a síntese de PGF2α uterina, aumentando a 

fertilidade e diminuindo as perdas embrionárias precoces. 

Vacas de leite alimentadas com AGP n-6 protegido apresentaram maiores 

porcentagens de embriões de alta qualidade (73,5% vs 51,5%, p = 0,06) em relação 

aos animais que receberam óleo de palma protegido (50% AGs saturados e 50% 

AGs insaturados; CERRI et al., 2009). Do mesmo modo, em novilhas de corte, o 

número de embriões degenerados foi menor para os animais que receberam dieta 

rica em AGP n-3 em relação à dieta com AGs saturados (CHILDS et al., 2008). 

Fouladi-Nashta et al. (2007) realizaram experimento com vacas de alta 

produção leiteira para determinar o efeito de dietas compostas de AGPs nos oócitos, 

durante curto período de alimentação. Observaram que vacas alimentadas com 

dieta rica em gordura poliinsaturadas (800 g de Megalac/dia, predominantemente 

ácido graxo palmítico) no pós-parto apresentaram maiores taxas de clivagem e 

produção de blastocisto in vitro. Isso pode ser explicado pela menor concentração 

plasmática de AGs não esterificados, pelo efeito positivo dos AGPs na competência 

dos oócitos e nas membranas celulares e citoplasma, resultando em benefícios para 

qualidade e desenvolvimento embrionário. Entretanto, mais estudos devem ser 

executados com o intuito de avaliar a real influência dos AGPs sobre o retorno a 

ciclicidade pós-parto e o desenvolvimento oocitário e embrionário.  
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CAPÍTULO 2 - EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO COM FONTES DE ÁCIDOS 

GRAXOS EM DOADORAS PRIMÍPARAS DA RAÇA NELORE DURANTE O PRÉ E 

PÓS-PARTO SOBRE O RETORNO À CICLICIDADE, PRODUÇÃO in vitro DE 

EMBRIÕES E TAXA DE GESTAÇÃO 

 

RESUMO – As suplementações de bovinos com fontes de ácidos graxos 
poliisaturados (AGPs) são formas de aumentar o nível energético das dietas, além 
de possuir efeito na reprodução dos ruminantes. Tendo em vista o exposto idealizou-
se o presente trabalho com o objetivo de avaliar as condições reprodutivas do pós-
parto, número de folículos, presença de CL, concentração de P4, quantidade de 
oócitos totais, de viáveis, a PIVE e a taxa de gestação de doadoras primíparas da 
raça Nelore suplementadas com dieta rica em AGPs protegido (principalmente de n-
6) e não protegido (principalmente de n-3) durante o pré e pós-parto. As doadoras 
foram divididas aleatoriamente em 3 grupos, sendo que o grupo controle apresentou 
7 fêmeas, o segundo grupo, com 8 animais que foram suplementados com uma 
fonte de gordura protegida contendo 100g/doadora/dia de Megalac-E® e o terceiro 
grupo com 7 fêmeas suplementadas com uma fonte de gordura não protegida 
contendo 1kg/doadora/dia de torta de linhaça. As dietas foram fornecidas por 30 dias 
pré-parto e 75 dias pós-parto. Estes animais foram submetidos à OPU nos dias 30, 
45, 60 e 75 pós-parto. Os oócitos recuperados foram selecionados e os viáveis 
submetidos aos procedimentos da PIVE. Os dados foram analisados pelo método 
dos quadrados mínimos utilizando Análise de Variância pelo proc GLM. As 
diferenças entre médias foram comparadas pelo teste de Tukey com significância de 
5%. Não foi detectado efeito de tratamento de suplementação, de dias de aspirações 
pós-parto e das interações sobre as variáveis: número de folículos, quantidade de 
oócitos totais, de oócitos viáveis, taxa de oócitos viáveis, número clivagem, PIVE, 
taxa de embriões produzidos, presença de CL, concentração de P4 e taxa de 
doadoras. Os resultados do presente estudo demonstram que aspiração realizada 
no pós-parto de doadoras suplementadas com Megalac-E® e linhaça não 
aumentaram o número de folículos, a quantidade dos oócitos totais, de viáveis, de 
clivados, a PIVE, retorno a ciclicidade e a taxa de gestação. Assim, é necessário 
mais estudos com maior número de doadoras e diferentes fontes de gordura para 
testar a real influência dos AGPs na reprodução de fêmeas primíparas.   
 
 
Palavras chave:  Ácidos graxos poliinsaturados, ciclicidade, embriões, Nelore, 
oócitos e pós-parto.  
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1. Introdução  

 

A bovinocultura de corte é um dos principais destaques da pecuária brasileira, 

ocupando o Brasil a posição de líder nas exportações de carne (ANUALPEC, 2012). 

O rebanho de corte brasileiro é composto por cerca de 80% da raça Nelore (Bos 

taurus indicus), o equivalente a mais de 114 milhões de cabeças (ACNB, 2011).  

As falhas na reprodução estão entre os mais importantes fatores que limitam o 

desempenho da pecuária de corte brasileira (PESSUTI; MEZZADRI, 2004) e a 

nutrição está diretamente envolvida nesse processo. Portanto, maximizar o 

desempenho da pecuária através do aprimoramento e desenvolvimento de 

biotécnicas ligadas a reprodução e a nutrição animal devem ser metas que norteiam 

os técnicos e criadores a alcançarem maior produtividade e satisfatório custo-

benefício na atividade. 

A produção in vitro de embriões (PIVE) tem sido utilizada como ferramenta 

importante para multiplicação de animais com mérito genético superior. Essa técnica 

permite a recuperação de oócitos de doadoras por meio da OPU (LEEMPUT et al., 

1999), podendo ser realizada sem maiores alterações aparentes no trato 

reprodutivo, independentemente da fase do ciclo estral (BLONDIN et al., 2002). Em 

animais da raça Nelore foram observadas grandes variações na PIVE entre 

doadoras, com media de 42% de embriões produzidos in vitro (DAYAN et al., 2000).  

Segundo Hawkins et al. (1995) e Maggioni et al. (2008), a nutrição tem papel 

importante no desenvolvimento dos bovinos por afetar diretamente aspectos da 

fisiologia e desempenho reprodutivo. De acordo com Rigolon et al. (2009), o balanço 

energético e a concentração calórica de uma dieta são os principais fatores 

envolvidos no crescimento folicular, ovulação e desenvolvimento embrionário.  

Segundo Funston (2004), a suplementação lipídica tem sido usada para 

aumentar a densidade energética da dieta, podendo afetar positivamente a 

reprodução em fêmeas de corte. Gorduras na dieta podem melhorar a condição 

energética das fêmeas e ter ação no desenvolvimento folicular, secreção de PGs e 

esteroidogênese (SARTORI; MOLLO, 2007; ZACHUT et al., 2008). 

Ácidos graxos poliinsaturados (AGPs) apresentam benefícios significativos para 

a saúde. Estudos demonstraram que alimentação com dietas ricas em AGPs 
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melhoram o desempenho reprodutivo em bovinos (BILBY et al., 2006; WATHES et 

al., 2007). Segundo Fouladi-Nashata et al. (2007), a suplementação com dietas ricas 

em AGs protegidos à bio-hidrogenação do rúmen melhoram o potencial de 

desenvolvimento de oócitos até blastocisto assim como a qualidade do blastocisto 

produzido. Estes efeitos podem ser parcialmente mediados por melhorias na 

maturação do oócito, o que é essencial para a fertilização bem sucedida e posterior 

desenvolvimento embrionário (GILCHRIST et al., 2007; THANGAVELU et al., 2007). 

As principais famílias de AGPs que influenciam na reprodução dos bovinos 

são ácido linolênico (n-3) e ácido linoleico (n-6) (WATHES et al., 2007). Onde n-3 é 

encontrado mais frequentemente em óleo de linhaça, peixes de água fria e frutos do 

mar e o n-6 pode-se encontrar em óleo de soja, girassol e outras sementes 

oleaginosas. Estes AGPs podem melhorar a fertilidade em bovinos aumentando o 

número e tamanho dos folículos ovarianos (ROBINSON et al., 2002; BILBY et al., 

2006), tamanho do CL (RAES et al., 2004; BILBY et al., 2006), quantidade e 

qualidade dos oócitos (KIM et al., 2001; ZERON et al., 2002). Além disso, outros 

estudos também observaram melhora no número e na qualidade embrionária 

(CHILDS et al., 2008a; CERRI et al., 2009) e na concentração circulante de PGs e 

hormônios esteroides (PETIT et al., 2002; CHILDS et al., 2008b). 

Um produto rico em gordura protegida n-3 e principalmente n-6 usado na 

suplementação de fêmeas bovina é o Megalac-E®, que é feito a partir de óleo de 

soja saponificado (sais de cálcio) para proteção dos AGPs à bio-hidrogenação do 

rúmen. Segundo Lopes et al. (2009), vacas Nelore lactantes que receberam 

Megalac-E® durante o início do protocolo de sincronização do estro até 28 dias após 

IATF obtiveram taxa de gestação superior (51,2%, n = 451), em relação ao grupo 

não suplementado (39,6%, n = 459; p = 0,04). De acordo com Peres et al. (2008), 

fêmeas Nelore suplementadas com semente de girassol (rica em n-6) no pós-parto 

do momento da IA até 22 dias após observaram aumento de 20,4% na taxa de 

concepção. 

Guardieiro et al. (2010b) não observaram efeito positivo na PIVE em novilhas 

da raça Nelore suplementadas com Megalac-E®. Em novilhas mestiças de corte 

suplementadas com dieta rica em n-3 foi observado menor quantidade de embriões 

degenerados em relação à dieta com outros AGs (CHILDS et al., 2008a).  
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No pós-parto, alguns efeitos dos AGPs são observados, como o n-6 que 

aumenta a síntese de PGF2α, atua no crescimento folicular, melhora a involução 

uterina e restabelece a ciclicidade precocemente. E o n-3 que reduz a síntese de 

PGF2α uterina, aumenta a fertilidade e diminui as perdas embrionárias precoces 

(SARTORI; MOLLO, 2007). Assim, o manejo dessas dietas é importante para reduzir 

o anestro pós-parto principalmente em primíparas, já que essa categoria animal 

apresenta dificuldade de recuperação após o parto por estar em fase de 

desenvolvimento (TANAKA et al., 2008). Tendo em vista o exposto o presente 

estudo visou avaliar os efeitos das suplementações ricas em ácidos linoleico (n-6) e 

linolênico (n-3) protegidos ou não, no pré e pós-parto de fêmeas primíparas da raça 

Nelore sobre o retorno à ciclicidade, obtenção de oócitos, na PIVE e na taxa de 

gestação.  

 

2. Hipóteses 

 

� A suplementação com dieta rica em n-3 e n-6 adiantará o retorno à ciclicidade 

após o parto e aumentará a população folicular dos animais e isso se refletirá 

positivamente na taxa de gestação. 

� Animais suplementados com dieta rica AGPs (n-3 e n-6) apresentarão maior 

número de oócitos aspirados, maiores quantidade de oócitos viáveis, além de 

aumento na PIVE. 

� Animais aspirados com maior número de dias pós-parto suplementados com 

AGPs apresentarão maior quantidade de oócitos aspirados, maior número de 

oócitos totais, de oócitos viáveis e aumento na PIVE.   

 

3. Objetivos 

 

3.1 Geral 

Avaliar as condições reprodutivas do pós-parto, número de folículos, quantidade 

de oócitos totais, de oócitos viáveis e a PIVE de doadoras primíparas da raça Nelore 

(Bos taurus indicus) suplementadas com dietas rica em AGPs (n-3 e n-6) protegido 

ou não durante o pré e pós-parto. 
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3.2 Específicos 

� Avaliar a quantidade de oócitos totais, de oócitos viáveis e a PIVE de 

doadoras primíparas da raça Nelore alimentadas com dietas rica em AGPs (n-3 e n-

6) no pré e pós-parto. 

� Avaliar o retorno da ciclicidade após o parto, a concentração de progesterona 

plasmática, o número de folículos, presença de CL e a taxa de gestação de fêmeas 

primíparas da raça Nelore suplementadas com dietas rica em AGPs (n-3 e n-6) no 

pré e pós-parto. 

� Avaliar a relação de maior número de dias pós-parto de doadoras primíparas 

da raça Nelore com o número de folículos, presença de CL, quantidade de oócitos 

totais, de oócitos viáveis e a PIVE.   

 

4. Material e Métodos 

 

Os produtos químicos foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St. Louis, 

MO, EUA). Aqueles de origem diferete estão informados no texto. 

4.1. Local 

O experimento foi realizado no Instituto de Zootecnia (IZ), Unidade de Pesquisa 

de Gado de Corte, localizado no município de Sertãozinho, SP. As atividades 

laboratoriais foram realizadas no Departamento de Reprodução Animal da UNESP - 

Campus de Jaboticabal, SP no período entre agosto e dezembro de 2011. 

 

4.2. Doadoras de oócitos 

Foram utilizadas 22 fêmeas primíparas da raça Nelore (Bos taurus indicus) com 

peso médio de 478,68 ± 47,04 kg e ECC médio de 5,3 ± 0,5 (numa escala de 0 a 9) 

(WAGNER et al., 1988). Estas fêmeas estavam em perfeitas condições sanitárias e 

reprodutivas, sem apresentar enfermidades e/ou patologias que pudessem afetar a 

produção de embriões. Os animais foram mantidos a pasto de Brachiaria 

decumbens e com acesso ad libitum a água e sal proteinado. Não houve pré-

seleção das doadoras em relação ao número de folículos presentes nos ovários e/ou 

recrutamento folicular, e a divisão dos animais entre os tratamentos foi feita 

aleatoriamente, de acordo com o peso no início do experimento.  
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4.3. Tratamento e Delineamento experimental  

As doadoras foram divididas aleatoriamente em 3 grupos, sendo que o grupo 

controle apresentou 7 fêmeas, o segundo grupo com 8 animais que foram 

suplementados com uma fonte de gordura protegida contendo 100g/doadora/dia de 

Megalac-E® (Química Geral do Nordeste, Rio de Janeiro, Brasil; Apêndice 1) e o 

terceiro grupo com 7 fêmeas suplementadas com uma fonte de gordura não 

protegida contendo 1kg/doadora/dia de torta de linhaça prensada a frio. 

Cada doadora recebeu 1,5 kg da dieta, de acordo com seu grupo experimental, 

diariamente pela manhã (Tabela 1). Essa suplementação teve início 30 dias antes 

do parto e término 75 dias pós-parto (Figura 2). As doadoras do grupo linhaça 

receberam uma dieta mais energética por se tratar de uma fonte de AGPs não 

protegido à bio-hidrogenação do rúmen, este responsável pela degradação de mais 

de 80% dos n-3 e n-6 ingeridos na dieta (BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2011). Já 

o grupo controle e o Megalac-E® apresentaram quantidade semelhante de n-6, mas 

neste segundo grupo os AGPs são protegidos e sua absorção se dá no intestino 

delgado. Após a conclusão dos tratamentos foi mantida a mesma alimentação de 

rotina da fazenda, aquela do grupo controle. 

As dietas, oferecidas a cada grupo de doadoras, foram preparadas de acordo 

com as composições apresentadas nas Tabelas 1 e 2 e Figura 1. As análises 

bromatológicas foram realizadas no Laboratório de Nutrição Animal do 

Departamento de Zootecnia da FCAV/UNESP e as análises cromatográficas foram 

realizadas no Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e Plantas do 

Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP.  
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Tabela 1. Composição nutricional e análise bromatológica das dietas utilizadas no 
experimento para doadoras primíparas da raça Nelore. 

Ingredientes  
Controle  

(%) 
Megalac -E® 

(%) 
Linhaça  

(%) 

Farelo de Milho 92,45 85,59 30,53 
Megalac – E 0 6,67 0 

Torta de Linhaça 0 0 65,47 
Mineral 4 4 4 
Uréia 3,55 3,74 0 

Índices        

Matéria Seca 88,42 88,88 91,88 
Proteína Bruta 20,01 16,91 20,23 
Extrato etéreo 3,92 4,06 13,99 

 

Tabela 2. Análise cromatográfica das dietas utilizadas no experimento para 
doadoras primíparas da raça Nelore. 

Ácidos  Nomenclatura  Controle  
(%) 

Megalac -E® 
 (%) 

Linhaça  
(%) 

Mirístico C14:0 0,05 0,11 0,06 
Pentadecanoico C15:0 - - 0,03 

Palmítico C16:0 13,73 14,5 8,32 
Palmitoleico C16:1 0,13 0,16 0,11 

Heptadecanoico C17:0 0,07 0,07 0,06 
Heptadecenoico C 17:1 0,03 0,03 0,03 

Esteárico C18:0 2,55 2,46 4,16 
Oleico C18:1n9c 34,89 33,32 21,54 

cis-vacênico C18:1n7 0,65 0,74 0,81 
Linole ico (n -6) C18:2n6c  45,82 46,37 17,1 
α linolenico (n -3) C18:3n3 0,91 1,58 47,18 

Linoléico conjugado (CLA) C18:2c9,t11 - 0,05 - 

Araquídico C 20:0 0,7 0,31 0,22 
Eicosenoico C20:1n9 0,25 0,2 0,12 

Behênico C22:0 0,1 0,1 0,14 
Lignocérico C24:0 0,12 - 0,12 

 Total  100 100 100 
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Figura 1. Composição de ácido linoleico (n-6) e ácido linolênico (n-3) nas dietas dos 
grupos experimentais para doadoras primíparas da raça Nelore. 

 

4.4. Quantificação do número de folículos, presença de CL e concentração 

de P4 

O número de folículos, o número de doadoras com CL e a taxa de doadoras 

com CL (no de doadoras com CL/total de animais) foram quantificados por 

ultrassonografia nos dias 30, 45, 60 e 75 do pós-parto. Para o exame 

ultrassonográfico foi utilizado o aparelho de ultrassom Aloka SSD-500 com 

transdutor linear transretal de 5 MHz (Figura 2). 

Para quantificação das concentrações plasmáticas de P4 foi realizado colheita 

de sangue em todos os animais no terceiro procedimento de aspiração, aos 60 dias 

de parição (Figura 2). O sangue foi colhido por venopunção da jugular em tubos do 

tipo vacuitainer heparinizados de 10 mL (BD, São Paulo, Brasil). Cada amostra foi 

acondicionada em geladeira com temperatura entre 4 e 6°C (por no máximo uma 

hora e meia) e posteriormente centrifugada por 20 minutos a 3600g. Depois da 

centrifugação, foram retirados cerca de 3 mL de plasma sanguíneo, que por sua vez, 

foram divididos em duas alíquotas em eppendorfs de 2 mL e acondicionados em 

freezer -24°C. 

As dosagens foram realizadas no Laboratório Endomed Patologia Clínica de 

Jaboticabal. O método utilizado foi o de quimioluminescência (SiemensTM 

Progesterone kit, Los Angeles, USA). A dose mínima detectável foi 0,2 ng/mL. Foi 

considerada atividade lútea concentração plasmática de P4 > 1,5 ng/mL. Foi utilizado 

este valor de referência, pois os animais Bos taurus indicus são sujeitos a estresse 

que pode influenciar a glândula adrenal a produzir quantidade substanciais de P4 

(maior de 1,0 ng/mL) sem apresentação de CL (CLARO JUNIOR, et al., 2010).  
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4.5. Técnica de Aspiração Folicular 

A primeira aspiração foi realizada entre o 25o e o 32o dia do pós-parto e as 

demais com intervalo de 15 dias (45o, 60o e 75o), totalizando 4 aspirações (Figura 2). 

 

 

Figura 2.  Representação esquemática do protocolo experimental de alimentação e 
aspiração para doadoras primíparas da raça Nelore. 

 

O procedimento de aspiração folicular foi realizado utilizando-se um 

equipamento de ultrassom Aloka SSD 500 com transdutor microconvexo de 5 MHz, 

conectado na guia de aspiração transvaginal. As aspirações foram realizadas com 

agulhas hipodérmicas descartáveis 20G (0,9 x 50 mm; Terumo, São Paulo, Brasil), e 

sistema de aspiração Cook (Cook, Queensland, Australia) acoplado em tubos de 

polipropileno tipo Falcon de 50 mL. A pressão de vácuo foi obtida com bomba de 

vácuo (WTA, Cravinhos, Brasil), ajustada entre 70 e 90 mm Hg. 

Previamente às aspirações, foi realizada anestesia epidural baixa com 5 mL de 

lidocaína 2% (Lidovet, Bravet, Rio de Janeiro, Brasil) e higienização da região 

perineal com água e álcool 70%. A guia de aspiração acoplada ao transdutor do 

ultrassom foi inserida até o fornix vaginal de cada lado correspondente ao ovário e 

com auxílio de manipulação retal, os ovários foram posicionados na linha de punção 

indicada na tela do ultrassom e a bomba de vácuo foi acionada iniciando-se as 

aspirações dos folículos observados. 

As lavagens da agulha foram realizadas com o mesmo meio de armazenamento 

dos oócitos, qual seja PBS (Phosphate-buffered saline; Apêndice 3)  acrescido de 
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10.000 UI/L de Heparina (Liquemine, Roche Químicos e Farmacêuticos, Rio de 

Janeiro, Brasil), acondicionado em tubo tipo Falcon de 50 mL. Logo após as 

aspirações o sistema foi lavado com o meio de punção e o material coletado 

encaminhado imediatamente para o laboratório da fazenda. 

 

4.6. Lavagem, seleção e transporte dos oócitos 

O material aspirado foi transportado para o laboratório da fazenda, e lavado com 

PBS em filtro de colheita de embriões até que o conteúdo do filtro se tornasse 

translúcido. O sedimento restante no filtro foi depositado em placas de Petri de 90 

mm, para a procura e seleção dos oócitos. Posteriormente, com uso de 

estereomicroscópio, foi efetuada a contagem e avaliação da qualidade dos oócitos 

recuperados que foram classificados em graus de I à V (DE LOOS et al., 1991), 

sendo que: 

a) Grau I: revestimento com multicamadas de cumulus compacto e ooplasma 

homogêneo; 

b) Grau II: revestimento de 3 a 5 camadas de cumulus compacto, ooplasma 

homogêneo ou com regiões escuras na periferia; 

c) Grau III: pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas), 

ooplasma irregular com picnose; 

d) Grau IV ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em grumos; 

e) Grau V ou Desnudo: sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou 

com granulações. 

Após a avaliação, os oócitos classificados como grau I, II e III foram 

transportados em criotubos contendo meio de maturação (Apêndice 4) sob óleo 

mineral em atmosfera de 5% de CO2 e 12% de O2 e temperatura controlada de 36°C  

até o laboratório de PIVE do Departamento de Reprodução Animal da 

FCAV/UNESP.  
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4.7. Produção in vitro de embriões (PIVE) 

4.7.1 Maturação in vitro dos oócitos (MIV) 

A maturação ocorreu por 24 horas, sendo 6 a 8 horas de transporte nos 

criotubos e de 16 a 18 horas no laboratório em microgotas de 100 µL de meio de 

maturação (Apêndice 4), sob óleo mineral em incubadora com 5% de CO2 em ar, 

temperatura de 38,5º C e umidade relativa de 95%. 

 

4.7.2 Fecundação in vitro dos oócitos (FIV) 

Para a fecundação, os oócitos foram lavados por duas vezes em meio TL- 

Sêmen (Apêndice 5) e uma vez em FIV gotas (Apêndice 6) para remoção do meio 

de MIV. Realizado o procedimento de lavagem, os oócitos de cada grupo 

experimental foram transferidos para gotas de 100 µL de FIV gotas sob óleo mineral. 

Foi utilizado sêmen convencional do mesmo touro para a fecundação de todos os 

oócitos do experimento. O sêmen foi descongelado em água a 35-37ºC por 20-30 

segundos e colocado sobre gradiente de Percoll (45% e 90%; Apêndice 7) para 

seleção e recuperação de espermatozóides móveis. Foram colhidos 30 µL do 

sedimento selecionado pelo Percoll e colocados em outro tubo ependorff contendo 

30 µL de meio FIV gotas pré-equilibrado. Amostras de 5 µL de sêmen foram diluídas 

em 95 µL de meio FIV gotas para avaliação da motilidade e mais 5 µL de sêmen em 

250 µL de água para cálculo da concentração. O volume do sedimento foi ajustado 

para concentração final de 25x106 espermatozóides vivos/mL. A cada gota de 

fecundação, já contendo os oócitos foram adicionados 8 µL da suspensão de 

sêmen. Para a fecundação, espermatozóides e oócitos foram coincubados por 18 a 

20 horas em atmosfera de 5% de CO2, umidade relativa de 95% e temperatura de 

38,5ºC. 

 

4.7.3 Cultivo in vitro dos embriões formados (CIV) 

Após aproximadamente 20h de fecundação, os prováveis zigotos foram 

removidos das gotas de fecundação e lavados em três diferentes gotas de meio TL 

Sêmen (Apêndice 5), onde tiveram parte das células do cumulus removidas por 

sucessivas pipetagens. Depois foram lavados uma vez em meio de desenvolvimento 

(SOFaa; Apêndice 8) e transferidos para microgotas de 100 µL contendo o mesmo 
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meio. As trocas de meio (feeding) foram realizadas no terceiro e quinto dia de 

cultivo, onde eram retirados 50 µL de meio de cada gota de cultivo e acrescentados 

50 µL de meio SOFaa fresco (pré equilibrado). Os embriões foram coincubados em 

atmosfera de 5% de CO2, umidade relativa de 95% e temperatura de 38,5ºC. 

 

4.7.4 Quantificação do número de clivagem e de desenvolvimento 

embrionário 

Os embriões de duas a quatro células, 32 a 36 horas pós-fertilização, foram 

considerados clivados, e no sétimo dia da fecundação foi verificada a quantidade de 

embriões produzidos (mórula até blastocisto) e a taxa de produção de embriões 

(número de embriões produzidos/quantidade de oócitos viáveis). 

 

4.8. Taxa de gestação das doadoras 

 

Após o término do experimento, aos 75 dias pós-parto, as doadoras primíparas 

da raça Nelore entraram em estação de monta (EM) com exposição ao touro por um 

período de 2 meses (135 dias pós-parto). Trinta dias após a saída da estação de 

monta foi realizado o diagnóstico por ultrassom Aloka SSD-500 com transdutor linear 

transretal 5 MHz para verificar a taxa de gestação (No de animais gestantes/No total 

de doadoras/grupo). 

 

4.9. Análise estatística 

 

As variáveis dependentes [número de folículos observados, total de oócitos 

recuperados, número de oócitos viáveis e de clivagem, produção de embrião, taxa 

de oócitos viáveis (no de oócitos viáveis/oócitos totais) e taxa de produção de 

embrião (no de embriões produzidos/oócitos viáveis)] foram analisadas pelo método 

dos quadrados mínimos (HARVEY, 1960). Para a realização das análises foi 

utilizado o programa Statistical Analyses Systen (SAS Systen for Windows, 1991). O 

procedimento utilizado foi Análise de Variância pelo proc GLM e para as correlações 

utilizou-se o proc-CORR. As diferenças entre as médias (±ep) foram comparadas 

pelo teste de Tukey com significância de 5%. 
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Como os dados das variáveis dependentes não seguiram às premissas, os 

mesmos foram transformados em raiz quadrada (x+1) para os números ou Log(x+1) 

para as taxas.  

Para a análise utilizou-se o seguinte modelo estatístico: 
 

Yijkl = µ + ti + Aj(ti) + Bk + Iik + eijkl 

em que: 
Yijkl = variáveis dependentes; 
µ = média parametrica; 
ti = efeito fixo do i-ésimo tratamento (i = 1, 2 e 3); 
Aj = efeito fixo do j-ésimo animal (j = 1,..., 22); 
Bk = efeito fixo do k-ésimo período das aspirações (k = 1, 2, 3 e 4); 
Iik = efeito da interação entre o i-ésimo tratamento com o k-ésimo período das aspirações; e 
eijkl = efeito do erro aleatório associado a cada observação. 
 

O número de doadoras com CL, taxa de doadoras com CL (no de doadoras que 

apresentaram CL/total de animais) e taxa de doadoras gestantes (no gestantes no 

final da EM/total de animais) foram comparadas pelo teste x2 (qui-quadrado) ao nível 

de significância de 5%. 

A concentração de progesterona plasmática foi analisada pelo teste Kruskal-

Wallis (SIEGEL, 1975) pelo programa Graphpad Prism (GraphPad Prism version 4.0 

for Windows; GraphPad Software). A comparação entre as médias (±ep) foi pelo 

teste de comparação múltipla de Dunn´s com significância de 5%. 
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5. Resultados 

 

Não foi detectado efeito de tratamento de suplementação, de dias de aspirações 

pós-parto e das interações sobre as variáveis: número de folículos, quantidade de 

oócitos totais, de oócitos viáveis e de clivados, PIVE, taxa de embriões produzidos, 

presença de CL, concentração de P4 e taxa de doadoras gestantes (Tabelas 3 e 4; 

Figuras 3 a 7).  

 

Tabela 3. Valores de P para efeitos principais de tratamento alimentar, dias de 
aspirações e interação entre esses fatores. 
  Valores de P 
Resultados Tratamento Aspirações (dias) Trat*Asp  

No de folículos vizualizados 0,38 0,77 0,96 

No de oócitos totais 0,56 0,84 0,95 

No oócitos viáveis # 0,79 0,31 0,99 
Taxa de oócitos viáveis* (%) 0,65 0,31 0,91 

No de estruturas clivadas 0,78 0,84 0,68 

No de embriões produzidos 0,39 0,11 0,23 
Taxa de embriões** (%) 0,31 0,08 0,58 

No de doadoras com CL - - 0,28 
Taxa de doadoras com CL 0,17 - - 

[ ] P4  0,36 - - 

Taxa de doadoras gestantes (%) 0,37 - - 

Diferença significativa quando P < 0,05 
 # Viáveis = oócitos de grau I, II e III 

  * ócitos viáveis/oócitos totais 
  ** Número de embriões/oócitos viáveis 
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As Figuras 3 e 4 representam a interação entre os dias de aspiração no pós-

parto e os tratamentos de suplementações para vacas primíparas da raça Nelore. 

Não foi observado efeito para número de folículos, quantidade de oócitos totais, de 

oócitos viáveis, taxa de oócitos viáveis, número de clivagem, PIVE e taxa de 

embriões produzido.  

 

 

Figura 3.  Efeitos da interação da suplementação com Megalac-E® e linhaça com os 
dias de aspiração pós-parto no número de folículos visualizados (A), quantidade de 
oócitos totais (B), de oócitos viáveis (C) e taxa de oócitos viáveis (D; quantidade de 
oócitos viáveis/total de oócitos) em doadoras primíparas da raça Nelore (média; P > 
0,05). 
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* Nas aspirações dos dias 45 e 60 do pós-parto ocorreu contaminação do material aspirado e 
prejudicou o desenvolvimento embrionário. 
Figura 4.  Efeitos da interação da suplementação com Megalac-E® e linhaça com os 
dias de aspiração pós-parto na quantidade de estruturas clivadas (A), na PIVE (B) e 
taxa de produção de embriões (C) de doadoras primíparas da raça Nelore (média; P 
> 0,05).  
  

  

 

 
 

* 

* 

* * 

* * 
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A Tabela 4 apresenta os resultados do grupo controle e dos tratamentos com 

suplementações, em relação às médias de todas as aspirações para número de 

folículos, quantidade de oócitos totais, de oócitos viáveis e de clivados e PIVE. 

 
Tabela 4. Efeitos da suplementação com Megalac-E® e linhaça na quantidade de 
oócitos aspirados e na PIVE de doadoras primíparas da raça Nelore (Média de todas 
as aspirações ± erro padrão). 

  Grupos de alimentação 

Resultados 
Controle 

(n=7) 
Megalac -E® 

(n=8) 
Linhaça 

(n=7) Valor de P 

No de folículos vizualizados 20,80±1,53 23,20±1,48 22,18±1,53 0,38 

No de oócitos totais 17,37±1,56 18,68±1,51 18,21±1,56 0,56 

No de oócitos viáveis # 12,38±1,12 13,16±1,08 12,27±1,12 0,79 

Taxa de oócitos viáveis* (%) 71% 70% 67% 0,65 

No de estruturas clivadas 8,00±0,82 7,47±0,8 5,84±0,82 0,78 

No de embriões produzidos 4,17±0,7 3,00±0,68 2,73±0,7 0,39 
Taxa de embriões** (%) 33% 22% 22% 0,31 

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo porc GLM do SAS 

Os dados estão descritos como média ± EP 
 As variáveis descritas como contagem representam o número de estruturas de todas as 

aspirações/doadora/aspiração 
# Viáveis = oócitos de grau I, II e III 

   * Ócitos viáveis/oócitos totais 
   ** Número de embriões/oócitos viáveis 
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A evolução dos dias pós-parto em relação ao número de folicular, quantidade de 

oócitos totais, de oócitos viáveis, taxa de oócitos viáveis, PIVE e taxa de embriões 

produzido estão representadas na Figura 5 pelas médias de todos os tratamentos de 

suplementação e controle. 

 

 

Figura 5. Efeito dos dias pós-parto no momento da aspiração de doadoras 
primíparas da raça Nelore sobre as variáveis: A - número de folículos, quantidade de 
oócitos totais, de oócitos viáveis e na PIVE. B - taxa de oócitos viáveis (viáveis/total 
de oócitos) e taxa de produção de embriões (no de embriões produzidos/oócitos 
viáveis; Média; P>0,05). 
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Na Figura 6 verifica-se que o grupo suplementado com linhaça apresentou 

numericamente maior quantidade de doadoras ciclando no pós-parto em relação aos 

outros grupos alimentares, mas estatisticamente não foi observado efeito de tratamento 

alimentar. 

 

 

Figura 6. A - Número de doadoras primíparas da raça Nelore que apresentaram CL 
na interação entre os dias pós-parto no momento das aspiração e os tratamentos de 
suplementação. B - Taxa de doadoras que apresentaram CL (taxa de doadoras com 
CL/número total de doadoras) por tratamento alimentar durante todas as aspirações. 
C - Média de concentração de P4 na terceira aspiração (60 dias pós-parto) por 
grupos de suplementação (P>0,05). 
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Após o término dos tratamentos alimentares (aos 75 dias pós-parto), as fêmeas 

entraram na estação de monta com exposição ao touro por 2 meses. Posteriormente à 

estação de monta, foi avaliada a taxa de gestação das doadoras e apesar de não ter 

sido detectado efeito de tratamento, foi observado maior valor numérico nos animais 

suplementados com dieta rica em ácidos graxos (Controle: 3/7 = 42,8%; Megalac-E®: 

6/8 = 75%; Linhaça: 5/7 = 71,4%; Figura 7). 

 

 

Figura 7. Taxa de gestação (número de doadoras gestantes/total de 
animais/tratamento) das doadoras primíparas da raça Nelore após a estação de 
monta (P>0,05).  
 

6. Discussão 

 

As suplementações com AGs são formas de aumentar o nível energético das 

dietas, além de possuirem efeito na reprodução dos ruminantes (FUNSTON, 2004; 

RAES et al., 2004). Os AGPs, principalmente o n-3 e o n-6 têm importante efeito 

sobre os processos reprodutivos, como crescimento folicular ovariano, função do CL, 

produção de progesterona, ovulação, produção de oócito, de embrião, manutenção 

da gestação e do parto (ABAYASEKARA; WATHES, 1999; WATHES et al., 2007). 

Com o objetivo de melhorar a PIVE e o retorno á ciclicidade no período pós-

parto em doadoras primíparas da raça Nelore, foi fornecida suplementação com 

fontes de AGPs protegido (Megalac-E®, rica principalmente em n-6) e não protegido 

(linhaça, rica principalmente em n-3) durante o pré e pós-parto. No entanto, não 

foram encontrados efeitos dessas dietas sobre o número de folículos observados 

nos dias das aspirações após o parto. Nogueira et al. (2012) também não relataram 
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diferença na quantidade de folículos em doadoras de corte suplementadas com 

Megalac-E®. Entretanto, maior taxa de crescimento folicular em animais que 

ingeriram dietas com altos níveis energéticos foram observadas por Armstrong et al. 

(2001) e Mollo et al. (2007). Além disso, Wathes et al. (2007) observaram maior 

número de folículos após 3 a 4 semanas de suplementação com AGPs.  

As dietas com fontes de gordura protegida e não protegida fornecidas para 

doadoras primíparas Nelore não influenciaram a recuperação de oócitos totais e dos 

viáveis. Resultados diferentes foram relatados por Nogueira et al. (2012) que 

observaram aumento na recuperação de oócitos em novilhas Nelore suplementadas 

com AGPs. Em vacas leiteiras alimentadas com dieta rica em energia (AGs), 

Kendrick et al. (1999) observaram número de oócitos aumentado linearmente a partir 

de 30 (1,1) e 100 dias (2,1) pós-parto, diferente desse estudo onde não se verificou 

aumento na quantidade dos oócitos aspirados a partir dos dias pós-parto. Já, em 

ovelhas, Zeron et al. (2002) relataram maior número e melhor qualidade de oócitos 

quando suplementadas com óleo de peixe (rico em n-3) protegido por 13 semanas.  

Uma das razões para a ausência de efeito da suplementação com AGPs nessas 

variáveis reprodutivas, no presente estudo, pode ter sido o fornecimento insuficiente 

de AGPs (100g de Megalac-E®/doadora/dia e 1kg de torta de linhaça/doadora/dia; 

GUARDIEIRO et al., 2010a), apesar desta quantidade de Megalac-E® ser a sugerida 

pelo fabricante e utilizada em experimentos que obtiveram resultados positivos na 

reprodução (SALES et al., 2007; LOPES et al., 2009).  

Segundo Fouladi-Nashta et al. (2007), vacas leiteiras suplementadas com 

gordura tiveram maior taxa de clivagem e produção de blastocistos. No entanto, de 

acordo com Mollo et al. (2007) e Guardieiro et al. (2010b), em doadoras de corte 

suplementadas com AGPs não foi observado aumento no número de clivagem e da 

PIVE. Resultados semelhantes aos observados nesse estudo em doadoras 

primíparas da raça Nelore no período pós-parto alimentadas com AGPs protegido e 

não protegido. Outra razão que pode ter influenciado para a ausência de efeitos de 

tratamento de suplementação nessas variáveis de desenvolvimento embrionário é o 

pequeno número de animais avaliados por grupo.   

As aspirações no período após o parto em doadoras bovinas é uma estratégia 

para PIVE que não afeta a reprodução e o intervalo entre partos na próxima monta 
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natural, IA ou IATF. Estudos anteriores relataram que o desenvolvimento da onda 

folicular retoma imediatamente após o parto em Bos taurus (MURPHY et al., 1990) e 

Bos indicus (RUIZ-CORTÉS; OLIVEIRA-ANGEL, 1999) e, por isso, a aplicação da 

OPU-PIV de embriões poderia ser usada para melhorar a produção e intervalo de 

tempo mais curto. No entanto, Aller et al. (2010) observaram uma baixa taxa de 

clivagem e de desenvolvimento de blastocistos em animais aspirados no pós-parto 

(30 à 77 dias).  

De acordo com Ferreira (2011), doadoras da raça Gir não apresentaram efeito 

positivo nos dias de aspirações no pós-parto para quantidade de oócitos viáveis e 

PIVE. Resultado semelhante foi observado nesse estudo para doadoras primíparas 

da raça Nelore. Já segundo Lopes et al. (2006), doadoras da raça Holandesa 

aspiradas no pós-parto tiveram melhora na taxa média de produção de blastocisto 

(32 dias = 5%; 85 dias = 20%) de acordo com os dias pós-parto. Resultado este que 

demonstra a recuperação do sistema reprodutor das doadoras no período pós-parto.  

Em estudos com suplementação de gordura para vacas no pós-parto foi 

observado retorno à atividade cíclica mais rápido (STAPLES et al., 1998), aumento 

na concentração de progesterona, no tamanho dos folículos (ZACHUT et al., 2008), 

na taxa de concepção e diminuição da mortalidade embrionária (RAES et al., 2004; 

PETIT; TWAGIRAMUNGU, 2006). De acordo com Artunduaga et al. (2010), vacas 

primíparas da raça Holandesa alimentadas com AGPs protegidos durante o pré e 

pós-parto tiveram melhor retorno á ciclicidade e desempenho reprodutivo. Já no 

presente estudo não foi observado efeito de tratamento para o retorno a ciclicidade 

em doadoras primíparas Nelore. Em relação à taxa de gestação no final da estação 

de monta de fêmeas primíparas da raça Nelore não houve efeito das 

suplementações com AGPs principalmente pelo pequeno número de animais 

analisados. No entanto, Lopes et al. (2009) e Peres et al. (2008) com maior número 

de fêmeas Nelore lactantes suplementadas com AGPs observaram aumento na taxa 

de gestação.  

De acordo com Sartori e Mollo (2007) e Santos et al. (2008) a estratégia de 

suplementação com AGPs para vacas no período pré-parto é uma dieta rica em 

ácido linoleico (n-6), que aumenta a síntese de PGF2α e atua no crescimento 

folicular, além de melhorar a involução uterina e restabelecer a ciclicidade 
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precocemente. E no pós-parto, com ácido linolênico (n-3), que reduz a síntese de 

PGF2α uterina, aumentando a fertilidade e diminuindo as perdas embrionárias 

precoces.  

Outra hipótese para a ausência de efeitos da suplementação com AGPs, 

nesse estudo, para essas variáveis reprodutivas doadoras primíparas da raça Nelore 

pode ser a qualidade das três dietas fornecidas. Estas que satisfizeram as 

necessidades de mantença, de lactação e reprodutiva dessas fêmeas no pós-parto 

mostrando efeito positivo no sistema reprodutivo tanto para os animais do grupo 

controle quanto para os suplementados com AGPs. Assim, é necessário mais 

estudos com maior número de doadoras e diferentes fontes de gordura para testar a 

real influência dos AGPs na quantidade de oócitos, PIVE, retorno à ciclicidade e taxa 

de gestação de fêmeas primíparas.   

 

7. Conclusões 

 

As suplementações com AGPs protegido (rico principalmente em n-6) e não 

protegido (rico principalmente em n-3) no pré e pós-parto não aumentaram a 

população folicular, a quantidade de oócitos recuperados, a produção in vitro de 

embriões, o retorno à ciclicidade e a taxa de gestação de fêmeas primíparas da raça 

Nelore. 

Aspirações realizadas com maior número de dias pós-parto não permitiu a 

obtenção de maior número de oócitos e de produção in vitro de embriões. 
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CAPÍTULO 3 - EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO COM FONTES DE ÁCIDOS 

GRAXOS EM DOADORAS DA RAÇA HOLANDESA  DURANTE O PRÉ E PÓS-

PARTO SOBRE O RETORNO À CICLICIDADE, PRODUÇÃO in vitro DE 

EMBRIÕES E TAXA DE GESTAÇÃO  

 
RESUMO – A suplementação de bovinos leiteiros com fontes de ácidos graxos 
poliinsaturados (AGPs) é uma prática utilizada para aumentar a energia das dietas. 
Os AGPs proporcionam efeitos positivos nas funções reprodutivas de importantes 
tecidos, incluindo hipotálamo, hipófise, ovários e útero. Tendo em vista o exposto 
idealizou-se o presente trabalho com o objetivo de avaliar as condições reprodutivas 
do pós-parto, número de folículos, presença de CL, concentração de P4, quantidade 
de oócitos totais, de viáveis, a PIVE e a taxa de gestação de doadoras da raça 
Holandesa suplementadas com dieta rica em AGPs protegido (principalmente de n-
6) e não protegido (principalmente  n-3) durante o pré e pós-parto. As doadoras 
foram divididas aleatoriamente em 3 grupos, sendo que o grupo controle 
apresentava 6 fêmeas, o segundo grupo, com 5 animais que foram suplementados 
com uma fonte de gordura protegida contendo 100g/doadora/dia de Megalac-E® no 
pré-parto e 300g/doadora/dia no pós-parto e o terceiro grupo com 5 fêmeas 
suplementadas com uma fonte de gordura não protegida contendo 1kg/doadora/dia 
de torta de linhaça no pré-parto e 1,5kg/doadora/dia no pós-parto. As dietas foram 
fornecidas por 30 dias pré-parto e 60 dias pós-parto. Os animais foram submetidos à 
OPU nos dias 30, 45 e 60 pós-parto. Os oócitos recuperados foram selecionados e 
os viáveis submetidos aos procedimentos da PIVE. Os dados foram analisados pelo 
método dos quadrados mínimos utilizando Análise de Variância pelo proc GLM. As 
diferenças entre médias foram comparadas pelo teste de Tukey com significância de 
5%. Não foi detectado efeito de tratamento de suplementação, de dias de aspirações 
pós-parto e das interações sobre as variáveis: quantidade de oócitos viáveis, taxa de 
oócitos viáveis, número de clivagem, de PIVE, taxa de doadoras com CL, 
concentração de P4 e taxa de doadoras gestantes. No entanto, foi observado maior 
número de folículos e de oócitos totais no grupo suplementado com linhaça em 
relação ao grupo Megalac-E®. Este resultado pode ser explicado pelo efeito 
individual nos animais. A taxa de produção de embriões no dia 45 pós-parto do 
grupo controle foi maior em relação ao dia 30 do controle e ao dia 45 do grupo 
alimentado com Megalac-E®. Uma razão para esse resultado é as diferentes fases 
do ciclo estral que estes animais se encontravam nesses dias pós-parto. Os 
resultados do presente estudo demonstraram que aspirações realizadas no pós-
parto de doadoras suplementadas com Megalac-E® e linhaça não aumentaram o 
número de oócitos viáveis, de clivados, a PIVE, retorno à ciclicidade e a taxa de 
gestação. Assim, é necessário mais estudos com maior número de doadoras e 
diferentes fontes de gordura para testar a real influência dos AGPs na reprodução de 
fêmeas produtoras de leite. 
 
Palavras- chave:  Ácidos graxos poliinsaturados, ciclicidade, embriões, Holandesa, 
oócitos e pós-parto.  
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1. Introdução 

A bovinocultura de leite é um dos ramos da pecuária de grande importância para 

o mercado brasileiro. O rebanho leiteiro brasileiro possui cerca de 37,39 milhões de 

cabeças com uma produção de mais de 30 milhões de litros de leite por ano, 

apresentando o 6º lugar na produção mundial (ANUALPEC, 2012). Porém, o Brasil 

importa muito deste produto e assim é necessário melhorar o sistema de produção 

em termos nutricional e genético para que se possa subir de posição no ranking 

mundial.  

O rebanho leiteiro brasileiro possui como principal raça a Holandesa (Bos taurus 

taurus), que é responsável por 70% da produção de leite (CNA, 2005). Segundo 

Galli et al. (2001) os resultados de PIVE de vacas Holandesas giram em torno de 

20%. Ao contrario de animais Bos indicus, nos quais o número de oócitos 

recuperados e a PIVE é maior (PONTES et al., 2009). A menor produção de 

embriões apresentada pelas doadoras Holandesas é explicada por algumas causas, 

como a alta produção de leite, estresse térmico e sistema nutricional insuficiente 

para repor as energias de mantença dos animais, influenciando negativamente na 

qualidade dos oócitos e na PIVE. Mas, com todas essas dificuldades a PIVE de leite 

no Brasil apresentou crescimento de mais de 27% em 2011, com mais de 83 mil 

embriões porduzidos (VIANA, 2011). 

No entanto, Prynce et al. (2004) observaram que alta produção de leite tem 

correlação com baixa eficiência reprodutiva em bovinos. Para amenizar este 

problema é necessário um balanço alimentar adequado para suprir a energia 

perdida em decorrência deste sistema de produção. De acordo com Gutiérrez et al. 

(1997) e Diskin et al. (2003), o estado nutricional dos animais influência o 

crescimento dos folículos ovarianos. Além disso, as dietas podem afetar a 

capacidade de desenvolvimento dos oócitos e produção de embrião 

(O’CALLAGHAN et al., 2000). A suplementação lipídica proporciona efeitos positivos 

nas funções reprodutivas de importantes tecidos, incluindo hipotálamo, hipófise, 

ovários e útero (FUNSTON, 2004). 

Segundo Staples et al. (1998) e Van Knegsel et al. (2005), a suplementação 

com gordura é uma prática utilizada para aumentar a energia das dietas e é muito 

utilizada em gado de leite.  As gorduras protegidas da bio-hidrogenação do rúmen 
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melhoram a qualidade de absorção dos AGPs pelas vacas leiteiras de alta 

produtividade; com isso, há um aumento do potencial de desenvolvimento dos 

oócitos e a PIVE (FOULADI-NASHTA et al., 2007). Além disso, essa suplementação 

aumenta a taxa de concepção em vacas de leite durante a lactação (BOKEN et al., 

2005). O uso de AGPs de cadeia longa, particularmente o ácido linolênico (n-3), 

pode melhorar a qualidade oocitária e a taxa de gestação das fêmeas bovinas 

(COLAZO et al., 2004).   

De acordo com Mc Namara et al. (2003), vacas Holandesas alimentadas com 

gordura protegida tiveram taxas de gestação maior que as alimentadas com outras 

gorduras ou outras fontes energéticas. Segundo Hawkins et al. (1995), vacas 

suplementadas com AGPs protegido apresentaram aumento nas concentrações 

séricas de colesterol bom (HDL) e P4 plasmática. O colesterol é precursor de 

esteróides, portanto, aumentando as concentrações sanguíneas de colesterol, existe 

a possibilidade de, concomitantemente, elevar as concentrações circulantes de 

esteróides (WHYTE et al., 2007). Assim, dietas com alto teor de ácidos linoleico (n-6) 

e linolênico (n-3) contribuem para o aumento sérico na concentração de estradiol e 

progesterona em relação às outras dietas (WHYTE et al., 2007).  

Segundo Juchem et al. (2010) vacas Holandesas que receberam 

suplementação rica em n-6 apresentaram  taxa de gestação maior em comparação 

com animais alimentados com gordura saturada. Assim, supõe-se que os AGPs são 

importantes para a produção dos oócitos e de embriões (STURMEY et al., 2009). Os 

AGPs podem afetar diretamente a maturação dos oócitos e citoplasmática, através 

de alterações da composição de lipídios (BENDER et al., 2010) ou indiretamente, 

por influenciar as concentrações de PGs e outros metabólitos do fluido folicular 

(FOULADI-NASHTA et al., 2009).   

Animais suplementados  com linhaça, rica em n-3, no período pré e pós-parto 

apresentaram retorno à ciclicidade, pico de LH e E2 mais precocemente em relação 

aos animais que não receberam esse tipo de dieta (ZACHUT et al., 2011). Isso 

explica as possíveis ligações entre os AGPs, metabólitos e início do estro.  

Vacas de leite que receberam suplementação com semente de linhaça e óleo 

de peixe protegido, ambos rico em n-3, apresentaram menor mortalidade 

embrionária (PETIT; TWAGIRAMUNGU, 2006; CHILDS et al., 2008). Isso comprova 
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a importância dos AGPs na alimentação de vacas leiteiras de alta produção para a 

eficiência reprodutiva. Tendo em vista o exposto o presente estudo visou avaliar os 

efeitos das suplementações ricas em ácidos linoleico (n-6) e linolênico (n-3) 

protegidos ou não, no pré e pós-parto de fêmeas da raça Holandesa de alta 

produção leiteira sobre o retorno à ciclicidade, obtenção de oócitos, na PIVE e na 

taxa de gestação.  

 

2. Hipóteses 

 

� A suplementação com dieta rica em n-3 e n-6 adiantará o retorno à ciclicidade 

após o parto e aumentará a população folicular dos animais e isso se refletirá 

positivamente na taxa de gestação. 

� Animais suplementados com dieta rica AGPs (n-3 e n-6) apresentarão maior 

número de oócitos aspirados, maiores quantidade de oócitos viáveis, além de 

aumento na PIVE. 

� Animais aspirados com maior número de dias pós-parto suplementados com 

AGPs apresentarão maior quantidade de oócitos aspirados, maior número de 

oócitos viáveis e aumento na PIVE.   

 

3. Objetivos 

 

3.1 Geral 

Avaliar as condições reprodutivas do pós-parto, número de folículos, quantidade 

de oócitos totais, de oócitos viáveis e a PIVE de doadoras da raça Holandesa (Bos 

taurus taurus) de alta produção leiteira suplementadas com dieta rica em AGPs (n-3 

e n-6) protegidos ou não durante o pré e pós-parto. 

 

3.2 Específicos 

� Avaliar a quantidade de oócitos totais, de oócitos viáveis e a PIVE de 

doadoras da raça Holandesa alimentadas com dietas rica em AGPs (n-3 e n-6) no 

pré e pós-parto. 
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� Avaliar o retorno da ciclicidade após o parto, a concentração de progesterona 

plasmática, o número de folículos, presença de CL e a taxa de gestação de fêmeas 

da raça Holandesa suplementadas com dietas rica em AGPs (n-3 e n-6) no pré e 

pós-parto. 

� Avaliar a relação de maior número de dias pós-parto de doadoras da raça 

Holandesa suplementadas com AGPs com o número de folículos, presença de CL, 

quantidade de oócitos totais, de oócitos viáveis e a PIVE.   

 

4 Material e Métodos 

 

Os produtos químicos foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St. Louis, 

MO, EUA). Aqueles de origem diferete estão informados no texto. 

4.1. Local 

O experimento foi realizado no Sítio Boa Esperança localizado no município de 

Irapuã, SP. As atividades laboratoriais foram realizadas no Departamento de 

Reprodução Animal da UNESP - Campus de Jaboticabal, SP no período de junho a 

outubro de 2012. 

 

4.2. Doadoras de oócitos 

Foram utilizadas 16 fêmeas adultas pluríparas da raça Holandesa (Bos taurus 

taurus) com escore corporal entre 2,5 e 3,5 (numa escala de 0 a 5, LOWMAM et al, 

1976) e média de produção de 32 kg/dia. Estas fêmeas estavam em perfeitas 

condições sanitárias e reprodutivas, sem apresentar enfermidades e/ou patologias 

que afetassem a produção de embriões. Os animais foram mantidos com silagem de 

milho, cevada, ração (milho, farelo de soja e algodão, polpa cítrica, núcleo, ureia e 

bicarbonato de sódio), a pasto de Tyfton (Cynodon spp) e Mombaça (Panicum 

maximum cv. Mombaça) e com acesso a água e sal proteinado ad libitum. Não 

houve pré-seleção das doadoras em relação ao número de folículos presentes nos 

ovários e/ou recrutamento folicular e a divisão dos animais entre os tratamentos foi 

feita aleatoriamente de acordo com a data de parição. 
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4.3 Tratamento e Delineamento experimental  

As doadoras foram divididas aleatoriamente em 3 grupos, sendo que o grupo 

controle apresentava 6 fêmeas as quais foram alimentadas com a dieta padrão da 

fazenda experimental. O segundo grupo, com 5 animais, que foram suplementados 

com uma fonte de gordura protegida contendo 100g/doadora/dia no pré-parto de 

Megalac-E® (Química Geral do Nordeste, Rio de Janeiro, Brasil) e 300g/doadora/dia 

no pós-parto (Apêndice 2). O terceiro grupo, com 5 fêmeas, que foram 

suplementadas com uma fonte de gordura não protegida contendo 

1,0Kg/doadora/dia no pré-parto de torta de linhaça prensada a frio e 

1,5Kg/doadora/dia no pós-parto (Figura 2). 

Cada doadora recebeu 4kg de ração com o acréscimo de 100g de Megalac-E® 

ou 1,0Kg linhaça no pré-parto e no pós-parto receberam 11kg de ração com 

acréscimo de 300g de Megalac-E® ou 1,5Kg linhaça de acordo com o grupo 

experimental (Tabela 1).  Essas suplementações tiveram início com 30 dias antes do 

parto e término com 60 dias pós-parto (Figura 2).  

As doadoras do grupo suplementado com linhaça receberam-na em maior 

quantidade , quando compardo ao grupo suplementado com Megalac-E, por se 

tratar de uma fonte de AGPs não protegido à bio-hidrogenação do rúmen, este 

responsável pela degradação de mais de 80% dos n-3 e n-6 ingeridos na dieta 

(BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2011). Já, a quantidade de n-6 ingerida nas 

dietas, foi semelhante entre os grupos, mas no grupo Megalac-E® os AGPs são 

protegidos e sua absorção se dá no intestino delgado. Após a conclusão dos 

tratamentos os animais tiveram a mesma alimentação de rotina (mesma do grupo 

controle). 

As dietas, oferecidas a cada grupo de doadoras, foram preparadas de acordo 

com as composições apresentadas nas Tabelas 1 e 2 e Figura 1. As análises 

bromatológicas foram realizadas no Laboratório de Nutrição Animal do 

Departamento de Zootecnia da FCAV/UNESP e as análises cromatográficas   no 

Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e Plantas do Departamento de 

Tecnologia da FCAV/UNESP.  
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Tabela 1. Composição nutricional e análise bromatológica das rações utilizadas no 
experimento para doadoras da raça Holandesa. 

Ração 
Controle  

 (Kg) 
Megalac-E® 

 (Kg) 
Linhaça  

(Kg) 
Ingredientes  Pré-parto  Pós-parto  Pré-parto  Pós-parto  Pré-parto  Pós-parto  

Farelo de Milho 450 388 450 388 450 388 
Polpa Cítrica 200 200 200 200 200 200 

Farelo de Algodão 100 100 100 100 100 100 
Farelo de Trigo 100 0 100 0 100 0 
Farelo de Soja 100 250 100 250 100 250 

Núcleo 30 40 30 40 30 40 
Uréia 20 10 20 10 20 10 

Bicarbonato de 
sódio 0 10 0 10 0 10 

Ingredientes              
Megalac - E®  0 0 0,1 0,3 0 0 

Torta de Linhaça  0 0 0 0 1 1,5 
Índices     (%)    (%)    (%) 

Matéria Seca 89,97 90,32 90,39 
Proteína Bruta 32,05 26,28 27,26 
Extrato etéreo   2,55   3,11   3,15 
 
Tabela 2. Análise cromatográfica das rações utilizadas no experimento para 
doadoras da raça Holandesa. 

Ácidos  Nomenclatura  Controle  
(%) 

Megalac -E® 
(%) 

Linhaça  
(%) 

Cáprico C10:0 0,04 0,05 0,03 
Láurico C12:0 0,04 0,03 0,03 
Mirístico C14:0 0,17 0,15 0,14 

pentadecanoico C15:0 0,03 0 0,03 
Palmítico C16:0 18,98 17,22 15,53 

Palmitoleico C16:1 0,21 0,19 0,18 
heptadecanoico C17:0 0,14 0,12 0,11 
heptadecenoico C 17:1 0,04 0,04 0,04 

Esteárico C18:0 3,59 3,14 3,83 
Oleico C18:1n9c 29,68 28,33 27,86 

cis-vacênico C18:1n7 1,14 0,95 0,94 
Linoleico (n -6) C18:2n6c  41,85 46,5 37,65 
α linolenico (n -3) C18:3n3 2,78 2,08 12,53 

Araquídico C 20:0 0,49 0,47 0,41 
Eicosenoico C20:1n9 0,2 0,2 0,18 

Behênico C22:0 0,3 0,24 0,22 
Tricosanóico C23:0 0,05 0,03 0,05 
Lignocérico C24:0 0,3 0,26 0,24 

 Total  100 100 100 
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Figura 3. Composição de ácido linoleico (n-6) e ácido linolênico (n-3) nas dietas dos 
grupos experimentais para doadoras da raça Holandesa.  

 

4.4. Quantificação do número de folículos, presença de CL e concentração 

de P4 

O número de folículos, o número de doadoras com CL e a taxa de doadoras 

com CL (no de doadoras com CL/total de animais) foram quantificados por 

ultrassonografia nos dias 30, 45 e 60 do pós-parto. Para o exame ultrassonográfico 

foi utilizado o aparelho de ultrassom Aloka SSD-500 com transdutor linear transretal 

de 5 MHz (Figura 2). 

Para quantificação das concentrações plasmáticas de P4 foram realizadas 

colheitas de sangue nas três aspirações (entre o 25o e 32o dia pós-parto e no 45o e 

60o dia; Figura 2). O sangue foi colhido por venopunção da jugular em tubos do tipo 

vacuitainer heparinizados de 10 mL (BD, São Paulo, Brasil). Cada amostra foi 

acondicionada em geladeira com temperatura entre 4 e 6°C (por no máximo uma 

hora e meia) e posteriormente centrifugada por 20 minutos a 3600g. Depois da 

centrifugação, foram retirados cerca de 3 ml de plasma sanguíneo que, por sua vez, 

foram divididos em duas alíquotas em eppendorfs de 2 mL e acondicionados em 

freezer -24°C. 

As dosagens foram realizadas no Laboratório Endomed Patologia Clínica de 

Jaboticabal. O método de utilizado foi quimioluminescência (SiemensTM 

Progesterone kit, Los Angeles, USA). A dose mínima detectável foi 0,2 ng/mL. Foi 

considerada atividade lútea concentração plasmática de P4 > 1,0 ng/mL 

(SILVESTRE, et al., 2011). 
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4.5. Técnica de Aspiração Folicular 

A primeira aspiração foi realizada entre o 25o e o 32o dia do pós-parto e as 

demais com intervalo de 15 dias (45o, 60o), totalizando 3 aspirações (Figura 2). 

 

 

Figura 2.  Representação esquemática do protocolo experimental de alimentação e 
aspiração para doadoras da raça Holandesa. 

 

O procedimento de aspiração folicular foi realizado utilizando-se um 

equipamento de ultrassom Aloka SSD 500 com transdutor microconvexo de 5 MHz, 

conectado na guia de aspiração transvaginal. As aspirações foram realizadas com 

agulhas hipodérmicas descartáveis 20G (0,9 x 50 mm, Terumo, São Paulo, Brasil), e 

sistema de aspiração Cook (Cook, Queensland, Australia) acoplado em tubos de 

polipropileno tipo Falcon de 50 mL. A pressão de vácuo foi obtida com uma bomba 

de vácuo (WTA, Cravinhos, Brasil), ajustada entre 70 e 90 mm Hg. 

Previamente às aspirações, foi realizada anestesia epidural baixa com 5 mL de 

lidocaína 2% (Lidovet, Bravet, Rio de Janeiro, Brasil) e higienização da região 

perineal com água e álcool 70%. A guia de aspiração acoplada ao transdutor do 

ultrassom foi inserida até o fornix vaginal de cada lado correspondente ao ovário e, 

com auxílio de manipulação retal, os ovários foram posicionados na linha de punção, 
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indicado na tela do ultrassom, e a bomba de vácuo foi acionada iniciando as 

aspirações dos folículos observados. 

As lavagens das agulhas foram realizadas com o mesmo meio de 

armazenamento dos oócitos, qual seja PBS (Phosphate-buffered saline; Apêndice 3) 

acrescido de 10.000 UI/L de Heparina (Liquemine, Roche Químicos e 

Farmacêuticos, Rio de Janeiro, Brasil), acoplado a um tubo de 50 mL tipo Falcon. 

Logo após as aspirações o sistema foi lavado com o meio de punção e o material 

coletado encaminhado imediatamente para o laboratório montado na fazenda. 

 

4.6. Lavagem, seleção e transporte dos oócitos 

O material aspirado foi transportado para o laboratório, e lavado com PBS em 

filtro de colheita de embriões até que o conteúdo do filtro se tornasse translúcido. O 

sedimento restante no filtro foi depositado em placas de Petri de 90 mm, para a 

procura e seleção dos oócitos. Posteriormente, foi efetuada a contagem e avaliação 

da qualidade dos oócitos recuperados, com uso de estereomicroscópio, e os 

mesmos foram classificados em graus de I à V (DE LOOS et al., 1991), sendo que: 

f) Grau I: revestimento com multicamadas de cumulus compacto e ooplasma 

homogêneo; 

g) Grau II: revestimento de 3 a 5 camadas de cumulus compacto, ooplasma 

homogêneo ou com regiões escuras na periferia; 

h) Grau III: pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas), 

ooplasma irregular com picnose; 

i) Grau IV ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em grumos; 

j) Grau V ou Desnudo: sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou 

com granulações.  

 Após a avaliação, os oócitos classificados como grau I, II e III foram 

transportados em criotubos contendo meio de maturação (Apêndice 4) sob óleo 

mineral em atmosfera de 5% de CO2 e 12% de O2 e temperatura controlada de 36°C  

até o laboratório de PIVE do Departamento de Reprodução Animal da 

FCAV/UNESP. O tempo médio de transporte até o laboratório foi de 6 a 8 horas. 
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4.7. Produção in vitro de embriões (PIVE) 

4.7.1 Maturação in vitro dos oócitos (MIV) 

A maturação ocorreu por 24 horas, sendo 6 a 8 horas de transporte nos 

criotubos e de 16 a 18 horas no laboratório, em microgotas de 100 µL de meio de 

maturação (Apêndice 4) sob óleo mineral, em incubadora com 5% de CO2 em ar, 

temperatura de 38,5º C e umidade relativa de 95%. 

 

4.7.2 Fecundação in vitro dos oócitos (FIV) 

Para a fecundação, os oócitos foram lavados por duas vezes em meio TL- 

Sêmen (Apêndice 5) e uma vez em FIV gotas (Apêndice 6) para remoção do meio 

de MIV. Realizado o procedimento de lavagem, os oócitos de cada grupo 

experimental foram transferidos para gotas de 100 µL de FIV gotas sob óleo mineral. 

Foi utilizado sêmen sexado do mesmo touro para a fecundação de todos os oócitos 

do experimento. O sêmen foi descongelado em água a 35-37ºC por 20-30 segundos 

e colocado sobre gradiente de Percoll (45% e 90%; Apêndice 7) para seleção e 

recuperação de espermatozóides móveis. Foram colhidos 30 µL do sedimento 

selecionado pelo Percoll e colocados em outro tubo ependorff contendo 30 µL de 

meio FIV gotas pré-equilibrado. Amostras de 5 µL de sêmen foram diluídas em 95 µL 

de meio FIV gotas para avaliação da motilidade e mais 5 µL de sêmen em 250 µL de 

água para cálculo da concentração. O volume do sedimento foi ajustado para 

concentração final de 25x106 espermatozóides vivos/mL. A cada gota de 

fecundação, já contendo os oócitos, foram adicionados 8 µL da suspensão de 

sêmen. Para a fecundação, espermatozóides e oócitos foram coincubados por 18 a 

20 horas em atmosfera de 5% de CO2, umidade relativa de 95% e temperatura de 

38,5ºC. 

 

4.7.3 Cultivo in vitro dos embriões formados (CIV) 

Após aproximadamente 20h de fecundação, os prováveis zigotos foram 

removidos das gotas de fecundação e lavados em três diferentes gotas de meio TL 

Sêmen (Apêndice 5), onde tiveram parte das células do cumulus removidas por 

sucessivas pipetagens. Depois foram lavados uma vez em meio de desenvolvimento 

(SOFaa; Apêndice 8) e transferidos para microgotas de 100 µL contendo o mesmo 
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meio. As trocas de meio (feeding) foram realizadas no terceiro e quinto dia de 

cultivo, onde eram retirados 50 µL de meio de cada gota de cultivo e acrescentados 

50 µL de meio SOFaa fresco (pré equilibrado). Os embriões foram coincubados em 

atmosfera de 5% de CO2, umidade relativa de 95% e temperatura de 38,5ºC. 

 

4.7.4 Quantificação do número de clivagem e de desenvolvimento 

embrionário 

Os embriões de duas a quatro células, 32 a 36 horas pós-fertilização, foram 

considerados clivados, e no sétimo dia da fecundação foi verificada a quantidade de 

embriões produzidos (mórula até blastocisto) e a taxa de produção de embriões 

(número de embriões produzidos/ quantidade de oócitos viáveis). 

 

4.8. Taxa de gestação das doadoras 

Durante os procedimentos nutricionais e de aspiração as doadoras ficaram em 

observação de cio e foram inseminadas 12 horas após a manifestação do estro. 

Trinta dias depois de cada IA foi realizado diagnóstico por ultrassom (Aloka SSD-500 

com transdutor linear transretal de 5 MHz) para verificar a taxa de gestação (No de 

animais gestantes/No total de doadoras/grupo).  

 

4.9. Transferência dos Embriões 

Os embriões produzidos foram transferidos em vacas Holandesas receptoras. 

Estes animais foram sincronizados por protocolos hormonais (Figura 3).  

 

 

Figura 3.  Representação esquemática do protocolo hormonal para sincronização 
das receptoras. 
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Os embriões foram envasados na palheta com meio HSOF (Apêndice 9) no 

laboratório de PIVE e depois foram conduzidos para o local de transferência com 

temperatura controlada à 36ºC. Em seguida, montou-se a palheta na bainha e 

colocou-a no inovulador de embrião, enquanto isso a receptora foi anestesiada e 

higienizada. O embrião foi depositado no corno uterino epilateral ao CL desenvolvido 

pelo método transcervical. As aspirações foliculares nas doadoras foram realizadas 

sempre no D-9 do protocolo das receptoras e a FIV no D-10.  

O diagnóstico de gestação nas receptoras ocorreu 30 dias após a FIV, ou seja, 

23 dias após a transferência dos embriões. Foi utilizado ultrassom Aloka SSD-500 

com transdutor linear transretal 5 MHz. 

 

4.10. Análise estatística 

As variáveis dependentes [número de folículos observados, total de oócitos 

recuperados, número de oócitos viáveis e de clivagem, produção de embrião, taxa 

de oócitos viáveis (no de oócitos viáveis/oócitos totais), taxa de produção de embrião 

(no de embriões produzidos/oócitos viáveis) e concentração de progesterona 

plasmática] foram analisadas pelo método dos quadrados mínimos (HARVEY, 

1960). Para a realização das análises foi utilizado o programa Statistical Analyses 

Systen (SAS Systen for Windows, 1991). O procedimento utilizado foi Análise de 

Variância pelo proc GLM e para as correlações utilizou-se o proc-CORR. As 

diferenças entre as médias (±dp) foram comparadas pelo teste de Tukey com 

significância de 5%. 

Como os dados não seguiram às premissas, os mesmos foram transformados 

em raiz quadrada (x+1) para os números ou Log(x+1) para as taxas.  

Para a análise utilizou-se o seguinte modelo estatístico: 
 

Yijkl = µ + ti + Aj(ti) + Bk + Iik + eijkl 

em que: 
Yijkl = variáveis dependentes; 
µ = média parametrica; 
ti = efeito fixo do i-ésimo tratamento (i = 1, 2 e 3); 
Aj = efeito fixo do j-ésimo animal (j = 1,..., 22); 
Bk = efeito fixo do k-ésimo período das aspirações (k = 1, 2, 3 e 4); 
Iik = efeito da interação entre o i-ésimo tratamento com o k-ésimo período das aspirações; e 
eijkl = efeito do erro aleatório associado a cada observação. 
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Taxa de doadoras com CL (no que apresentaram CL/total de animais), taxa de 

doadoras gestantes (no gestantes no final da EM/total de animais) e taxa de 

receptoras gestantes (no de receptoras gestantes/no de embriões produzidos) foram 

comparadas pelo teste x2 (qui-quadrado) ao nível de significância de 5%. 

 

5. Resultados 

 

Não foi detectado efeito de tratamento de suplementação, de dias de aspirações 

pós-parto e das interações sobre as variáveis: quantidade de oócitos viáveis e de 

clivados, PIVE, presença de CL, concentração de P4, taxa de doadoras gestantes e 

taxa de receptoras gestantes (Tabelas 3 e 4; Figuras 4 a 9). 

 

Tabela 3. Valores de P para efeitos principais de tratamento alimentar, dias de 
aspirações e interação entre esses fatores. 
  Valores de P 
Resultados Tratamento Aspirações (dias) Trat*Asp  

No de folículos vizualizados 0,01 0,36 0,94 

No de oócitos totais 0,057 0,11 0,52 

No oócitos viáveis # 0,12 0,33 0,73 
Taxa de oócitos viáveis* (%) 0,94 0,12 0,52 

No de estruturas clivadas 0,14 0,23 0,45 

No de embriões produzidos 0,15 0,09 0,11 
Taxa de embriões** (%) 0,18 0,12 0,0018 
Taxa de doadoras com CL - - 0,11 
[ ] P4  0,59 0,31 0,34 
Taxa de doadoras gestantes (%) 0,81 - - 
Taxa de receptoras gestantes (%) 0,56 - - 
Diferença significativa quando P < 0,05     

# Viáveis = oócitos de grau I, II e III     

 * ócitos viáveis/oócitos totais     

 ** Número de embriões/oócitos viáveis   
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As Figuras 4 e 5 representam a interação entre os dias de aspiração no pós-

parto e os tratamentos de suplementações para vacas da raça Holandesa. Não foi 

observado efeito para número de folículos, quantidade de oócitos totais, de oócitos 

viáveis, taxa de oócitos viáveis, número de clivagem e PIVE. A taxa de produção de 

embriões foi maior na aspiração do dia 45 pós-parto no grupo controle (47%) em 

relação ao dia 30 do mesmo grupo (0%) e ao dia 45 do grupo Megalac-E®. 

 

 

Figura 4.  Efeitos da interação da suplementação com Megalac-E® e linhaça com os 
dias de aspiração pós-parto no número de folículos visualizados (A), quantidade de 
oócitos totais (B), de oócitos viáveis (C) e taxa de oócitos viáveis (D; quantidade de 
oócitos viáveis/total de oócitos) em doadoras da raça Holandesa (média; P > 0,05). 
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*Médias marcadas por letras distintas na mesma figura diferem entre si (P<0,05) pelo proc GLM do 
SAS. 
Figura 5.  Efeitos da interação da suplementação com Megalac-E® e linhaça com os 
dias de aspiração pós-parto na quantidade de estruturas clivadas (A), na PIVE (B; 
P>0,05) e taxa de produção de embriões (C; P=0,0018) de doadoras da raça 
Holandesa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

b b 
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A Tabela 4 apresenta os resultados do grupo controle e dos tratamentos com 

suplementações, em relação às médias de todas as aspirações para número de 

folículos, quantidade de oócitos totais, de oócitos viáveis e de clivados e PIVE. O 

número de folículos observado por doadora suplementada com linhaça em todas as 

aspirações foi maior em relação ao grupo suplementado com Megalac-E®. E o grupo 

suplementado com linhaça apresentou tendência à maior quantidade de oócitos 

totais aspirados.  

 

Tabela 4. Efeito da suplementação com Megalac-E® e linhaça na quantidade de 
oócitos aspirados e na PIVE de doadoras da raça Holandesa (Média de todas as 
aspirações ± erro padrão). 

  Grupos de alimentação 
Resultados Controle Megalac-E ®  Linhaça  Valor de P  

No de folículos vizualizados 11,27±1,49ab 8,46±1,63a 18,33±1,63b 0,01 

No de oócitos totais 5,72±1,24a 4,53±1,36a 12,26±1,36b 0,057 

No de oócitos viáveis # 3,38±1,22 3,20±1,34 8,86±1,34 0,12 

Taxa de oócitos viáveis* (%) 59% 70% 72% 0,94 

No de estruturas clivadas 1,94±0,52 1,26±0,57 4,53±0,57 0,14 

No de embriões produzidos 1,00±0,24 0,20±0,27 1,33±0,27 0,15 

Taxa de embriões** (%) 29% 6% 15%  0,18 
Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo porc GLM do SAS 

Os dados estão descritos como média ± DP    

As variáveis descritas como contagem representam o número de estruturas/doadora/aspiração 
# Viáveis = oócitos de grau I, II e III       

* ócitos viáveis/oócitos totais         

** Número de embriões/oócitos viáveis       
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A evolução dos dias pós-parto em relação ao número de foliculos, quantidade 

de oócitos totais, de oócitos viáveis, taxa de oócitos viáveis, número de clivagem, 

PIVE e taxa de embriões produzido esta representada na Figura 6 pelas médias de 

todos os tratamentos de suplementação e controle. 

 

 

Figura 6. Efeito dos dias pós-parto no momento da aspiração de doadoras da raça 
Holandesa sobre as variáveis: A - número de folículos, quantidade de oócitos totais, 
de oócitos viáveis, de clivagem e na PIVE. B - taxa de oócitos viáveis (viáveis/total 
de oócitos) e taxa de produção de embriões (no de embriões produzidos/oócitos 
viáveis; Média; P>0,05). 
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Na Figura 7 verifica-se que não houve efeito de tratamento, de dias de aspirações 

pós-parto e da interação para a presença de CL e concentração de P4. Nota-se que 

todas as doadoras dos três grupos ciclaram até 60 dias pós-parto, e que a 

concentração de P4 do grupo suplementado com linhaça tendeu a aumentar em linha 

crescente desde os 30 dias pós-parto. 

 

 

Figura 7. A - Taxa de doadoras que apresentaram CL (taxa de doadoras com 
CL/número total de doadoras) por tratamento de suplementação por dias pós-parto. 
B - Média de concentração de P4 da interação entre os grupos de suplementação e 
os dias pós-parto. C – Média geral de concentração de P4 por grupos de 
suplementação. D - Média geral de concentração de P4 por dias pós-parto de 
doadoras da raça Holandesa (P>0,05). 
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Durante o experimento as doadoras ficaram em observação de cio e as que 

apresentaram sinais de estro foram inseminadas. Após 30 dias de IA foi realizado o 

diagnóstico de gestação, sendo que os grupos controle, Megalac-E® e linhaça 

apresentaram taxas de 50% (3/6), 40% (2/5) e 60% (3/5), respectivamente (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Taxa de gestação (número de doadoras gestantes/total de 
animais/tratamento) das doadoras da raça Holandesa (P>0,05).  

 

A taxa de gestação das receptoras foi de 11% (2/18) para o grupo controle, 0% 

(0/3) para o grupo Megalac-E® e 20% (4/20) para o grupo linhaça (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Taxa de gestação das receptoras (número de receptoras gestantes/total 
de embriões transferidos/tratamento; P>0,05).  
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6. Discussão 

 

A suplementação com gordura é uma prática utilizada para aumentar a energia 

das dietas e seu uso é comum na suplementação alimentar de animais produtores 

de leite (STAPLES et al., 1998; VAN KNEGSEL et al., 2005). Segundo Funston 

(2004), suplementação lipídica proporciona efeitos positivos nas funções 

reprodutivas de importantes tecidos, incluindo hipotálamo, hipófise, ovários e útero.  

Com o objetivo de melhorar a PIVE e o retorno à ciclicidade no período pós-

parto em doadoras da raça Holandesa, foi fornecida suplementação com fontes de 

AGPs protegido (Megalac-E®,rica principalmente em n-6) e não protegido (linhaça, 

rica principalmente em n-3) durante o pré e pós-parto. Os resultados mostraram  

maior número de folículos visualizados (P=0,01) por ultrassom para o grupo de 

animais suplementados com linhaça do que no grupo alimentado com Megalac-E®. 

Uma razão para esse resultado pode ser o efeito de qualidade reprodutiva individual 

dos animais, estes que se concentraram no grupo suplementado por linhaça. Apesar 

disso, alguns trabalhos anteriores observaram melhora na quantidade de folículos 

quando adicionado Megalac-E® à dieta (HIGHTSHOE et al., 1991; LUCY et al., 1991; 

WILLIAMS, 1996; LAMMOGLIA et al., 1997; DE FRIES et al., 1998; STAPLES et al., 

1998; ARTUNDUAGA et al., 2010).  

O mecanismo envolvido no aumento da população folicular de fêmeas 

suplementadas com AGPs ainda não está bem definido, mas foi observado que 

esses ácidos favorecem o desenvolvimento folicular através de metabólitos e 

hormônios atuando no sistema nervoso central influenciando a secreção de GnRH 

(LAMMOGLIA et al., 1997). 

Dietas com gordura tem aumentado a quantidade e o tamanho dos folículos em 

vacas lactantes (STAPLES et al. 1998, GARNSWORTHY et al. 2008). Thomas e 

Williams (1996) observaram que a suplementação de vacas leiteiras com óleo de 

soja aumentou as concentrações plasmáticas de insulina, bem como as 

concentrações de IGF-I, o que estava associado ao crescimento folicular. Sabe-se 

que a insulina é um sinalizador importante dos efeitos da nutrição sobre a dinâmica 

folicular em bovinos (WEBB et al., 2004). Desta forma, as concentrações de insulina, 
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glicose e IGF-I atuam como sinalizadores metabólicos para o retorno à atividade 

ovariana cíclica no pós-parto (PATTON et al., 2007).  

As dietas com fontes de gordura protegida (Megalac-E®) e não protegida 

(Linhaça) fornecidas para doadoras da raça Holandesa não influenciaram a 

recuperação de oócitos totais e dos viáveis. No entanto, houve uma tendência para 

maior número de oócitos totais aspirados para o grupo suplementado com linhaça 

(P=0,057). Segundo Kendrick et al. (1999), vacas da raça Holandesa suplementadas 

com dieta de alta energia produziram maior quantidade de oócitos. Diferentemente, 

nesse estudo, não foi verificado aumento na quantidade de oócitos totais e viáveis. 

No entanto, Fouladi-Nashta et al. (2007) observaram maior porcentagem de oócitos 

de melhor qualidade de vacas leiteiras alimentadas com alto teor de gordura. Isso 

sugere que a qualidade oocitária é influenciada pela qualidade da dieta ingerida. 

Além disso, vacas alimentadas com diferentes teores de gordura apresentaram 

aumento na composição de AGPs nos oócitos (FOULADI-NASHTA et al., 2007) e 

isto tem importante influência para a competência oocitária  (ADAMIAK et al., 2005), 

para a fertilização e para o potencial de desenvolvimento embrionário (KIM et al., 

2001).  

Fouladi-Nashta et al. (2007) observaram maior taxa de clivagem e de produção 

de blastocistos em vacas leiteiras suplementadas com Megalac-E. Resultado 

semelhante observado por Ponter et al. (2012) no número de oócitos de melhor 

qualidade e na PIVE de novilhas da raça Holandesa suplementadas com dois tipos 

de dieta (Soja, rica em n-6 e Linhaça, rica em n-3). No presente estudo, não foi 

detectado efeito de tratamento de suplementação sobre a quantidade de estruturas 

clivadas e a PIVE. Outra razão que pode ter influenciado para a ausência de efeitos 

de tratamento de suplementação nessas variáveis de desenvolvimento embrionário 

é o pequeno número de animais avaliados por grupo. 

A taxa de produção de embrião no dia 45 pós-parto do grupo controle foi maior 

em relação ao dia 30 do mesmo grupo de suplementação e ao dia 45 do grupo 

alimentado com Megalac-E® (P=0,0018). Isto pode ser explicado pelas diferentes 

fases do ciclo estral que os animais apresentavam e da inexistência de embriões 

produzidos no dia 30 do grupo controle e no dia 45 do grupo suplementado com 

Megalac-E®.   
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Segundo Staples et al. (1998) e Artunduaga et al. (2010) vacas primíparas da 

raça Holandesa alimentadas com AGPs protegidos durante o pré e pós-parto 

adiantaram o retorno á ciclicidade e melhoraram o desempenho reprodutivo. Em 

outros estudos, a taxa de gestação aumentou para animais suplementados com 

AGPs (MATTOS et al., 2002; COLAZO et al., 2004; JUCHEM et al., 2010). No 

presente estudo, não foram observados efeitos de tratamento de suplementação de 

fêmeas da raça Holandesa no período pós-parto sobre a presença de CL, 

concentração de P4 e taxa de gestação. No entanto, os animais suplementados com 

linhaça apresentaram aumento crescente na concentração de P4 nos dias pós-parto, 

assim pode-se subentender que algumas doadoras ficaram gestantes logo após as 

primeiras análises (30 dias pós-parto). 

Segundo Artunduaga et al. (2010), AGPs (n-3 e n-6) podem aumentar as 

concentrações plasmáticas de colesterol, que é precursor de progesterona, 

favorecendo o desenvolvimento de ciclos estrais adequados para a primeira 

inseminação artificial pós-parto seguido pelo menor intervalo parto – concepção. A 

suplementação com n-3, por outro lado, inibe a síntese de PGF2a e reduz perdas de 

gestação precoce em bovinos (THATCHER et al., 1994; BURKE et al., 1997; 

THATCHER et al., 1997; MATTOS et al., 2000; AMBROSE et al., 2006).  

Uma estratégia para não afetar o intervalo entre partos de fêmeas de leite é a 

aplicação da OPU-PIVE no pós-parto. No entanto, Aller et al. (2010) em vacas de 

corte no período após o parto relataram baixa produção de embriões. Resultado 

semelhante foi observado por Ferreira (2011) em doadoras da raça Gir nas 

aspirações pós-parto para quantidade de oócitos viáveis e produção de embrião. 

Entretanto, Kendrick et al. (1999) avaliando vacas leiteiras alimentadas com dieta 

rica em energia no período pós-parto observaram aumento no número de oócito de 

1,1 nos 30 dias pós-parto para 2,1 nos 100 dias. Nesse estudo não foi observado 

efeito dos dias de aspiração após o parto para quantidade de folículos, de oócitos e 

de PIVE. Apesar disso, a taxa de embriões nos dias 30, 45 e 60 pós-parto (8%, 17% 

e 20% respectivamente) foi semelhante à relatada por Lopes et al. (2006) em 

doadoras da raça Holandesa (32 dias = 5%; 85 dias = 20%). Isto mostra a 

recuperação do sistema reprodutor de fêmeas Holandesa no período pós-parto.   
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De acordo com Sartori e Mollo (2007) e Santos et al. (2008) a estratégia de 

suplementação com AGPs para vacas no período pré-parto é uma dieta rica em 

ácido linoleico (n-6), que aumenta a síntese de PGF2α e atua no crescimento 

folicular, além de melhorar a involução uterina e restabelecer a ciclicidade 

precocemente. E no pós-parto, com ácido linolênico (n-3), que reduz a síntese de 

PGF2α uterina, aumentando a fertilidade e diminuindo as perdas embrionárias 

precoces.  

Outra hipótese para a ausência de efeitos da suplementação com AGPs, nesse 

estudo, para essas variáveis reprodutivas em doadoras da raça Holandesa de alta 

produção leiteira pode ser a qualidade das três dietas fornecidas. Estas dietas 

podem ser consideradas balanceadas corretamente para satisfizer as necessidades 

de mantença, de lactação e reprodutiva no período pós-parto, mostrando efeito 

positivo no sistema reprodutivo tanto para os animais do grupo controle quanto para 

os suplementados com AGPs. Assim, é necessário mais estudos com maior número 

de doadoras e diferentes fontes de gordura para testar a real influência dos AGPs na 

quantidade de oócitos, PIVE, retorno à ciclicidade e taxa de gestação de fêmeas 

primíparas.  

 

7. Conclusões 

 

A suplementação com linhaça (rica principalmente em n-3) para doadoras da 

raça Holandesa aumentou a população folicular dos ovários e a quantidade de 

oócitos totais recuperados. 

As suplementações com AGPs protegido (rico principalmente em n-6) e não 

protegido (rico principalmente em n-3) no pré e pós-parto não aumentaram a 

quantidade de oócitos viáveis, a produção in vitro de embriões, o retorno à 

ciclicidade e a taxa de gestação de fêmeas primíparas da raça Nelore. 

Aspirações realizadas com maior número de dias pós-parto não permitiu a 

obtenção de maior número de oócitos e de produção in vitro de embriões. 
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APÊNDICES 

 

Os produtos químicos foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St. Louis, 

MO, EUA). Aqueles de origem diferete estão informados no texto. 

 

Apêndice 1: Quantidade de Megalac-E ® na dieta para fêmeas da raça Nelore no 

pós-parto 

Megalac-E® (Química Geral do Nordeste, Rio de Janeiro, Brasil) 

Média de produção de leite = 10kg 
% de gordura no leite = 4% 
% de ácido linoleico (n-6) na gordura total do leite = 5% 
% de ácido linoleico (n-6) no Megalac-E® = 41% 
 
10kg de leite x 4% gordura no leite = 0,4kg de gordura x 5% de ác. linoleico = 0,02kg 
x 1000 = 20g de ác. linoleico / 41% de ác. Linoleico de Megalac-E® = 48,78g de ác. 
Linoleico. 
 
Fornecimento de Megalac-E®: para afetar na reprodução é necessário fornecer o 
dobro da quantidade de ác. Linoleico eliminado no leite. 
48,78g x 2 = 97,5g de Megalac-E ® para vacas Nelore. 
 

Apêndice 2: Quantidade de Megalac-E ® na dieta para fêmeas da raça 

Holandesa no pós-parto 

Média de produção de leite = 32kg 
% de gordura no leite = 3,8% 
% de ácido linoleico (n-6) na gordura total do leite = 5% 
% de ácido linoleico (n-6) no Megalac-E® = 41% 
 
32kg de leite x 3,8% gordura no leite = 1,216kg de gordura x 5% de ác. linoleico = 
0,0608kg x 1000 = 57g de ác. linoleico / 41% de ác. Linoleico de Megalac-E = 
148,29g de ác. Linoleico. 
 
Fornecimento de Megalac-E®: para afetar na reprodução é necessário fornecer o 
dobro da quantidade de ác. Linoleico eliminado no leite. 
148,29g x 2 = 296g de Megalac-E ® para vacas Holandesa. 
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Apêndice 3: PBS Completo 

 O PBS é composto por água Milli-Q suplementado com 137mM de Cloreto de 

Sódio (J. T. Baker, Center Valley, USA), 2,7mM de Cloreto de Potássio (Merck, 

Darmstadt, Alemanha), 8mM de Fosfato de Sódico bibásico anidro (Casa da 

Química, Diadema, Brasil), 1,5mM de Fosfato de Potássico monobásico (Merck, 

Darmstadt, Alemanha), 0,7mM de Cloreto de Cálcio di-hidratado (Merck, Darmstadt, 

Alemanha), 0,5mM de Cloreto de Magnésio hexahidratado (Merck, Darmstadt, 

Alemanha), 5,5mM de Dl-Glucose e 83,4µg/mL de Sulfato de Amicacina (Biochimico, 

Rio de Janeiro, Brasil).        

 

Apêndice 4: Meio maturação dos oócitos 

 O meio base utilizado para a MIV foi o TCM 199 com sais de Earle (Gibco, 

Grand Island, EUA) suplementado com 26mM de Bicarbonato de Sódio 

(Mallinckrodt, Hazelwood, USA), 1,0µg/mL de FSH (Calier, Juatuba, Brasil), 50µg/mL 

de hCG (Serono, Aubonne, Suíça), 1,0µg/mL de Estradiol 17β, 0,20mM de Piruvato 

Sódico (Biochemical, Nova York, EUA), 83,4µg/mL de Sulfato Amicacina 

(Biochimico, Rio de Janeiro, Brasil). Como fonte protéica na Maturação foi utilizado 

10% de SFB (Crypion, Andradina, Brasil). 

  

Apêndice 5: Meio TL-Sêmen  

 O meio TL-Sêmen é composto por 100mM de Cloreto de Sódio (J. T. Baker, 

Center Valley, USA), 3mM de Cloreto de Potássio (Merck, Darmstadt, Alemanha), 

0,4mM de Cloreto de Magnésio hexahidratado ((Merck, Darmstadt, Alemanha), 

0,3mM de Fosfato de Sódico bibásico anidro (Casa da Química, Diadema, Brasil), 

25mM de Bicarbonato de Sódio (Mallinckrodt, Hazelwood, USA), 2mM de Cloreto de 

Cálcio di-hidratado (Merck, Darmstadt, Alemanha), 26mM de DL-Ácido Lático (60%), 

30µM de Phenol Red (Sal Sódico Cristalino) e 10mM de Hepes Ácido. 

 

Apêndice 6: Meio FIV gotas 

 O meio FIV gotas é composto por TL-Stock [114mM de Cloreto de Sódio (J. T. 

Baker, Center Valley, USA), 3mM de Cloreto de Potássio (Merck, Darmstadt, 

Alemanha), 0,5mM de Cloreto de Magnésio hexahidratado ((Merck, Darmstadt, 
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Alemanha), 0,3mM de Fosfato de Sódico bibásico anidro (Casa da Química, 

Diadema, Brasil), 25mM de Bicarbonato de Sódio (Mallinckrodt, Hazelwood, USA), 

2mM de Cloreto de Cálcio di-hidratado (Merck, Darmstadt, Alemanha), 12mM de DL-

Ácido Lático (60%) e 30µM de Phenol Red (Sal Sódico Cristalino)], 83,4µg/mL de 

Sulfato Amicacina (Biochimico, Rio de Janeiro, Brasil), 100mM de Piruvato Sódico 

(Biochemical, Nova York, EUA), PHE [29,4mM de DL-Ácido Lático (60%), 1,0µg/mL 

de Bissulfito de Sódio, Salina 0,9% e 2mM de D-Penicilamina], 176UI/mg de 

Heparina e 6mg/mL de BSA (FIV).  

 

Apêndice 7: Solução de Percoll 90% 

 A solução de Percoll 90% é composta por 31mM de Cloreto de Potássio 

(Merck, Darmstadt, Alemanha), 3mM de Dihidrofosfato de Sódio monohidratado 

(Merck, Darmstadt, Alemanha), 800mM  de Cloreto de Sódio (J. T. Baker, Center 

Valley, USA), 50mM de Hepes Ácido , 50mM de Hepes Sódico, 1,0M de Cloreto de 

Cálcio di-hidratado (Merck, Darmstadt, Alemanha), 100mM de Cloreto de Magnésio 

hexa-hidratado (Merck, Darmstadt, Alemanha), 26,4mM de DL-Ácido Lático (60%) e 

20mM de Bicarbonato de Sódio (Mallinckrodt, Hazelwood, USA). 

 

Apêndice 8: Meio SOFaa 

 O meio SOFaa é composto por 1,1M de Cloreto de Sódio (J. T. Baker,  Center 

Valley, USA), 72mM de Cloreto de Potássio (Merck, Darmstadt, Alemanha), 12mM 

de Fosfato de Potássio Monobásico (Merck, Darmstadt, Alemanha), 7,4mM de 

Sulfato de Magnésio (Merck, Darmstadt, Alemanha), 50µM de DL-Ácido Lático 

(60%), 250mM de Bicarbonato de Sódio (Mallinckrodt, Hazelwood, USA), 260µM de 

Phenol Red (Sal Sódico Cristalino), 178mM de Cloreto de Cálcio di-hidratado (Merck, 

Darmstadt, Alemanha), 200mM de L-Glutamina, BME Essenciais 50x, MEM Não-

Essenciais 100x, 2,8mM de Myo-Inositol, 340µM de Tri-Citrato de Sódio Di-

Hidratado, 100mM de Piruvato Sódico (Biochemical, Nova York, EUA), 83,4µg/mL de 

Sulfato Amicacina (Biochimico, Rio de Janeiro, Brasil), 5mg/ml de BSA (CIV) e 2,5% 

de SFB. 
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Apêndice 9: Meio HSOF 

 O meio HSOF é constituído por 1,1M de Cloreto de Sódio (J. T. Baker, Center 

Valley, USA), 72mM de Cloreto de Potássio (Merck, Darmstadt, Alemanha), 12mM 

de Fosfato de Potássio Monobásico (Merck, Darmstadt, Alemanha), 7,4mM de 

Sulfato de Magnésio (Merck, Darmstadt, Alemanha), 50µM de DL-Ácido Lático 

(60%), 250mM de Bicarbonato de Sódio (Mallinckrodt, Hazelwood, USA), 260µM de 

Phenol Red (Sal Sódico Cristalino), 178mM de Cloreto de Cálcio di-hidratado (Merck, 

Darmstadt, Alemanha), 125 mM de Hepes Sódico, 125mM de Hepes Ácido, 200mM 

de L-Glutamina, BME Essenciais 50x, MEM Não-Essenciais 100x, 2,8mM de Myo-

Inositol, 340µM de Tri-Citrato de Sódio Di-Hidratado, 100mM de Piruvato Sódico 

(Biochemical, Nova York, EUA), 83,4µg/mL de Sulfato Amicacina (Biochimico, Rio de 

Janeiro, Brasil), 5mg/ml de BSA (CIV) e 2,5% de SFB. 
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